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RESUMEN

BUSTAMANTE CURIEL, GERARDO. Accién del Sulfbxido de Di
meiilo y Glicerol como Agentes Crioprotectores del A--
crosoma del Espermatozoide de Carnero durante la Conge
lacibn. (Bajo la direccibn de Javier Valencia Méndez).

Se evaiu6 la capacidad del Sulfbxido de dime-
tilo (DMSO) y Glicerol para proteger al espermatozoide'
de carnero durante la congelacién.

Se congel$ semen de cuatro carneros utilizan-
do diluyente yema de huevo-tris., El semen fué sometido
a cuatro tra£amientos experimentales. Estos grupos fue -
ron: I Testigo (sin crioprotector), II con DMSO (6%8),-
I11 con Glicerol (58) y IV con Glicerol-DMSO (7.0 y --
1.5 § respectivamente). La evaluacifn de los tratamien
tos se hizo midiendo los siguientes pardmetros: Movili
dad progresiva y Espermatozoides con acrosoma notmal.f
Estos parimetros se midieron en el semen fresco, dilu-
fdo y enfriado y en semen descongelado.

Se encontr§ que el diluyente yema de huevo--
tris es suficiente para proteger la integridad acroso-
mal mas no la movilidad esperm&tica durante la congela
cién. El glicerol resultd ser el mgjor crioprotector -
siguiendole la combinacién de Glicero-DMSO y por Glti-
mo el DMSO solo.



Se encontr6 una alta correlacifn entre la mo
vilidad espermitica del semen fresco y el nfimero de es
permatozoides con acrosoma normal cuando se congelf el

semen con el diluyente yema de huevo-tris y glicerol.




I INTRODUCCION

México es un pals con vastas zonas propias pa
ra la explotacién del ovino. Sin embargo, la poblacibn-
ovina nacional ha sufrido en los Gltimos afios una dismi
nucifén del 1.1% anual (25). Esta situacifn y el creci--
mienté demogr&fico de México del 3.5% anual (38), hace-
necesaria la importacibn de carne y lana, con salida de
divisas que provocan un desequilibrio en la balanza co-
mercial.

Por lo mencionado anteriormente, se hace in--
dispensable el mejoramiento de los sistemas de explota=-
cibn asf como la calidad genética de esta especie (35).
La Inseminacién Artificial (I.A.) con semen fresco y --
posteriormente con semen gongélado ha logrado el mejora
miento genético de varias especies, particularmente de-
los bovinos. V

La I.A. con semen congelado en los ovinos no-
ha dado resultados tan satisfactorios como en el caso -
del bovino, ya que los fndices de fertilidad alcanzados
hasta la fecha han sido relacivamente bajos (29).

Con la utilizacibn de semen congelado para la
I1.A. de los ovinos, el mejoramiento genético de esta es
pecie se verfa acelerado, y el gasto serfa inferior al-
-ﬁeceaério en la actualidad para la adquisicibn de semen-
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tales de gran valor genético, ademds facilitar{a el desa
rrollo de programas gubernamentales tendientes a benefi-
ciar esta especie, principalmente en las regiones tropi-
cales a las que se les est8 dando un gran impulso.

. Entre las posibles causas de los pobres resul-
tados obtenidos con semen congelado, se sefiala el dafio -
acrosomal por dilucién y congelacibn del semen (11,37) o
casionado por falta de proteccifn de los diluyentes ordi
narios a la célula esperm8tica (34). Para evitar estos -
dafios, se han utilizado diferentes crioprotectores, los-
que adicionados al diluyente impiden jue el espermatozol
- de se vea afectado por el congelamiento. Entre estog com
puestos se encuentra el sulféxido de dimetilo (D&SO). el
glicerol, propilenglicol, polivinil pirrolidona (PVP), -
hidroxietil almidén (HES), siendo los dos primeros los =
mas comunmente utilizados en la conservacifén de esperma-

tozoides a temperaturas subcero. 4

El propbsito de este trabajo fué el de evaluar
el Sulféxido de dimetilo y el Glicerol como agentes crio
protectores del acrosoma del espermatozoide del carnero-
"asf como su efecto sobre la recuperacibn espermftica al-
descongelado. Esto, como una contribucién en la bfisqueda
de una técnica que mejore los resultados de la I.A. en -
el ovino y que mediante su aplicaci6n prictica, ayude a-

acelerar el mejoramiento genético de esta especie.



ITI REVISION DE LITERATURA

2.1- Diluyentes:

En la I.A se han utilizado diversos ti--
pos de diluyentes, con el propbsito de aumentar el volu-
men del eyaculado para un mejor aprovechamiento del mis-
mo, asf como el de proveer al espermatozoide de un medio

“que }lene sus requerimientos fisiol6gicos y le permita -
sobrevivir y conservar su capacidad fecundadora. Los di-
luyentes mi&s comunmente utilizados son: la‘gelatina, ye-
ma de huevo, leche, frutas y vegétales (20) .

Los diluyentes empleados para la congela-
cibn de semen de carnero han sido a base de yema de hue-
vo y leche (homogeneizada o descremada) obteniendose re-
sultados similares en cuanto a recuperacidn de movilidad
Y fertilidad, por lo que es posible emplearlos indistin-
tamente (2,8). La leche para su uso como diluyente debe-~
r§ calentarse a 85-100°C durante 10 minutos para elimi--
nar macromoléculas t8xicas para el espermatozoide (10,12,
33).

*
El diluyente INRA glicerclado al 4% ha -

'm: Patente nfmero 73-45351, A.N.V.A.R., A. 13, rue Madeleine ML
chelis, 92200 Nevilly-sur-Seine, France; patente pendiente.
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probado ser el mejor para congelar semen de carnero has-.
ta el momento actual, ya que Colas (4) después de almace
nar semen a -196°C por un periodo de dos meses e insemi-
nar ovejas con estro sincronizado, obtuvo igual {ndice -
de concepcifn al obtenido por inseminacibn con semen ---

fresco.

2.2« Dafios por Congelacibn:

Los espermatozoides al ser congelados pue
den sufrir la pérdida de la integridad de.las membranas-
celulares e inactivacifén hasta un 20% de enzimas acroso-
males (15,28,39) y pérdida de fosfolfpidos (13,14,19). -
Estos dafios se deben a que durante la congelacibn hay sa
lida de agua intracelular hacia el medio que suspende a-
las c&lulas para la formacién de hielo. Esto trae como -
consecuencia deshidratacifn y la consiguiente concentra-
cibn gradual de solutos, electrolitos y de substancias o
gases t8xicos en el interior de la célula y cambios en =
el pH del medio extracelular (18,23). ‘

Existe considerable evidencia de que el -
dafio celular durante la congelacibn y descongelado se de
be a la cantidad de hielo formado intracelularmente (7,-

22,31). Diferentes métodos de congelacibn de cé&lulas in-



volucran la utilizacibn de técnicas disefiadas para evi--
tar o minimizar la congelacibn intracelular. Durante el-
proceso de enfriamiento lento en donde el hielo est8 res
tringido al medio extracelular, el agua es removida osmg
ticamente y se impide la congelacifn intracelular. Sin =
embargo, las células pueden ser dafiadas por un ambiente-
de solutos concentrados durante el enfriamiento (22), --
por lo que es necesario enfriar lo suficientemente lento
para eQitar la congelacibn intracelular y lo suficiente-
mente ripido para minimizar el dafio debido a los cambios

del medio extracelular (18).

2.3- Crioprotectores:

Muchas cé&lulas tienen alta recuperacién -

’solo si‘un crioprotector esté pfesente en el medio que -
la Suspende durante el enfriamiento. FStos compuestos se

han clasificado en a) Penetrantes como ei Glicerol y el-

DMSO (26,27,30,33) y b) No penetrantes como el PVP y HES

(18,24). La proteccibn de estos compuestos se basa en la

restriccibn de la congelacisn intracelular y minimizae==-

cién del dafio celular debido a los solutos concentrados-

en el medio durante el eqfriamiento. Esto se debe a la -

accién coligativa de los compuestos, tanto penetrantes -



como no penetrantes, reduciendo la cantidad de agua in--
tracelular. Esto se lleva a cabo en forma diferente por-
estos compuestos. Los agentes penetrantes crean el am---
biente adecuado para la reduccién del contenido de agua-
de la célula a temperaturas suficientemente bajas para -
reducir el efecto nocivo de los solutos concentrados en-
la célula. Los agentes no penetrantes retiran agua de la
célula por cambios osmbticos durante la fase inicial de-

congelaci8n a temperaturas entre -10 y -20°C (18).

2.4~ Recuperacibn de Movilidad:

. Se ha obsrevado en el toro que una alta -
bmovilidad es mis importante que la alta densidad esperm§
tica para la concepcibn cuando no hay dafio acrosomal (17)
En células con dafio acrosomal no necesariamente se en---
cuehtré afectada la movilidad, pero si su fertilidad (11)
Se hi encontrado que el 68% del dafio acrosbémico est& dis
tribufdo al azar entre la poblacibn de células mbviles e
inméviles (11). Debido a esto, la evaluacibén de movili--
k dad, no da una imagen confiable de la fertilidad del se-
men; sin embargo, esta prueba ha sidb empleada comunmen=
te para ev#luar los resultados de la congelacién de se--

men. (6,12,33,34).



La recuperacién de movilidad al desconge-
lado utilizando como crioprotectores el sulféxido de di-
metilo (DMSO) y el glicerol se presenta en el Cuadro 1.~
Se puede observar que Colas (4) al congelar semen de car
nero obtuvo una recuperacibn de movilidad similar a la -
obtenida por otros autores (12,33,34). Mediante el emple
o de DMSO como crioprotector, Snedeker y Gaunya (33) ob-
tuvieron movilidad m&s baja que la lograda con glicerol,
pero la combinacifn glicerol-DMSO di6 un resultado satig
factorio. Jones (12) por otro lado obtuvo solo un 4.3% -
de recuperacién de movilidad con DMSO solo, pero al adi-
cionar este compuesto al diluyeﬁte glicerolado obtuvo --
45% de recuperacibn celular que representa un incremento
‘de 7.5% de la obtenida con glicerol solo. Los trabajos =~
citados (12,33) concuerdan en que el DMSO es mis téxico-
qué el glicerol solo para el espermatozoide. También in-
dican que la recuperacién de la movilidad no Eolo depen-
de del crioprotector utilizado sino también de su concen

tracién.

' 2.5- Dafio Celular:

Se han realizado diferentes trabajos para

determinar el dafio celular (Cuadro 2). Tasseron et al.--



(34) investigaron el dafio acrosomal ocasionado por el -~
proceso de congelacifén. Mediante el empleo de microsco~-
pio electrfnico se determiné mayor cantidad de dafio celu
lar que el observado por microscopfa de luz, ya que pu--
dieron detectar con mayor precisién pequefios hinchamien-
tos del acrosoma.

Jones (12) al congelar semen de carnero,-
encontr$ que el dafio celular en espermatozoides congela-
dos con glicerol, fué& menor (P(0.0S)'qye el producido -~
con DMSO, pero no fué diferente (P>0.05) al encontrado -
cuando se empléd ‘la combinacién de estos compuestos; de-
esto se deduce que el DMSO solo confiere cierta protec--
cifn a la cé&lula durante la congelacibn, aungque en menor
grado que el glicerol. Este autor determinf el dano celu
lar mediante la tincibn rojo congo-nigrosina, ya que la-
membrana del espermatozoide dafado permite la entrada --
del colorante.

Watson y Martin (37) observaron que el a-
crosoma del espermatozoide de carnero es mis susceptible’
al dafio por congelacibn que el de bovino durante este --
proceso. Es necesario sefialar que este autor encontr6 me
nos espermatozoides normales que los observados por o---
tros investigadoresA(lz,Bd) posiblemente debido a alguna

falla en el método de congelacibn.



2.6- Indice de Concepcibn:

Esta es la prueba m&s precisa para deter-
minar la capacidad fecundante del semen. Sin embargo, su
evaluacién requiere tiempo para hacer el diagnéstico de-
gestacifén y observar los resultados.

Este método ha sido empleado por varios -
autores para evaluar los resultados de la congelacibn. =
SegGn Salamon y Visser (29) la I.A. no ha dado resulta--
dos tan satisfactorios como en los bovinos, ya que los -~

V!ndices de fettilidad alcanzados con semen congelado han
sido muy bajos, por lo que esta técnica es impréctica en
explotaciones comerciales. En tfabajos m&s teciencesv -
(Cuadro 3), Colas (4) obtuvo Indices de cbncepci&n simi-
lares al utilizar semen fresco y congelado con giicetol:
sin embargo fasseron et al. (34) como resultado colate--
ral de su trabajo, obtuvieron un fndice de concepcibn --
mucho més bajo, atribuyendo sus pobres resultados al bg-'
jo nfimero de espermatozoides utilizados para la I.A. =---
(aox1o° espermatozoides mbviles) y el lugar de su aplica

cibn, mas que a la técnica empleada para congelar.



Recuperaci8n de movilidad espermStica de semen ovino al descongelado, utilizando como

CUADRO N°1

crioproteétores el gliqerol y DMSO.

AUTOR ARNO | _DILUYENTE USADO CRIOPROTECTOR MOVILIDAD
(%)
Colas (4) 1975 Yema de huevo. lacto Glicerol (4%) 33.9
sa
INRA Glicerol (4%) 37.0
|Snedeker y 1970 Leche homogeneizada Glicerol (7.5%) 36.0
Gaunya (33) DMSO (6%) 24.0
Glicerol (2.5%) 34.0
+ DMSO (4%)
Tassefon et al. (34) 1977 Rafinosa-citrato de Glicerol (5%) 30.0
sodio-yema de huevo
Jones (12) 1965 Leche descremada Glicerol (5%) 37.5
DMSO (6%) 4.3
Glicerol (78%) 45.0

+ DMSO (1.55)
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CUADRO' N°2

Espermatozoides normales en semen ovino congelado utilizando Glicerol y DMSO como

11

crioprotectores.
‘ ESPERMATOZOIDES
AUTOR ESPECIE DILUYENTE USADO CRICPROTECTOR NORMALES (%).
Tasseron et al. ovina Rafinosa-citrato de so- Glicerol (5%) (1) 92.0 a
(34) dio~yema de huevo (2) 66.4 A
(3) 60.2 A
(1) 85.3 B
{(2) S59.5 B
(3) 31.9 B
PPones  (12) . ovina Leche descremada-fructo a) Glicerol (5%) ) 49.0
sa b) DMSO (6%) 32.8
c) Glicerol (7%)+ 38.8
MSO (1.5%)
jatson y Martin ovina Fructosa, glucosa, NaCl, Glicerol (7.5%) 11.3
37 Nazl'lPO4. KC1, NaH2P04 -
yema de huevo.
bovina Fructosa, glucosa, NaCl, Glicerol (7.5%) 28.7
Na,HPO,, KCl, NaH - ’
| . yeha o maeve, 24
A= (bservacibn por microscopia de luz (1) Semen fresco
B= (bservacién por microscopfa electrfnica (2) Semen dilufdo y enfriado

avsb (K0.01); a vs ¢ N.S. (3) Semen descongelado



Indices de concepcifn logrados con semen ovino congelado con diferentes diluyentes y

CUADRO N°3

Glj.‘cerol.
* AUTOR 2% DILUYENTE USADO CRIGPROTECTOR pOSIS CONCEPCION
1.A. (%)
Colas (4) 1975 INRA Glicerol (48) 180x10° 68.3
mbviles -
Leche descremada *fresco” 180x10° 71.3
mbviles
Yema de huevo-lacto  Glicerol (4%) 180x10° a2.2
sa. mbviles
Tasseron et al. 1977 Rafinosa-citrato de  Glicerol (58) 240x10° 20.6
34 sodio~yema de huevo totales

1)

" (1) Inseminaci6n vaginal
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III MATERIAL Y METODOS

" 3.1- Localizacién del Experimento:

El trabajo fu& realizado en el Centro Na-
cional para la Ensefianza, Investigacién y Extenéién de -
la Zootecnia (Rancho 4 Milpas) de la Facultad de Medici-
na Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Au
ténoma de México, localizado en el Municipio de Tepotzo-
t18n, Estado de México a 19° 44' de latitud Norte y 99°
44' de longitud Oeste; su altitud es de 2310 mts, sobre-

el nivel del mar. El clima de esta regién, segtn K8ppen,
modificado para Mé*ico (5) corresponde al grupo templado
hGmedo, con una temperatura en el mes mis frfo que varfa
de 3 a 18°C y en el mes m&s caliente de 6.5 a 22°C; y al '

subgrupo de climas templados con lluvias en el verano.

3.2- Semen:

Se utilizd el semen de tres carneros cru-
za de Tabasco X Dorset (Tarset) y de un carnero Tabasco.
El semen fué colectado por el método de -

vagina artificial, siendo esta similar a la utilizada en

13
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bovinos pero con diferentes dimensiones (20 cms. de lar-
go por 5.5 cms. de difmetro). La temperatura de la vagi~
na al momento de efectuar la coleccibén del semen fué de-
42-45°C, Inmediatamente después de la coleccifn se deter
miné el volumen, pH, concentracién y la movilidad en ma-
sa e individual del eyaculado,

El volumen se cuantific$ en el mismo tubo
graduado que se utiliz8 para la coleccifn del semen; la-
concentracifn esperm§tica fué determinada mediante el u-
so de una c8mara de Spencer haciendo la dilucifn 1:200;-
la movilidad en masa fué determinada por observacifn mi-
croscépica de una gota de semen colocada en un portaobje
tos a una temperatura de 40°C, calificandose de acuerdo-
a la escala propuesta por Kendrick (16).

Grado 0 : Movimiento nulo.

Grado I : Movimiento estacionario o rotatorio -
débil (10-30% de c€lulas mbviles)

Grado II ¢ Movimiento oscilatorio o rotatorio -=-
sin olas ni remolinos (30-50% de célu
las méviles).

GtadOEIII : Movimiento progresivo r&pido pocas o=

| las y remolinos (50-80% de células hg

‘viles).

Grado 1V : Movimiento progresivo ripido con for-

macibn r8pida de olas (80-90% de célu
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las mbviles).
. Grado V o Movimiento sumamente vigoroso y olas-
extremadamente ripidas (90-100% de cé&

lulas).

La movilidad progresiva se determind por-
ié observacifén microscépica de una pequeﬁa‘gota de semen
colocéda entre porta y cubreobjetcs a una temperatura de
40°C, calificandose en una escala porcentual; solamente-
se utilizéisemen con movilidad en masa igual o mayor de-
Iv.

’ El pH fué medido mediante el empleoc de pa
pel indicador.

Para determinar el dafio acrosomal se si--

gui8 la té&cnica descrita por Hancock (9), se tom® una --

muestra de semen (0.01 ml) que se diluy$ en 3.0 ml de --
_Bolucibn de Hancock; una pequefia gota de esta solucibn -
sé coloc8 entre porta:y cubreobjetd, observandosé 100 -~
céiulas en microscopio de contraste de fase con el obje-
- tivo de inmersifn (100X). Se diferenciaron los gspermatb-
zoides con margen apical acrosomai normal de aquellos --
que presentaron alguna alteracifn en el acrosoma; de a-~-

cuerdo con lo descrito por Vazquez (36).
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.

3.3~ Trétamientos:

Cada una de las muestras fué sometida a -
cada uno de los siguientes tratamientos para su congela-

cibén,

I Diluyente yema de huevo-tris.
II - Diluyente yema de huevo-tris + 6% de DMSO.
IIT Diluyente yema de huevo-tris + 5% de Glicerol.

IV Diluyente yema de huevo-tris + 1,5% de DMSO y
7.0% de Glicerol.

La concentracién de crioprotectores utili
zada en cada tratamiento se determind con base en los me
-jores resultados obtenidos en investigaciones de diver--
sos autores (12,34).

Con el propésito de minimizar el efecto de
carnero, se utilizé el siguiente disefio para asighar las

muestras de semen de cada carnero a los diferentes trata

mientos.
Tratamiento
I 1 2 3 4
- IT 2 3 4 1
111 3 4 1 2
1w 4 1 2 3
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- Se completé un total de cuatro repeticio=-

nes por animal dentro de cada uno de los tratamientos.

3.4- Dilucibn y Congelacibn:

El diluyente consisti$ en una solucifn de

tris, fructosa, acido cftrico y yema de huevo; de acuer- -

do a la f6rmula descrita por Simmet (32).

Solucifén Madre

Tris (hidroximetil) amino metano 36.05 gr.
Acido cfitrico 20.24 gr.
Fructosa ~ 1{.88 gr.
Agua bidestilada : ' Ad. 1000 ml

Con base en esta solucifn madre se ptepa¥
raron las fracciones A y B del diluyente, en las siguien

.‘tes proporciones.

Diluyente A
Solucién madre ' 67.2 vol. "~
Agua bidestilada ‘ ' 12.8 vol,

Yema de huevo 20.0 vol.
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Diluyente B

Solucibn madre 67.2 vol.
Crioprotector Segln concentracién deseada
Yema de huevo 20.0 vol.

Osmolaridad final: 320 miliosmoles y pH 6.75

La dilucibn y congelacién de las muestras
se realizb de acuerdo a la técnica descrita por Colas ==
(4) que consiste en lo siguiente: en base a la determina
cién dei nimero de espermatozoides presentes en el eyacu
lado se calculd el diluyenté necesario para lograr una -
concentracién final de 1x109 espermatozoides/ml, del to-
ta; de diluyente necesario, 50% correspondfa al diluyen-
te A y el restante al diluyente B.

» Como primér paso se mezcl$ el diluyente A
~con el semen a una temperatura de 28°C y se efrif a 4°C-
en.un lapso de 2 hrs., posteriormente se agreg6 la canti )
dad calculada del diluyente B (4°C) en dos partes, con -
una diferencia de 20 minutos entre una y otra. Después -
de 150 minutos de la adicién de la segunda fraccién de =~
diluyente B, se empact en pajillas tipo continental (3)-
de 0.25 ml y se coloct en vapor de nitrSgeno a una tempg
ratura de =-75°C durante un periodo de 8 minutos, posﬁe--

riormente se sumergi6 en.el N-1fquido.
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3.5- Descongelado:

El descongelado de las pajillas se reali-
26 sumergiéndolas en agua caliente a 40°C durante 40 mi-

nutos.

3.6- Evaluacién de Tratamientos:

’ Para evaluar los tratamientos se utiliza-
ron los siguientes parimetros: a) movilidad progresiva -
b) dafio acrosomal. Ambas caracterfsticas se determinaron

. en el semen fresco (antes de la dilucién), en el semen -
dilufdo y enfriado (previo a la congelacién) y en el se-

men descongelado.
3.7- An8lisis Estadfstico:
El an8lisis estadfstico se realiz8 utili-
zando el programa estadfstico "SAS 76.5" (1) de,acu§rdo-

k al siguiente modelo matem&tico:

Yyul= M+ C+ Ej+ T+ C X Tig+ C x Ej+Ex T+

CxTx th + f_‘j“



eh donde:

YQH

Tw
C x Ej
C X T
T x Ej

Cx T xEk

Eijit
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= Movilidad, espermatozoides normales.

Media poblacional.
Efecto del "i-&simo" carnero, i=1,2,3,4,
Efecto del "j-€sima" etapa, j=1,2,3.

Efecto del "k-&simo" tratamiento, k=1,2,
3,4.

Efecto de la interaccibén de carnero por-
etapa.

Efecto de la interaccifn de carnero por-
tratamiento.

Efecto de la interaccibn del tratamiento
por etapa.

= Efecto de la interaccibn de carnero por-

tratamiento por etapa.

= Error aleatorio, asumiendo que es inde--

pendiente para cada observacién y normal
mente distribufdo (0, 2).

Todos -1los factores inclufdos en este mo-

, delo se consideran fijos.

También se realizé la prueba de Rangos -

Miltiples de Duncan-a un nivel de propabiliéad-del 95% -~

para determinar diferencias entre las medias de los tra-

tamientos y las etapas.

Se asume que no existe correlacibn entre

el efecto de un tratamiento sobre el semen de un mismo -

éqrnero en las diferentes repeticiones y por lo tanto no

se disminuye la variabilidad dentro de los tratamientos.



IV RESULTADOS
4.1- Movilidad:

Los resultados obtenidos en lo que respec
ta a la movilidad espermitica obtenida antes y después -
del congelamiento con diferentes crioprotectores se mues
tran en el Cuadro 4. La movilidad esperm&tica observada-
en el semen antes de dilufr (fresco) se compar§ por eta-
pas y no fué significativamente diferente (P>0.05) en =--
los distintos tratamientos. Al hacer la dilucifn y el en
friamiento del semen, se not6 una disminucifn de la movi
lidad, la cual fué altamente significativa (P<0.01) en -
los cuatro tratamientos. Por medio de la prueba de -Dun--
can se determind que dicha disminucibn fué igual (P<0,05)
para todos los tratamientos.

La movilidad esperm&tica al descongelado-
fué significativamente inferior (P<0.05) que la observada
en el semen dilufdo y enfriado. Mediante la prueba de -~
Duncan se determind que la disminucién de la movilidad -
fué€ mayor (P<0.05) en el grupo testigo y en el tratado -
‘con DMSO que la mostrada por el semen tratado con glice-
rol y la combinacién de &ste compuesto con DMSO (Gr&fica
1).

En el Cuadro 5 se observa que la movili-=-

21
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dad fué afectada (P<0.01) por el tratamiento empleado y-
por la etapa, as! como por la interaccifn de estos dos -

factores.

4.2~ Dafio Acrosomal:

El porcentaje de espermatozoides con acro
- soma normal en las diferentes etapas de los cuatroyttatg
mientos se presenta en el Cuadro 6. Se puede ver en 81 -

qué los espermatozoides nbrmales observados en el semen-

antes de dilufr (fresco) no fué significativamente dife-

‘rente (P>0.05) en los cuatro tratamientos. Al realizar -
la dilucién y enfriamiento del semen, se observ6é una dis-

minucién altamente significativa (P<0.01) en el porcenta

‘je.de dichos espermatozoides en los cuatro tratamientos.
Al realizar la prueba de Duncan se determin8 que esta -~

disminucién fué igual (P<0.05) en todos los tratamientos.

La proporcién de espermatozoides con acro

soma normal, presentes al descongelar el semen, fué sig-

nificativamente inferior (P<0.01) a la observada en el -

semen dilufdo y enfriado. Por medio de la prueba de Dun-

can se determiné que la disminucibn de los espermatozoi-

des normales, fu& mayor (P<0.05) en el semen tratado con

DMSO y el tratado con la combinacibn de glicerol y DMSO-
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que la observada en el grupo testigo y el tratado con --
glicerol (Gr&fica 1).

En el Cuadro 7, se observa que la propor-
cién de espermatozoides con acrosoma normal fué afectado
(P<0.01) por la etapa y por el tratamiento, asf como por

la interaccibén de estos dos factores,

4.3- Correlaciones:

’ La correlacibn existente entre la movili-
dad espermStica y los espermatozoides con acrosoma nor--
mal es muy baja en las diferentes etapas de los cuatro -
traﬁamientos, no encontrindose significancia estadistica
(Ap&ndices 1,2,3 y 4). Sin embargo, se encontr$ una alta
correlacibn entre la movilidad espermitica del semen ---
fresco y los espermatozoides con acrosoma normal al des-
congelado, en los tratamientos I y III (r= 0.75.. y -=--
r= 0.80", respectivamente); en los tratamientos II y IV
la correlacién fué sumamente baja (r= 0.05 NS y r= 0.02-
NS, respectivamente). La ecuacién de regresién entre la
" movilidad esperm8tica del semen fresco y los espermato--
zoides normales al descongelar del tratamiento III (Gré&-
fica 2) es: ¥=-278.78 + 3.72X la cual es altamente széng
ficativa (P<0.01).



Movilidad espermsitica (%) de semen dilufdo en yema de huevo-tris con diferentes crio-

protectores (media + D.E.).

CUADRO N°4

CRIOPROTECTOR

ETArA n TESTIGO M0 GLICEROL GLICEROLAMSO| SIGNIFICAN
CIA EST.

Antes de dilufr 16 . [91.5+3.9(a,1) 89.6#4.9(a,1) 90.6+3.0(a,1) 91.8+3.0(a,1) N.S.

Dilufdo y enfria 16 |84.3+5.7(a,2) B81.5+5.6(3,2) 81.2¢5.3(a,2) B1.8+6.2(a,2) N.S.

do a 5°C

Descongelado 16 | 0.340.8(a,3)  3.0#3.3(a,3) 31.2411.1(b,3) 25.7+14.7(b,3 we

SIGNIFICANCIA e as *e .-

ESTADISTICA

** (pc0.01); * (P<0.05); N.S. (P>0.05).

' (1,2,3) Prueba de Duncan por etapa (P<0.05). (a,b) Prueba de Duncan por tratamientos (P<0.05).

ve



CUADRO N°5

AnSlisis de varianza péra el factor movilidad.

‘ GRADOS DE » : SIGNIFICANCIA .
 FUENTE DE VARIACION . LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO ESTADISTICA.
Total 191 240726.453
Carnero -3 201.057 67.02 N.S.
Tratamiento 3 3659.057 1219.69 L
Etapa 2 220576.781 110288.39 ae
Carnero x Tratamiento 9 381.588 . a2.40 N.S. &
Carnero x Etapa 6 76.802 12.80 N.S.
Tratamiento x Etapa 6 8290.927 1381.82 e
Carnero x Tratamiento x 18 378.489 21.03 N.S.
Etapa .
Error 144 7161.750 4973.00

** (P<0.01); * (P<0.05); N.S. (P>0.05).




CUADRO N°6

‘ Porcentaje dekespermavtozoides con acrosoma normal en semen dilui_do en yema de huevo-

tris con diferentes crioprotectores (media + D.E.).

CRIOPROTECTORES

SIGNIFICAN-
ETAPA n TESTIGO MsO GLICEROL GLICEROIAHIMSO {CIA EST.
Antes de dilufr 16 | 95.442.9(a,1) 96.8+1.9(a,1) 95.5+4.9(a,1) 95.8+42.9(a,1) N.S.
Dilufdo y enfria- 16 | 84.147.6(a,2) 87.0¢5.5(a,2) B87.5+5.4(a,2) 83.9+7.8(a,2) N.S.

do a 5°C

Descongelado 16 | 57.6413.9(a,3) 37.5415.3(b,3) 58.5+14.3(a,3) 33.3+18.4(b,3) .
SIGNIFICANCIA o . * *
ESTADISTICA

‘% (P<0.01); * (P<0.05); N.S. (P>0.05).

(1,2;3) Prueba de Duncan por etapas {P<0.05). (a,b) Prueba de Duncan por tratamientos (P<0.05)

9Z



CUADRO N°7

Anslisis de varianza para eépenhatozoides con acrosoma normal.

_ GRADOS DE - SIGNIFICANCIA
FUENTE DE VARIACION LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS CUADRADO MEDIO ESTADISTICA
Total 191 112553.916
Carnero 3 581.541 193.84 N.S.
Tratamiento 3 2856.541 952.81 -
Etapa 2 85983.760 42991.88 bl
Carnero x Tratamiento 9 819.333 91.04 N.S.
Carnero x Etapa 6 1159.739 193.29 N.S.
Tratamiento X Etapa 6 5690.614 948.43 bl
Carnero x Tratamiento x 18 641.885 33.66 N.S.
Etapa
Error 144 14820.500 102.92

** (P<0.01); * (P<0.05); N.S. (P>0.05).

Le
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GRAFICA N& 1

Espermatozoides con acrosoma normal y mo

vilidad al descongelado.
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GRAFICA N& 2

Correlacién y Regresibn entre espermatozoides
con acrosoma normal en semen descongelado y -
movilidad progresiva del semen fresco.(Semen-
tratado con glicerol). '
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éspermatozoides con acrosoma normal en semen descongelado.
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Movilidad progresiva en semen fresco.

e ke
-r=0,80 =-278.78+43,72X
** (P<0.01)



V  DISCUSION

Como se puede observar en el Cuadro 4 hu-
bo una disminucién de la movilidad cuando el semen fué -
dilufdo y enfriado, asf como al descongelar. Mann (21) =
cita como posibles causas de esta disminucibn, la remo--
cifén o alteracién de componentes celulares y a un tras--
torno en el intercambio if6nico, involucrando el potasio-
y quizas a los fosfatos que se observan en la dilucibn -
del semen. Es posible que el mecanismo de inactivacibén -
espermftica por dilucibn y lavado, sea b&sicamente pare-
cido ai envejecimiento del espermatozoide cuando es alma
cenado. En el semen de mam{feros, este fenfmeno se carac
teriza por hinchamiento y degeneracifén del complejo lipo
protéico, seguido por cambios ffsicos y quimicos, como -
la oxidacifn de grupos sulfidrilos intracelulares, esen-
ciales para la movilidad normal; disminucién en el conte
nido de coenzimas vitales como el ATP e incremento en la
permeabilidad espermitica, lo cual ocasiona la pérdida -
de protefnas intracelulares (21).

Al disminufr la temperatura la movilidad-
disminuye. Esta disminucién no se debe considerar causa-
da por un choque térmico, ya que se ha observado que tem
peraturas inferiores a 0°C no provocan este choque, si =~

la disminuci6n térmica ocurre lentamente. La yema ‘de hue

30
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vo protege eficientemente al espermatozoide contra un po
sible choque térmico durante el enfriamiento (21).

No se encontr6 una diferencia significati
va (P>0.05) en la movilidad del semen enfriado y dilufdo
con los diferentes crioprotectores, por 1o que no es po-
sible ‘atribufrles a estos, un efecto directo sobre la mg
vilidad esperm&tica en esta etapa.

Al descongelar el semen, se encontr§ gque-
la movilidad de los espermatozoides congelados con glice
rol fué mayor (31.25%) a la observada en aquellos en que
se utiliz8 la combinacibn glicerol-DMSO (25.75%), aunque
la diferencia no fué estadfsticamente significativa =---
(P>0.05). Mediante el empleo del DMSO como crioprotector
se observé una baja movilidad (3.06%) al descongelar, la
cual fué diferente (P<0,01) a la encontrada en los gru--
poé anteriores (Gr&fica 1). Estos resultados concuerdan
con lo descrito por Snedeker y Gaunya (33), ya que igual
mente observaron una mejor recuperacibn espermitica me--
diante el empleo de glicerol y su combinacién con DMSO -
(36 y 34% respectivamente) que la encontrada en esperma-
tozoides congelados unicamente ‘con DMSO (24%) ya que es-
te compuesto es mis tbxico para el espermatozoide que el
glicerol (30).

Es posible observar que ﬁediante el emple

o de crioprotectores para la congelacibn de semen, mejo-
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ra la recuperacién de la movilidad espermitica, ya que -
el semen testigo tuvo una recuperacién pricticamente nu-
la (Gr&fica 1, Cuadro 4).

Como se observa en el Cuadro 6, hubo una=-
disminucién estadfsticamente significativa del n@mero de
espermatozoides con acrosoma normal en todos los trata=--
mientos al dilufr y enfriar el semen. Esto concuerda con
1o descrito por Tasseron et al. (34) y posiblemente se -
deba al hinchamiento y degeneracifn del complejo lipopro
téico que trae consigo la dilucién (21) aunado al efecto
del descenso de temperatura (34). La disminucifn de esper
matozoides con‘acrosoma normal en esta etapa, fué igual -
en los cuatro tratamientos por lo que no es posible atri
bufrle a cada crioprotector un efecto sobre los esperma
tozoides en esta etap;.

. Al descongelar, se aprecia una considera-
ble disminucién de espermatozoides con acrosoma normal -
con los diferentes crioprotectores (Grdfica 1) esto coin-
cide con la observacibén hecha por Tasseron et al. (34).-
Asf tenemos que el semen tratado con glicerol present6 -
mayor n@mero de espermatozoides normales (P<0.01) que el
semen tratado con DMSO o con glicerol~DMSO. Esto es seme
jante a lo citado por Jones (12).

Es interesante hacer notar que el dafo a-

crosomal encontrado en el grupo testigo y en el tratado-
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con glicerol fué igual (P<0.05 ; Gr&fica 1), Esto difie-
re de lo publicado por Meryman (23) quien menciona que -~
mediante el uso de crioprotectores se reduce el dafio ce-
lular debido a la congelacibn. Con el empleo de DMSO y -
glicerol~DMSO, el nGmero de espermatozoides con acrosoma
normal se reduce. Es posible que el DMSO tenga un efecto
nocivo sobre el acrosoma, siendo inocuo el giicerol para
esta estructura. Posiblemente la accibn de los criopro--
tectores es m&s importante para preservar la movilidad -

- esperm8tica que la integridad acrosomal; tal vez, prote-
giendo estructuras directamente relacionadas con la super
vivencia de las células o con su movilidad, que se veri-
an afectadas por la congelacién en auscencia de un crio-
protector.

La baja correlacibn existente entre las -
vafiables en estudio en las diferentes etapas de la con-
gelacibn indica la presencia de células normales méviles
é inmSviles en el eyaculado, por lo que es necesario que
en la evaluacibn del ;emen se incluya la observacién del
estado acrosomal.

Por otro lado, la correlacibn entre la mo
vilida§ del semen fresco y los espermatozoides con acro-
‘soma normal al descongelado en el tratamiento III fué al
ta (r= 0.80‘#; Gr&fica 2; Apéndice 1) esto indica que es

posible mediante la evalu;ciGn de la movilidad pfogresi-
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va del semen fresco predecir el nfimero de espermatozoi--
des normales al descongelado cuando se emplea como crio-
protector el glicerol. Igualmente en el semen que se con
gelé prescindiendo de crioprotector, la correlacién en--
tre las variables antes mencionadas es alta (r= 0.75..;—
Apéndice 1). Sin embargo, esta correlacifn no tiene nin-
guan utilidad ya que la movilidad al descongelado es =---
précticamente nula (0.31%).

Aunque el acrosoma no toma parte en la mo
vilidad del espermatozoide es posible que esta alta co--
rrelacidn se deba a que durante el proceso de congéla--j
cién los espermatozoides inm8viles con acrosoma normal -
emitidos en el eyaculado, sufran dafic en esta estructura

igual que aquellos que mueren debido al tratamiento.
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2.~

5.~

IV CONCLUSIONES

Para la congelacifn de semen de carnero, utilizando~

‘el diluyente yema de huevo-tris, el glicerol resulta

ser el crioprotector mis adecuado de los probados en

este trabajo. Esto lo evidencfa tanto la movilidad -

"(31,25%) como los espermatozoides con acrosoma nor--

mal (58.5%) presentes en el semen tratado con este =
compuesto. ;
El DMSO solo o en combinacibn con el glicerol dismi-
nuye la movilidad espermitica y daifia el acrosoma.

La yema de huevo adicionada al diluyente, protege al
acrosoma durante el proceso de éongelaciéh, pero la-
ﬁovilidad disminuye notamblemente si no se adiciona-
un crioprotector.

La adicién del glicerol como crioprotector es mis im
portante para proteger las estructuras relacionadas-
con la movilidad que para el acrosoma.

Es necesario inclufr en la evaluacién del semen la -
observacibn de actoﬁomas, ya que la movilidad esper-
mitica en semen fresco tiene una correlacién muy ba-
ja con los espermatozoides normales (r= 0.08 NS)ﬁ
Existe evidencia de que mediante la evaluacién de la
movilidad prdgreslva del semen fresco, es posible -~

predecir el nimero de espermatozoides normales al --

35
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descongelado del semen tratado con glicerol, Sin em-
b&rgo es necesario que se haga un estudio en el que-
se utilice una muestra mayor que la analizada en es-

te trabajo.




APENDICES

e




Coeficiente de correlacibn entre eépermato;oides normales y movilidad en las difereﬁ

CUADRO N°8

tes etapas del tratamiento I (n=16).

- ESPERMATOZOIDES NORMALES

MOVILIPAD ANTES DE DILUIR DILUIDO Y I'fNFRIADO DESCONGELADO
ANTES DE DILUIR (a) o0.08 0.56' 0-75.*
DILUIDO Y ENFRIADO 0.46 0.25
DESCONGELADO 0.35

** (P<0.01); * (P<0.05).
(a) n= 64

8E



CUADRO N°9

Coeficiente de correlacifn entre espermatozoides normales y movilidad en las diferen

tes etapas del tratamiento II (n= 16).

ESPERMATOZOIDES NORMALES

MOVILIDAD ANTES DE DILUIR

DILUIDO Y ENFRI@ DESCONGELADO
ANTES DE DILUIR ‘ ~ .(a) 0.08 0.04 0.05
" DILUIDO Y ENFRI)-\DO 0 . 28 -0.06
DESCONGELADO 0.32

** (p<0.01), * (P<0.05).
(a) n= 64 ' ;

6€



Coeficiente de correlacién entre espermatozoides normales y movilidad

tes etapas del tratamiento IIT (n= 16).

CUADRO 'N°10

en las diferen

ESPERMATOZOIDES NORMALES

MOVILIDAD ANTES DE DILUIR DILUIDO Y ENFRIADO DESCONGELADO
ANTES DE DILUIR (a) 0.08 0.12 0.80""
DItUIDO Y ENFRIADO -0.06 0.52
DESCONGELADO 0.40

** (pc0.01); * (P<0.0S).
(a) n= 64

114



" CUADRO N°11

Coeticlente de correlacién entre espermatozoides normales y movilidad en las diferen

tes etapas del ttatamxento IV (n= 16).

ESPERMATOZOIDES NORMALES

DILUIDO Y ENFRIADO

MOVILIDAD ANTES DE DILUIR DESCONGELADO
-
ANTES DE DILUIR | (a) o0.08 0.53 0.02
DILUIDO Y ENFRIADO 0.26 -0.13
1T
0.80

DESCONGELADO .

** (pc0.01);
(a) n= 64

* (P<0.05).
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