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"RESUMEN

ARMANDO PALACIOS ANGOLA. Efecto de la substitucién de yema
de huevo por albumina sérica bovina, suero egquinoe o suero
bovine en el diluyente de congelacién sobre la viabilidad
posdescongelacién del - espermatozoide equino.  (Bajo. la
direccidn de Luis A. Zarce Buintero)

: 58 colectaron 14 eyaculados equinos, y de cada
uno de ellos, previa centrifugacién, se obtuvieron 7
alicuotas que fueron  ipcorporadas a los diluyentes de
congelacién, cuya base general no difiere para ninauno de
los tratamientos estudiados, excepto en el componente
proteico, en el que usualmente se incluye la yema de huevo
al ‘207 (YH) .y que en este trabajo se substituyéd por: suero
equino al 3% (SE3), suero equino al 6% (8EBY, suero bovino
al 3% (8B3), suero bovino al 6% (8B6), albimina sérica
bovina al 2% (AS2) o albumina sérica bovina al 3% (A3,
El. procesn de congelacidn-descongelacién fue el mismo para
todos los tratamientos. Be utilizé el sistema P.A.S.
(Programa para Andlisis de Semen) con el fin de evaluar la
motilidad, velocidad y linealidad del recorrido de las
muastras en posdescongelacién. En general. se noté un

.efecto detvimental considerable de todos los substitutos
al momento de la descongelacidén ya que sélo el 46% de las
muestras en estudio tuvieron viabilidad detectable por la
computadora. En cambio, todas las muestras control (YH) se
pudieron analizar. La motilidad se presentd relativamente
homogénea para todos los . tratamientos, a excepcién del
diluyente SB6 con 36 * 5% vs el diluyente 8B3 con 14 i+ 4%

i (PL0s01) S Ea motilidad también fue analizada visualmente,
encontrandose que el diluyente YH resultéd ser el de mayor
motilidad, 30 % 3%, y el EB3 y SE6 los de menor motilidad
con. 13 £ 3% (P<0.001), El diluyente YH presentdé el. medor
indice de velocidad con 64 £ 2 um/seg, y el SB3, 8B6 y SE3
con 49, 45 y 52 um/seg rvespectivamente, como los de menor
velocidad (P£0.001). La linealidad resultd mejor para el
diluyente YH y SB6 que para  los demas diluyentes
(P<0.001), Se concluye que el uso de la yema de huevo en
el diluyente de congelacién de semen equino. provees una

mejor proteccién al espermatozoide ante dicho proceso, que
los otros componentes o sus porcentajes de inclusién en el

diluyente.




1.  INTRODUCCION

En los ultimos aRos las diferentes asociaciones

de registro de razas de caballos han i.mplementado cada vez

mas el método de inseminacidén artificial para ‘la
reproduccién del equino, .y no pocas utilizan el Bisten.\a de
congelar.niento dé semen para tal propésito (Varner, 1986).
: 7 Independientemante de las controversias que har
causado_ el LIISO del senen congelédo en la reproduccién -
equina, es 1noBJetable que en .el proceso de congelacién=-
descongelacién la pérdida espermitica és .da
aproximadamente entre ‘el S50-60% (Amann y Pickett, 1987;
Varner, 1986); por 1o que se han vealizado diversas
investigaciones en las cuales el objetivo ha éido
modificar algdn o algunos de los pasos del procedimi‘ento,
a fin de encentrar, no siempre dce manera c!lrectat una
disminucién en la mefma de ' la viabilidad espermdtica

posdescongelacidén. A tal efecto se han realizado estudios

- sobre - modificaciones en la centrifugacién, en la

osmolaridad del diluyaﬁte de congelaci&ﬁ; 7 enr ei' ' éipo de

. envase, en_la concentracién egpermatica, en el ritmo de

descenso. de la temperatura de congelamiento, asi como en

. los crioprotectores intracelulares y en los azucares del

diluyente (Clay et al, i?EM a,b; Cochran et al, 1984;
Cristanelli et al, 1984; Jiménez et al, 1987; Love et al,

1989; Marttﬁ et al, 1979; Palacios et al, 1992; Pickett 'y

. Amann, 1987; Volkmann, 1987). Sin embargo, ha sido dificil




ubicar en. la literatura unt estudio que se dedigue a
investigar el efecta de los cricprotectores. de membrana,
‘sobre todo los componéentes proteices del diluyente de
congetacidn del semen equino, por 1o que el objetive del
presente trabajo es determinar si existe variacién en la
viabilidad posdescongelacién del semen equino al utilizar
sueéo aguino, suero bovino o albimina sérica boviné, a

diferentes percentajes de inclusién, en'éubstitucién de la

yema de hueve en el diluyente de congelacién,




2., REVISION DE LITERATURA

2.1 Aspectos fisioldgicos en el congelamiento de semen.
7 Siendo el  agua la fuent.e esencial paral las
funciones vitales de cualguier organismo, rne es raro
pensar ‘que la falta o soli&iflcacién de ésta cause
incompatibilidad pava 1a vida (Bea]l., 19683; Mazur, 19843,
.sin'eint;argo, 1a permanencia de una célula en estado’ de
congelacidén se contrapone a lo anteriormente dicho, ya que
con el método de congelamiento se puede preservar una
célula a temperaturas extremadamente bajas, .perm-itiendo
que el metabolisms se reduzca "absolutamente®, sin que
pierda su potencial vital (Watson, 19B6). A temperaturas
da ~196°C no hay reacciones bicguimicas ni energia térmica
dentro de la celula, aun mas, no hay evidencia de ‘que
- puedan habef cambios de i{ndole genético. Nor ob:&tante, l
dicha estabilidad solamente puede ser ' mantenida a
temperaturas por -debajo de los -130°C, .ya  que . ;
» temperaturas mayores puede haber intracelularmente agua no
‘congelada, la gual permite funcione: metabélxcas, causando'
la degradacién de la célula (Mazur, 1984).
Al pensar aen criopreservar semen se debe tener
claro que el bb.jetivo es mantener los requerimientos . y
p?opieaades de un espermatozoide para poder fertilizar, y:
qu =1L P : ! ‘
V 1) Metabolismo para llevar a cabo 1a produccisén de
energia para sus funciones (Abdelhakeam et al, 19913 Amanni

~y-Pickett, 1987;.Mazur, 19843 Pontbriand et al, 1989),




2) Proteinas” plasmiticas necesarias. para ' la
sobrevivencia dentro del aparato reproductor femening, y
para la adhesién al ovocito en el momento -de  la

“fertilizacién (Amann y Pickett, 1987).

3) Enzimas acrosomales utiles para la penetracién
al ovocito (Amann y Picketi, 1987; Pontbriand et al,
19893 '

4) Capacidad de movimiento progresive (Amann y
Pickett, 1987; Pontbriand et al, 1983).

EstA comprobade gue al reducir la temperatura por
debajo de los 20°C el espermatozoide comienza a presentar
cambios biofigicos, principalmente en la membrana
plasmatica (Amann  y Pickett, 1987; Daw et al,; - 1973;
Watgon, - 19858), pero no es sinc cuandeo se somete a)
temperaturas entre log 0°C y los -20°C, o hasta los -80°C,
que el Espermatozoide_ sufre efectos de descompensacidﬁ
iénica y de liquidos suficientemente éraves para causar un
choque.térmico (Abdelhakeam et al, 1991; Amann y Pickett,
13873 . -Daw.-.et - a1, - 1973). - Esto ~se puede  detectar "al
microscopio por la presencia de éspermatozoldés con la
'calé doblada, <con pérdida de 1a motiiidad por 1la
disminucién de energia, o . realizando movimientos  en
:c{r;u]o, lo cual se debe al aumento de ia permeabifidad'de:
la ﬁemhrana plasmdtica y a ;a salida de iones y mcléculas.

. (Bmall, 1983; baw et al, 1973).
El problema en .la crioconservacibn no Eé‘la-

habilidad ~del .espermatozoide 'bara -mantenarse viable a




-196°C, sino sortear el dafa que ocurre dpranté el
congelamiento y descongelamiento al pasar la célula por
una zona de temperatura critica entre -15° y —60 °C (Amann
y Pickett, 1987; Franks et al, 1983; Mazur, 1984; Parlis y
Graham, 1992; Watson, 1986), durante la cual se producen
fenémenos que se derivan del procese de enfriamiento,
tales como fqrmacibn de cristales intra b4
extracelularmente, deshidratacién vy distorsibn de  la
mambrana (Daw et al, 19733,

Bajo condiciones normales, el  dafio que. una
célula sufra durante el congelamiento depende de la
velocidad de enfriamiento a la que ocurra dicho proceso.
Mientras disminuye la temperatura, antes de llegar a -5°cC,
los liquidos aanm no sufren cambios, pero al bajar de esta
temperatura se comienzan a formar cristales extracelllares
de agua pura, logrande gue por el mismo . fendémeno de
cristalizacién, todos los solutos queden separados del
cristal, aumentande asi la concentracidén -de sales en la

.porcidn de agua que adn ng _se congela (agua precongeladal).
El - término precongelamiento {supercooling en  inglés)
define -"al momento umbral antes de -que una célula ‘o su
ambiente sea c&ngelado (Franks et al,risﬂai Mazur, 19843,
Dentro de‘la célula hay también .agua precongelada,'por 1lo
que se mueve hacia afuera para eqguilibrar la concentracisn
de sales en el EXtEYiO?,.SUCEdiEndO asi la deshidratacién
celular. Si el agua no sale r3p1dahenbe,hay formacidén de

cristales . intracelulares, que daflan mecadnicamente a la

¢élula, 81 la tasa  de enfriamiento es lenta, -la “alta 77

- R




.eoncentracién de =sales que qgueda en la. porcién . no
congelada dentro de la célula puede daffarla, ademds . de
deshidratarla, por lo que se hace importante encontrar el
ritmo 0btim0 de enfriamiento (Amann y Pickett, 1987).

Con la finalidad de entender mejor este proceso

- 'se hace preciso vremontarse a la fisiclogia de la membrana
Espermatiﬁa, La configuracién bilaminar dE”las cadenas de
Acidos grasos de 1os fosfelipidos, junto con las ﬁroteinas
integrales y periféricas conforman una barrera hidrofébica
dificil de atravesar. Las ‘cadenas fosfolipidicas estdn.
arregladas en la.membrana de tal manera que pueden- moverse
libremente en ella, esto da la propiedad de fluidez a la
memhy ana, la  cual puéde ser: interrumpida. por .varios
factores; entre ellos la temperatura. AP bajar ésta, se’
Vproduce un reacomode de las cadenas de foéfnlipidos’ en
1ormarde paguetes, ya sea en forma bilaminar o hexagonal,
formandose con esto regiones cristalinas. Sin embargo, hay

regiones en las que tedavia existen liguidos, y aquellas

777 “proteinas ‘gue “fueron - separadas..del  blogue cristalinoise . =

P reagrupan, . de forma que se construyen brechas ~de
comunicacidn en la membrana (Amann y Pickett, 1987; Beall, .
1983; Parks y Graham, 1992).

.ﬂna hipdtésis que también se  plantea (Hatébn,'
1585) explica que al descender la temperaturavpor debajo
de 0°C disminuye la formacién de ATP, por lo que la hdmba-
de - sodio-potasic de .la ‘membrana piaémética (ATP=

depéndiente? también dismiﬁuye su. actividad, Esto gausél




que el potasio gue atraviesa la membrana para salir, f;pya
a una tasa mayor que el potasic que entra, por lo querla
-concentracidn de K intracelular disminuye y la retacién
Na-K se altera. Esto causa una despeolarizacién pa}cial~de
la membrana, abriéndose por ellc los canales de calcic, el
cual activa enzimas fosf{olipasas, ' ocasionando una
alteracién general de las 6embranas. Otra alterpativa de
expljcacién plantea que la cAlula. se vuelve ' menos
tolerante a los cambios brusces de volumen y concentraciédn
cuando estd a temperaturas por debajo de =5°C . (Fahy,
1986) . 7 :
Tal y como se habia comentado - anter iormente,
dependiendo del ritmo de enfriamiento los evantﬁs que
suceden son distintos. Cuando el ritmo de COﬂgelamiento es
alto (reduccién de temperatura mayor a 10-20°C/m1n).y ai
agda— intracelular no le da tiempo de salir,  se forman:
cristales que, al aumantar el ritmo de congeiamiento, se
hacen cada vez mas pequefRos, has%a hacerse imperceptibles
”aQn por el q}croscopio electrinico. Esto es saludable para

1# célula mientras permagéz;a eﬁ ésarééféda: No obété;te,'
- esos microcrigstales son termodinémicamentE‘inestablgs, por
lo " que al ser descongelados . tienden a -agruparse
(recristalizacidn),y formar cristales mas grandes,—que si
son ‘letales para la célula, por lo que la solucién eé un
ritmo ‘de descongelacidén rapido (Lehninger, 1985; uatéon,
19P6). No  se coﬁoce bien la- forma como el proéeso- de
recristalizaﬁibn dafa’ a -la ceélula. Se cree que. no es.

;—fiﬁicgi el dafo,  es mAs, se . piensa que diraétgmgnte es

7




inﬁcuo,rpero que genera éambios desconocidos en el sistema
celular, los gue son de cardster letal (Mazur, 1984)..

7 Con un ritme de congelamiento lento (reduccién de
temperatura  menor a  S°C/min) se puede evitar el
congeiamiento celular (Mazur, 1984} porgue este ritmo
permite gque el agua intracelular y extracelular encuentren
: ;q Vequiiibrio, ya gue el agua intracelular puede saliv

continuamente mientras el exterior se va congelandos. Llega
un momento, el de la temperatura de nucleacidn de hielo de
la célula (Amann y Pickett, 19873 Beall; 13983;. Franks et
al, 1983; MWatson, 1986), en que ésta practicamente ﬁo
.tiene agua ¥ no se c¢ongela. Hay evidencias que indican que
cuando aproximadamente el 907% del agua es removida, el 10%
raestante no es capaz' de congelarse a ninguna temperatura..
‘"Pero. ante esta situacién,r la proporcién de hielo
extvacelﬁlar es tan grandé que le causa daRBc a l1a membrana
por su lado externo (Mazur, 1984).

2.2 Integridad de. la membrana espermatica: Accidn de los
“crioprotectores intra y extracelulareé.
Teéricamente se podria hacer mds reésistente a un-

"espermaﬁﬁzolde reduci¢ndole el ndmero de poros en . la

" membrana, y veducigndole las funcicnes ATP-dependientes,

asi como la agrégacidn proteica y la formacisn -de bleques
‘iipldicos. 'Se‘ Presume. que esta es la accién ,de las
lipoproteinas de fa yema. de huevo - o leche .en 105'
: d{luyentes‘ ¢Amann. y Pickett, 1987 - Clay et al, l?ééb;

Jasko et al,'!?éﬁb; Heiskanen et al, 1987; Palacios et al,



1992; Phill;ps y Lardy, 1940; Province et al, 1985, y de
crioprotectores, como por ejemplo el dimetil sul féxido, la
betaina y el glicerol (Bustamante, 19B0; Cristanelli ‘et
él, 1985; Cochran, 1985; Guay et al, 1981; Jones, 1965;
. Koskinen et al, 1989). Aunque no se tiene bien determinada
i la accién del glicerol tiene efectos externos o
; ipternqs en la ceélula, hay evidencias de que la presencia
de un aditivo crioprotector reduce la concsﬁtracién de
salés intracelulares a una temperatura dada, debido a que
_incrementa ‘la fraccidn no congelada en el exterior de. la
célula (Mazur, 1984; Park y G}aham, 1992). El problema que
se presenta con estos crioprotectores es que también
producen. toxicidad (Abdelhakeam et al, 1991; Fahy, 1986j
Parks y éraham, 1992; Pontbriand et al, 1989; Rudolph et

al, 1988), y que esta toxicidad disminuye la concentracién

da otros aditiveos que pueden ser usados en el diluyente y-'

por lo tanto limita la eficiencia de los mismos (Fahy,

1986; Rudolph et al, 1986),

_En_los diluyentes utilizados, tanto ‘para semen

refrigerado como para semen congelado, ha sido necesario
:dneluir leche descremada o yema de huevo, sobre todo esta
dltima. A pesar de haber side utilizada desde hace varias
décadas (Phillips y Lardy, 1940; Salisbury et al, 1941}, lo
‘Gnico ‘que se conoce sobre el efecto de la yema de ﬁueVo‘es
que su inclusidn mejora la fértilidad del semen. Tiene ™
bondades conocidas pero perjuicios desconociaos,'
‘ﬁrihcipalmenta actividades de tipo enziméti;o

“patendialmente bakinas (Jaske, '1993a; Montas; 19317,

b T N AT




- Uneo de los obstdculos que se presentan para realizar
la evaluacidén del semen en estudios de dilu‘yentes con base
en yema de hueve es la consistencia de la misma, la cual
interﬁere, tanto por la vissosidad  que produce en .el
diluyente «omo por la poca nitidez que tiene el campo
visual del microscopio. La densidad dél diluyente con yema
‘de huevce. puede  influir ~en la direccidn, o movisiento
espermaticd. De . hecho, los  estudios de. viabilidad
espermdtica en humanos requieren efectuar lavado Vde las
células pava evitar distorsiones en la medicidén (Levine et
al, 1989; Mortimer et al, 1988; Pedige et al, 1989),'
aunque  esto eventualmente puede causar pérdida en 1la
motilidad.

Recientemente.han surgido  investigaciones en 1as'
que se utilizan alternativas proteicas dentro  del
.diluyente en lugar de la yéma de huevo, asi pues, se ha’
utilizado - albdmina sérica bovina (Arns et al, 1987;°

Kreider et al, 1985; ‘Reid, 1986), suero equino ( Klem,

“1o984; Pruité, 1985), suero Bovino (Gémez, 1968} Senger et -

al, 1981), ‘proteina de soya (Coulter y Foote, 1‘975),4
.t:alostro (Jiménez et al, 1-aée:», alcohoi polivim’.lh;oy (Clay
7; et al, 1984b), etc. Tedos ellos proveen la oportunidad.' de
hacer es!y;uc’!»i‘osy in \;itro con .buena \V/is.ibilidad' ante . el, .
microscopio. '
Los diversos  ingredientes . proteicos que  se
'mencionaron anter formente han sido utilizados de manera

experimental’ sélo en _diluyentes para semen fresco . o

10




refrigerado, - y no para semen congelado,  excepto ia
albimina sérica bovina (Arns et al, 19873, Por este motivo
en el prescnte estudio se determind rl efectn sobre‘la
viabilidad posdescongelacidin del semen al wtilizar suero
eqﬁino, suero bovino o albumina sérica bovinma en lugar de
yema de buevo en el diluyente de congeiacjbn dersemen de

equino.

- 2.3. Objetividad y subjetividad en la evaluacién de semen.

La espermatogénesis es un proceso que réfleJa la

integridad de todo el sistema reproductivo de un animal, y
- para detectar de manera practica la normalidad de este

proceso se recurre a la evaluacién de samen (Amann, 19883

Amann, 1989; Boyers et al, 1989; Katz y Davis, 1987).

El semen es un complejo orupo donde hay millones
de células, normales y anormales. Aunque una sola célula
es la que fertiliza, se reguiere de un nﬂmeré grande ag
espermatoioides en -"huen estado - para colabqrar ‘en. el
procaeso. Por tanto, se hace necesario un efectiveo analisis
para  identificar aquellos individuos que cantengan al
_menos. la dosis minima rgquerida payqrrpogar fertilizar
(Amann, 1983; Budworth et al, 19Bé; Katz, 1991; Mﬁralas et

al, 19883,

Tradicionalmente, la evaluacién de semen se ha

‘basado en la- observacién visual rvaealizada por . personal '
que, -debido a su capacitacién y experiencia, ha permitydc
obtener resultados practicos satisféﬁtorlos (Defbel et ail,
19765 Jasko et al,ylSBB; LEQine et al, 1989; Mortimer et

al, . 1988; Stephens et al, 1958)5 8in embargo, .- la

11




observacién visual del semen (volumen, :c-n&entracidn.
percentaje de mat il idad, motilidad progresiva’ y
mor felogia) ha tenido poca efectividad cuando sernecesita
hacer una prediccién para el potencial de fertilidad. Esta
pebre- correlacidn: proviene de auchos factores, que hacen
al estudico subjetivo,  impreciso, inexacto y dificil de
_ estandarizar (Boyers et al, 1989; Gladen et al, 1991 Jasko
‘et -al, 1988; Katz y Davis, 1987; katz, 1991). -

De las variables a estudiar en el anéliéis visual
del semeﬁ, @l volumen del eyaculado y la concentracién
Esbevmética son los unicos que se pueden catalogar como
objetivos  (Boyers et al,  1989; Budworth et al, l‘BBé;
‘Gladen et al, 1991; Morales et al, 1988), siendo éstos los
menos correlacionados con la fertilidad, ya que el volumen
va a variar en funcidn de la técnica de coleccidn y del
periodo de descanso sexual. Por otra parte, el conteo de

la concentracidn espermdtica utilizande el hemocitémetro o

sla-camara- deMaklar (Anzar et al,. 1991} Levine ‘et al,

1_96‘3-, Pedige et al, 1989), requiere de. uma previa
dilucién, lo cual implica una fuente de error y no siempre
una - repetibil idad aceptéble (Gladen et al, 19915 Los
contadeores electréninas Cespectofot.dmetros‘o coloh‘meiros)
mejoraron la técnica. de conteo espermidtico. No obstaﬁee
.existe un error en la medlcifﬁn, sobre todo en aquellas
muestras con baja ccncentraci\‘m,.' debido a qgue a} habel‘f
particulaé celulares 'y  debridaciones cristalinas, ‘elr'

Vzcbntador las detecta como.células espermidticas (Royers et
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ai’, 1989; ‘Katz y Davis, 1987).

Las variables 'mas representativas, come . la
‘motilidad. la motilidad progresiva y la morfclogia, no ‘EE
pueden_ considerar mediciones abjetivas (Boyers et al,
19893;  Gladen et al, 1991) mientras sean _E_valLlad;\s de
manera visual, pero actualmente, en‘ el .caso . de  la-
motilidad  espermadtica, la situacidén esta cambiando
mediante e! uso de sistemas menos subjetiveos. 7

La motilidad esperma&tica es esencial para ‘el
éransporte a  través -del aparato: femenino y ~para la‘
fertilizacidn, Esta es una expresién de la viabilidad e
integridad estructural de la célula. Desde un punto de
vista practico, la motilidad espermatica puede ser,ﬁsada
como un marcador bicldgico del aotencial de fertilidad de
un individuo y de sus alteraciones (Amann y Pickett, 13987;
Budwor th et';l, 1988; Gladen et al, 1931; Katz y Davis,
1987; Katz, 1991; Morales et al, 1988).

El cdlcula del porcentaje de motilidad evaluado
_visualmente presenta un problena de sobrestimacién, -ya que -
el movimiento de las células abtrae mas atencidén que
agquellas células no mdtiles, siendo adn mas problematin;b
el  poder estimar la motilidad espermiatica con una
calificacidn escalar, aguella que por‘ lo general méne.i«_a
una escala entre el wno y el cinco (Boyers et al, 1989;
Gladen et al, 1991; Levine et al, iQBB; Pedigo et al,
1989; . Stephens et al, 1988).

2.4. Métodos novedosos en al: analisis de semen .

La evolucidn de! anélisis ‘de semen ha hecho que“ K
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BN -1:3 insé}umenten ‘equipos' semiautomdticos, " los cuales
permiten una visuwalizacidn mayor de la_ velocidad y
‘trayestoria de las células.  Estos  métodes  son: | a)
Fatografia con tiempo de exposicidn, cuys me-;ani;mu se
concreta al uso de una camara con tiempo de exposicioén de
1 & Z segundos, necesarios parar que permita ver .el
recrcrn'rid.o continuo del Eapérmgfozoida. b> Fotogrrafira de
exposicidén miltiple: Es ‘el mismo principins que el
anterior,.pero se toman muchas fotografias a un tiempo muy,'
corto -entre ellas, asi se obtiepe  una trayectoria
representativa pero con menos informacién que la anterior,
c) Cinemicrografiar Utilizando la técnica del. cine, se
filman los espermatozoides cuadro por cuadro y deﬁpués se
superponen en secuencié para poder visualizar €l recorrido
y d) Videomicrografia: Similar a la técnica anterior, pero
con el uso de las <dmaras y grabadoras de video, las.
cuales permiten grabar gl movimiento de un espermatazoide_
{Amann, .1988; Anzar et al, 1991;; _Boyers et al, 1'98'3;
lemensﬁoel, 1994).. '

. Todos -estos métodos tienen -la desQentaJa da . que
el estudio’ de la muestra recogida se debe  analizar
fnanualmente, complicdndose méds con el -uso- del cine. -y el -
vvideo por e‘l hecho de ser numerosos cuadros de pel i;ula.
'51n embafgo, la videomicrografia resultéd el 'plfimer ‘paso

para . que luege se acoplara la computadora 'y desarvollar el

v;sistema CASA  (Computer  Assisted Semen Analysis) o PAS

(Programa para AnAlisis ‘de Semen), ‘el método mas: novedoso:.' At
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quarse ha diseﬁado para la evaluacién seminal en cualquier
aspecie (Amann, 1988; énzar et al, 1991; Ast et al, 1986;
‘Boyers et al, 1989; Katz y Davis, 1987; Palacios, 1993a;
Pedigo et al, 1989; Stephens et al,rlgﬂe; Varner, 1991).

Desde hace unos B8 afios se emplea este método
diagnﬁsticn, cuyo equipo consiste ens

* Un microscopio de contraste de fases con iluminacidn
haldégena de 100 vatios., En el revolver débe ir un ob.jetivo

10X "NH, el cual permite un fondo visual  oscuro y. una
imagen uniforme de los espermatozoides, independientemante
.de que ellos se vean planos o de canto, evitando gue se
refléie el cenbelléo. 7

* Una cdmara de video de alta resolucidén conectada a.
un monitor, y gque sirve para detallar la mejor imageh gue
pueda ofrecer el microscopio. Este proceso es crucial para
el éxito en la evaluacién, puesto que el sistema analiza
lo que "“ve".

* Una grabadora de video convencional, necesaria en los
casoes en-que no se pueda evaluar en el momento o lugar, o
se desee Vevaluar con mas tranquilijdad, lo cual es muy
:“;;;oméﬁdabla. -

* Una microcomputadora IBM compatible, la cual confiane
las tarjetas y el programa para andlisis de semen. A ellé
va conectada un. monitor Y una‘impresora. Ei moniborAsirve
paré visualizar 1la imagen &ig;talizada que arroja la
computadora, para aevaluar entre ofra; cosas, si la imageh
veal (vista en el primer monitor) y la digitalizada es la

misma en namero  y tamaRo de 'los espermatozoides.’ La
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impresora permite presentar un  informe escrito de la’

evaluacidn realizada (Agt et al, 1986).

’ 7 Eate programa es, basicamente, un aﬁaiizadar de
1mégEhes, el cual séle pueae "visualizar* la ;abeza del
aespermatozoide, no el flageles, pero realmente no ve una
cabeza, sin& un area bajo la cuél, por - calculo integral,
la convierte en un punto, sisendo éste su objeto de estudio
tAmann, 1987; Ast et al, 1386; Boyers et al, 1989;
Budworth et al, 1988; Jasko, 1993; Katz y Davis, 1987).

Existen en el mercadao diversos : equipos

computarizados, los cuales en su contexto hacen el mismo

trabaljo, y todes, sin excepcién, deben ser calibrados para

cada fin, es decir para cada individuo y cada aspecie. El.

sistema utilizado en el presente trabajo (Cellsoft versién

~3.0. Cryo Resources Ltd. New York, U.S.A.),; requiere detl_

uria calibracién, la <cual se basa en los siguientes
pardmetros: (FIGURA 1)
1) Ndmeros de.cuadro; a ahalizars:

La computadova . tiene la = capacidad. de

-cuadricular. la imagen de cada campo visual, y da ahi’

proviene la pregunta de  cuantos cuadros:  se ‘desean

analizéﬁ para el  recorrido de rcada  espermatozoide.

Estudios vealizados previamente (Blach et al, 1989;‘Kay5§r’

et al,1992) recomiendan entre 15 y 20 cuadros para obtener

el [ resultado mas eficiente por parte’ de la”vméqhing;l,l"

Generalmente se usan 15 cuadros.




2) Ndmero de cuadros por segundo:

Esto tiene que ver con la velécidad a la que_sé
desea que trabaje el equipo en cada campe visual.
Normalmente se le pide a la mAgquina que analice a rézbn de
30 cuadroé por segunda, por 1o gue el estudio lo realiza
en medio segundo.

3) Muestra minima para motilidad y veloqidad/linaalidaq:

En el tiempo en que trabaja 1a  magquina hay
esparmatozoides que no logran recorrer los 15 cuadros, por
lo que al equipe se le pide que las células se deben mover -
por lo menos un- minime de cuadros para considerarlén
dentro del estudio. Esto sirve de filtro para ;quellas
particulas no celulares que por algan motive se estan
moviendo en ese espacioc y que la ﬁaquina dndria"
'fdent%ficarlaﬁ come espermatozoides. Es de entender que
mientras mas cuadros minimos de movimiento se eapecifiquen.
para que #l1 equipo considere a la célula en el ‘andlisis,
mAs exigentes se estd siendo con la muestra, lo que no es

__quqqad@r}a mayoria de - las . veces, puesto‘qua, mas adelante ;
se- verd, hay otros parémetrog ;Q;rEir;eﬁlcﬁﬁo:flit¥o§,rw
como sons
4) Velocidad umbral minima:

Es aguella velocidad que se le exige a ‘la
comﬁutadora para gque capte come m(nima.para validar ayﬁn
espermatozoide motil y estudiar - su comportamientof de
Valocidéq y . linealidad. Es recoﬁendéble comenzar> el
‘estudio con.yelo:idades espermdticas pof encima de: los 20

pm/seg. Es pertinente aclarar.que.la velocidad promédio de ;
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los espermatozoldes de ‘equino oscila entre 60-80 -pm/seg
(Amann ét al, 198'3;.BlaCh et al, 1989; Jasko, 1953; Kayser
et at, 1992). ‘

S) Nivel de cwlar requerido:

Este . punto. es sumamente importante, debido a que
‘dEpendSendo del. contraste que se le de- a la- imagen .
digitalizada, la cabeza del espermatozoide se vera‘ mas
chica, igual o mds grande que la original; Lo recomendable
2s gque  ambas sefales . s Qean iguarles, y de hacho . esto
servira péra corroberar. que el namerc de células que
estudie el equipo sea el mismoc numero gque se esﬁa viendo
en el wonitor del microscopio.

6) Factor de dilucidns

En el_ caso de que se esté interesado en gque la
maquina ofrezca directamenbe en el informe el resultado de
la concentracié.n espermatica, és precisc; indicarle cuan

diluida esta la muestra estudiada. Esto se debe a que es

“necesario que-la muestra.se diluya antes de ser analizada, -~ -

ya que @l equipo no @sta disefade para  lemr tantos -
sspermatozoides juntos, como seria el caso de una mﬁastra,
oHQina!. El. problema radica en ‘qua, como se tiene que
seguir a cada célula a lo. largo de 13 cuadros, .°, por lo
menos al minimo exigido, se complicaria el estudio. De
Vhecho el analisis de upa célula se detiene cuando  dos’
celulas chocan, aungue sea visualmente, es . deciy . cuando
pasan por un mitme punto al mismo- tiempo, aungue sRa &N

diferente plarnca'. como el ‘equipo’ no puede’ determinar si-'la
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trayectoria después del choque es la de cada quien o la
consecuancia de un cambic de direccidn, el estudioc ‘se
realiza hasta el momentc anterier al chogue. Si se colocan
demasiadas células en el campo visual el estudio se’ hace
ineficiente, por 1o que se recomienda diiuir hasta obtener
unas 20 millones. de espermatozeides por mililitro, de tal
- fo?ma que se logren ver en cada campo. alvededor de 20-30
eédlulas, . .
EQ de suma importancia, por ende, conocar bien el
tipo de diluyente que se pretende utilizar para la
Vdiluclbn del semen, a fin de gue la dilucidén no interfiera
con la viabilidad celular,repercutiendo en pérdida de
motilidad,  aungue debe considerar;e ceomo  tiermal  un
descenso en el movimiento espermdtico por concepto ae la
dilucién (Harrison et al, 19823 Jasko et al, 1993; Vantman
et al, 19883,
73 Rango de tamaRo de la ceélulas
El tamafo de la célula espermatica, y en especial
‘la-de su cabeza: varia entre espgcigé’(Cum@?ns y Woodall,
1983), por 1o que se hace necesario calibrar el equt;§7;§nv
esa informacién, en funcién de la especie trabajada, y
socbre todo porque esto sirve " también para filtrar
cualquier otra particula diferente a use éamaﬁo indicado
(Ast et al, 1986).
‘ El analisis comienza con "la colocac{dn de uﬁa;
muesfra de semen diluido en un portaobjeﬁos cybierto; Uﬁa
vaz visualizado el Campo en el microscupﬁo, !9 computaaora

analizara la imagen, evaluande los' siguientes parametros: .
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CONCENTRACION'ESPERMATXCA

El programa es capaz de calcular este pardmetvo
con pasfante semejanza al que habitualmente se hace an
,forma visual. De hecho, estudios comparatives entre este
sistema y la evaluacién visual han demostrado larslmilitud
en lo referente a la exactitud del cdlculo, tanfo que - el
fabricante . recomienda que los rasultados. . deben
corvcborarse a menudo con la evaluacidn visual (Ast.et al,
19864 Boyers et al, 1989; Katz, 1991, Meorales et al, 1988;
Stephens ot al, 1988). ' ' o

Con la opcién de gue el oper ador puede
egpectficar @1 volumen del eyaculado, el programa también
Ventraga el dato de la cantidad total de espermatozoides en

la muestra (Ast et al, 1986).

MOTILIDAD
Existen varias formas en que el sistemaipermiterﬁ
la evaluacién de la motilidad en la muestra. De manera

directa el programa detalla el porcentaje de motilidad que

presentaron los diferentes campos  estudiados:  Describe i ...

también el nuimero de células métiles y no métiles, pﬁr lo::
que puede aentregar el dato de una concentvaci&n esperméftcab_’
. de células en movimiento, siendo esto mas practico qge el
dgL 1a concentracidén espermdtica general.. Asimismo, es
‘posible entregar los resultaqosAan forma individual, es
. decir lo sucedido a cada célula en particular. Por. 4ltimo,
el . operador puede caleular la motilidad de  manera

--tradldional, visualizando l1os campos en el monitor  que”
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tiene instalado el sistema.
VELOCIDAD
Este parametro es de utilidad para conocer cémo
se estd movilizando la poblacién espermatica, o sea, para
detectar la viabilidad momentanea del eyaculado. Este
sistema es capaz. de detectar 1la Qel;cidad promedio. e
ipdividua!, y ‘adamds decidir cudles son. las células.que.no
sé mueven. Los datos son éntregados tanto numéricamente,
come en un histograma de frecuencias.
LINEALIDAD
‘"Otro punto importante a considerar, y ﬁue s8
enmarca en el concepto de. motilidad progresiva es el
rel acionado con la linealidad del recorrido del
espermatozcoide. Con base- en una escala que va del 10
" (trayectoria  lineal progresiva) al 0 (trayectoria no
progresivas, el sistema emite una éalifi;aclén promedio e
individual del comportamiento - de toda; las células
estudiadaé. Los datos son entregados en forma numérica .y
_en_histograma. ) s
PATRON DE MOVIMIENTO
Mediante 1a bécnica - de video, el  sistema PASV
buede grabar- 1a  huelia de 1la trayectoria- - de .cada
espevmatozoide ' gue ' ‘se loﬁalice en ‘el - campo del
microscopio, .y de esta manera Visuali:ar directamente, asi
como analizar con calma la progresividad .del movimfento de

cada célula (Ast et al,  1986).




3. MATERIAL Y- METODOS

Se obtuve el eyaculado de 14 caballos de las
razas espafola y Arabe, los cuales oscilaban entre los 3 y
11 afos de edad, con buena constitucidén fisica y estado de
salud satisfa;torio. £l semen fue colectads a mediades de
febrero, por lo que se hizo necesario utilizar una hembra
estrogenizada para el intento de monta. Para la coleccidn
‘se utilizé una vagina artificial modelo Hannover (Gummi-~
Berhraﬁ&, Hannover, West Germany) a _la cual se ‘le
a&aptaron en el receptdculo para semen 3 gasas como filtro
‘para separar la fraccién gelatinesa del eyaculado y evitar
de- esta manefa rla aglutinacidén espermatica, ademds .de
retirar cualquier cuerpo extrafio del semen (Amann y
Pickett, 1987; Varner, 1986).

Se grabaron en video los campos microscépicos de’
la muestra en fresco, para 1o cual, preéiamente a la
:entrifugacién se tomé  una gota del semen fresco y se
‘diluyé en 1 mlliiitro de una. solucidon a 35°C, - cuyos
" ingredientes son:

TR eee o Leche descremada en polve (§).....2.40
BIUCOSA (G)esronsnarnswsaasoransesd. D0

Citrato de sodio (g)... creeaesa0.08
Agua bidestilada c.b.p. (m1)....100.00

(Kepney et al, 1983).

La muestra, en un pertacbjetes, {ue preséntadé
ante un microsﬁopio de contragterda fases (Dlympué‘BH—Z),v
el cual Qtiliza un objetivo SPlan 10 NH, El microscepio
tiene édabtada una <cdmara de video, désta a su vez,

conectada a una videograbadora y a un monitor que permite
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definir mejor la imagen que se debe tvansmitiv (Ast et al,
19867 .
Se preparé el samen para ser centrifugado, pa}a
“lo cual se verificd por medio de un hemocitoéometro la
concentracidn espermatica original, para hacer una
dilucidn que covrespondiera con una concentracién final de
30 millones de espermatozoides por mililitro. El diluyente
que se utilizd para este propésito es el mismo utilizade
para la centrifugacién de los espermatozoides, y que tiene’
nome férmulas
Glucosa (O)ieavicianccaansenrnaa. 99,98
-EDTA diséddico (@)ivesasescrsnness 3,69
Citrato de sodio dihidro (gd...v. 3.70::
Bicarbonato de sedio €g).ca.c.... 1.20
Penicilira G sédica (U.l.)e.e.... 1.50%108
_ Estreptomicinag {glesscaencsacsass 1.50
Agua bidestilada (1)....cvcevnecs 1.00

PHovesesseonesonsnsassansansssanen 8.60

Temperatura (°Cle.cerciiesnacess 36,00

(Martin et al, 1979).

S8e colocaron 2 mililitros del semen diluido en
cada uno de 7 tubos de epsaye tiblos, para su consiguianbe‘
Teentrifugacién a 170 x g durante éo m;nu?p;;wr

Al finalizar la centrifugacien, y luééé-yga”’
retirér‘el sobrenadante, se cbtuve el paquete aespermitico
de  cada tubo, el  cual ‘se  resuspendié a temperatura
aﬁb{ehte bajo el mismo. criterio de concentracién_ en- los
di ferentes diluyentes de congelacién que fungierdn como

“tratamientos del presente estudio:




(lzlem

DILUYENTE CON BASE EN SUERD EQUIND AL 3% (SE3)

Diluyente de centrifugacidn (nld..eae.. 25,00
Lactusa €g)ivaiannicinassvastsanasreass 7.48
Suero equine inactivado (ml)e.eaeeeasse  3.00
Glicerol (Mldeeenesannsnonunns 4.00
Agua bidestilada (M1)eeiesvanrnnss 68.00

DILUYENTE CON BASE EN SUERD EQUIMO AL 6% C(SE6)

Diluyente de centrifugacién (mld....... 25,00

tactosa (g).iee.iannn teteenastraneenaan 7,45
Suera equing inactivade (mld....... esss 6.00
Glicerol (Mld...isevieaeeennernanannns » 400
Aqua bidestilada (mld.......... eseresss BS,00

at al, 1984; Pruitt, 1985
DILUYENTE CON BASE EN SUERO BOYVIND AL 3% (5B

Diluyente de centrifugacidn (alldii.vv.s 25.00
lactosa €Qlesnesasne vaeseransananel 7.4B
Suerc bovina (mli.. raseeraaseans 3,00
Glicerol (mMl)eeeiucnccnasnonsnnassnnass 4.00
Agua bidestilada (Ml)..iveveveseesennss 6B8.00

DILUYENTE CON BASE EN SUERDO BOVIND AL 6% (SB&)

vee. 285,00
L 7.1S
crreees 6,00

Diluyente de centrifugacién <(mld...
Lactosa (@)iiuvaccaan
Suero bovino (Ml)....eveeinaes
Glicerol (Ml)....c.iereennnenan
Agua bidestilada (ml)...cvienvenransra,. 685,00

(Gémez, 19683 Senger et al, 1981)

DILUYENTE CON BASE EN ALBUMINA SERICA BDVINA AL 2%

Diluyente de :entr:fugacxén (ml)....... 24.00
Lactosa €g)ecviiraurracnnernsvasanannena’ 7.59
Albtmina sérica bovina (gleveraans » - 2,00
Glicarol (M1Jdess.cessnnnnnncassans . 4,00
Agua bidestilada (Ml).su.veiiaiansesaas 68,00

-- DILUYENTE CON-BASE EN ALBUMINA SERICA BOVINA AL 3%

(Arns

Diluyente de centrifugacién Mldesiaes. 25,00

chesees 400

(AS2)

As3)" -

Lactosa (Q)eseserecareneacssnassneannnns. 7.48

Albdamina sérica bovina (g). ceessswss 3.00
Glicerol (Ml)......ovuinaas sewrs 4,00
Agua bidestilada (Ml)..cssevansrensseae B88.00

et al;;1987; Pruitt, 1985; Reid, 1986)
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DILUYENTE CON BASE EN LACTOSA — YEMA DE HUEVD (YH)
Diluyente de centrifugacién (mld)....... 25.00
Solucién de lactosa al 11% (mlte.een..s S50.00
Yema de huevo (Mlleiseserrcrarsecreanss 20.00
Glicerol (mldeeasevanenunanniensnnseres 4,00
Fasta de orvus (mlleiiecsvuesssnsneases 0,30

(Martin et al, 1979; Cochran et al, 1984)

Se utilizaron pajillas de 0.5 ml para envésar las
muestras. De cada eyaculade se envasaron 2 Eajillas pov'
cada tratamiento ( en el andlisis estadistico se tomé en
cuenéa el promedio dir ambas) para. posteriormente realizar
el precongelamienta de ellas en ‘vapores de nitrégeno

liquido a una distancia de 4 cms (congelamiento rapido-

~ultrardpido) {(Amann. y Fickett, 1987). Transcurridos unos -

20 minutos fueran depositadas las muestras en el tanque de
nitrégeno liguido.

En total . se’ congelaron o8 muestrasr T414-
eyaculados, 7 diluyentes con cada uno), mismas que
coinciden con el estudico de ‘tamafo de muestra que
previamente se habia calcglado.

Las muestras se descongelaron individualmente: en

“agua ‘a 78°C durante -6 segundos, - para luego pasarlas a‘un’

racipiente con agua a 37°C por 10 segundos’ (Amann . y’
Pickett, 1987; Martin et al, 1979).

‘ Se colocé una. gota de cada muestra en- un
portacbjetos, y fue presentada al microscopio de cont;aste

de .fases para grabar.en video los. diferentes campos;

“'tomades al azar (Boyers et al, 1989; Gladen et‘al, 1991),

“Tras obtener’todas las grabaciones de-las muestras; fueron:'—fi
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analizadas por la computadora que trae consigo él sistema
F.A.S. (lellSoft 3.0, CRYO Roscurces Ltd. N.Y. U.5.A.2,
registrdandose la motilidad, velecidad, Jinealidad y'
concentracidn espermadtica. La cbmputadara fue previamente
calibrada para los pardmetros necesarios para el andlisis
en la forma que se presenta en la figura 1. (Ast et ‘al,
1986, Palacios, 1953b).

En las muestras en las gue hubo rvecuperacién’ de
motilidad después de la descongelacién se repitid el
andlisis, realizdndeleo con intervalos de una hora. Durante
este tiempo las muestras se  mantuviereon en ;n;ubacibﬁ
aerbﬁica y a temperatura ambiente.

El estudio estadistico se realizd haciendo un
andlisis de correlacién entre las variables. Ademids se,,
realiéé un . andlisis de varianza para las medias ,de'
motilidad, velo&1dad y linealidad., Para El, caso del
seguimient: de las muestras control en funcidn del tiempo,
g@ realizé un anadlisis de varianza de dos vias (Gladen et

al, 1931; Littell ot al, 19917




4. RESULTADOS
En el cuadro 1 se muestra que la motilidad y . la
velocidad en el semen fresco: tuvieren un ceeficiente de
correlacién de 0.7, que es altamente significative

(P=0.0047). También existidé una correlacién significativa

(P=0.0087) entre la velocidad y la-linealidad. ‘Las demds - =0

correlaciones no fueron significativas.

Al hablar del semen procesado en. sus diferentes
tratamientos (cuadro 23 séloe hay correlacidn Bnt;e la
velocidad 'y la linealidad, (r=0.39, P=0.0038).

El cuadro 3 presenta el andlisis de cgrrelacién.
entre los datos de motilidad gue calculé la computadcré y
los dates de la evaluacidén  subdetiva que sge hize
simultdneamente, viendo el monitor. En ¢l se observa qué
hay una alta y significétiva :orreiacién entre los deos
sistemas de evaluacién (r=0.81, P=0.0000). Asimismo se
observa en este cuadro que la motiljdad no se correlaciona

Ceon- 1a - concentracidn - espermatica de 1a. . muestra,
independientemente’ del método utilizado  para - evaluar
motilidad.

Ei cuadro 4 muestra los cambios que se suscitaron
‘en "la motilidad una vez “que fgeron desﬁéngeladas ;as
pajillas con los diferentes tratamienbcs;’Cabe destécarv
que'eﬁ el caéd de los tratamientos SE6, SB3, AS2 y AS3, en
muchas pajillas era nula o tan poca la motilidad gque no se
consideraron, desde el punte. de vista estad(sti;ollparg‘el_

féxperimen&&. Por lo tanto, los resultados de motilidad que
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ée preaeﬁtan corresponden dnicamente a agquellos eyacqladoa
en los que hubo motilidad posdesceongelacidn, La maxima
motilﬁdad posdescongelacidn se wbtuve en el semen diluido
en yema de huevo (29,3394 . Aunque los grupos
exper imentales se comportaron relativamente homogeéneos, se
presentd una diferencia en el tratamientos con base en’
suero bavino al 6% como el que ofrecid’ significativamente
mayor motilidad, y @l mismo suero bovine, pero al 3%, tuvo
significativamente menor motilidad que los demds,
tratamientos. Como. era de esperarse, la-mﬁttlidad én el
semen fresco fue superior a todas las demds (P<0,01),

En el cass de la evaluacidén en forma visual ante
el monitor no varid mucho con respecto a los datos
anterioreé. Todos los grupos se comportaron de 'manera‘
similar, sin embargo, fue el semen diluide en yama de
huevo el que se vid con mayor motilidad, y los de suero
eqﬁino al 6% y suero bovine al 3% les gue se notaron con

menor movimiento. Se’ puede ver que para el estudio de

motilidad subjetiva se lograrcn evaluar mas muestras que

en el inciso anterior (cuadro 35).

En el caso de la velocidad se nota un efecto mads
especifiro por cada tratamiento. A pesar de que ‘el semen
fresca presentd una velocidad media superior a los demds,

o es estadisticamente diferente a la presentada por el
semen diluido en yema de huevo, ni por la del semen
- diluido en albuimina %érica bovina al 2%, aunque en este

-~ul¥imo. caso la’ fuente de datos es inferior por el mptiyb,




eshozade anteriormente. Hubo algunos ‘tratamientos que
tuvieron estadisticamente menor velocidad, y fueron los
trvat‘amientos SE3, SB3 y SB6 (cuadro 6).

La calificacidén que da la computadm;a para -
Eva.luar a la linegalidad fue muy superior en el casc del
semen. diluido en yema de hueva, y en §egundo término al
tratamiento con suero bovino - al &4, que a los otros, los
cuales se comportaron de forma homogenea (t;';.xadro 7).

En principio, teodas las muestras descongeladas
iban a ser analizadas cada hora para que la computadora
detectara los cambios de motilidad, velocidad y lineal idad
producidos en. funcidén del tiempo. Gin  embargo, lag
muestras de los diferentes tratamientos, excepto los
controles, no mantuvieron la motilidad por mas de 15
. nrlvinutos, por lo gque s¢élo se presentan en el cuadro 8 los
resultados de las muestras del . diluyente con .yema. de
muevo. No se detectaron cambios significatives en ninguna

'de las  variables a través del tiempo transcurrido, es

'vdecir, ~se mantuvieron constantes tanto la -motilidad, .la -

velocidad y la linealidad de todas  las ‘muestras del

_diluyente‘con yamna de huevo.




S.- DISCUSION

En el cuadro 1 se aprecia gque en el semen fresco
existe una correlacidn significativa entre la velocidad de -
luos espermatozoides y su motilidad, pudiéndose suponer que
si  una muestra de semen tiene altos porcentajes’ de .
motilidad, comae es el caso de semen . fresco, significa que
las espermatozoides en general estan en buen estado; lo
que demuestran movilizandose mas répidnﬁ que’ cuando tienen
un porcentajei de motilidad menor. Cuands los pDI’EE;'ICﬂ.JE?SV
'de hntilidad son bajos, como acurrve en el -:as.o. de semen
descongelads, se pierde la correlacidn entre motilidad 'y
velocidad, posiblemente debido a que muchos
espermatozoides son ‘eliminados del andlisis  por su
lentitud (cuadro 2). Estos datos coinciden'con trabaJUﬁ'
previos en los que utilizando semen fresco laé
correlaciones =e estrechan, sobre. todo &n el caso de

motilidad y wvelocidad (Pedige et al, 1989), pero

‘Utilizando semen descongelade, se pierde esa corralacién T

(Budworth et al, 1988).

En el cuadro 2 se presenta la correlaciénr que
_resulto del monitoree. de la - motilidad ~heche por ,la‘
computador_a y el cdlculo determinade  visualmente porr un
5610 operarioc., Este tipo de correlaciones relativameﬁte :
altas deben ser - comunes, pruesto que el equipo esta
diséﬁado para alge que el hombre esté acostumbrado a hacer-
L He ’t@empo 3""35,', pov‘ 1o que las lecturas de esta variable”

deberian ser similares, siempre 'y cuando el téenico
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evaluador sea conocedor del oficio FAmann, 1987; Buduorgh
et ‘al, 1988; Gladen et al, 1991; Mahony et al, 1§BB;
Mortimer et al, 1988; Tuli et al, 1992;' Varner et él,
1921; Wang et al, -1991). En el wmismo cuadro esta ia
correlacidn existente entre la concentracién espermatica
que tenian las diferentes muestrvas y la determinacién de
la _motilidad en cada una de ellas, implicando due el
~calculo “de ‘la motilidad no “se vié afectado por lo
concentradeo o diluido que estaba un eyaculado, ni de
manera visual ni con el usc de la computadora., Dichos
resul tados concuerdan con . anterioreas expuestos por
diversos autores (Pedigo et al, 1989; Varner et al, 19912.
Sin embargo, es necesario aclarar que estos‘ sistemas
computar izados requieren que la muestra a. analizar sea
diluida a concentraciones espermiticasz menores a los 40-50
millones por mi]ilitror(Jasko, 1993; Levine et al, 198%;
Vantman et al, 1988; Varner et al, 1991), por lo que no se
puede  extrapolar dicha falta de correlacién para
concentraciongs espermidticas mayores a S0 millones/m%i
‘Antes de comeﬁtar‘aéerca de iés resﬁleados de las
diferentes pruebas realizadas, es preciso hacer notar que
s& presentaron problemas al moments de monitorear una gran -
cantidad  de muestras. Dos- causas principalmente se
suscitaron 1) En muchas de las muestras descongeladas, la
motilidad detectada visualmente fue casi nula ipstantes
después . de descongelar  y peor al dejavlast incubar a

temperatuera ambiente por mas de 1S minutos. Fodas aqugllas
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qué st presentaron una motilidad evaluada . visualmente
“maysr al §5%, y que se les hizo el andlisis en la
computadera también se incubaron, pero tampoco mostraron
un mantenimiento de los indices do movimiento, por 1o que
nc se pudo cbtener un seguimientc de la viabilidad de las
muestras en estudic, salve las congeladas .en yema de
huev.o. 2) _ Algunas  muestras - presentaban = visualmente
‘motilidad, pero al momento de diluirlas (en su propla
solucian) para que la maquina las detectara mejor, bajaba
drasticamente la motilidad. Todo esto redundd en que el 40
% de las muestras ce perdieran, todas allas pertenecientes
a los tratamientos en estudio, ninguna del control, o sea
del de yema de huevo.  En este sentido, se realizd una
medicién de la osmolaridad de estas muestras, encontrando
que estaban en los rangos normales para ‘este tipo de'
procese, &l cual escila entre los 300-400 mOsm/Kg (Am;mn y
Pickett, 1987).

Estos dos hallazgos sugieren que existe la

pesibilidad de due se haya presentado. un.dafo celular -por =T

7f.a1ta de proteccidn de los compenentes que se utilizaron
en los diluyentes como substitutos de la yema de huevo
(Coulter 'y Foote, 1975). Es posible gque la proteccién
hacia la membrana que ofrece la yema de huevo consista en
una interaccién de la suvperficie celular mas con  1os
: lipidos que con las proteinas, esto basado en el estudio

de la constitucién fisico-quimica de la yema de huevo y

del suero, tanto equino como bovino. Existe. una -gran

..diferencia entre el aporte de-1ipides v Aroteina por parte
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de la yema .de hueve y el de los componentes del suero.
Hablando de lipidos se sabe que la yema de huevo contiene
L.m minimo de &5 mg de fosfolipidos pur cada gramo ﬁe:« yama
(Larsen 'y Froning, 1981; #arren y Ball, 1991). Para
efectos del diluyente de congelacidn, en cada 100 ml se
coloc'arj 20 ml de yema de hueve. 8i .un huevo pesa en
promedio 55 g y la yema de huevo significa su 30'/:, ésta
pesa aproxirﬁadamente 16.5 g <(Larsen ¥y 'Fl’.oning, 1981;
Marien-et al, 1963; Squires y Naber, 1992; Warren y- Ball,
1991), y si normalmente se obtiene un volumen pfomedio de
10 ml por yema, implica que cada m}.. de yema de huevo pesa
aproximadamente 1.65 g, por lo que:
20 ml x 1.685 g/ml = 33 g de yema de huevo en el dnuyente_
Y en lo que respecta al total de ‘lipidos:
33 g x 65 mg/g = 2.145 g de fosfolipidos en el diluyente
Si en el suero hay en promedic 500 mg de lipidos
por cada 100 ml (BanJjamin, 1984; Kronfeld y Medway, 1980),
y en el diluyente de congelacidén se utilizaren inclusiones
de 3 y 6 ml, d4 como resultado un aporte de 15 a 30 mg
- golamente. e o
. 8i hablamos de proteinas la situacién es parécida. La
yema de huevo tiene un 55% de proteina en sus (6.5 g
(Larsen y Froning, 19§l), es decir, $.08 g en cada 10 ml
de volucﬁen, y pensando en el diluyente de congelacidre que
requiere de 20 ml de yema de huevo, ésta aporta en total
aproximadamente 18 g de proteina, eﬁ cambio, el suero

posee una . inclusién -proteica de 7 g/100 ml - (Benjamin,
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1984; Kronfeld .y Medway, 13803). 8Si se utilizan En el
diluyente de congelacidn 2 4 6 ml de suers, el aporte de
proteina se reduce a 210-420 mg.

Los casss en donde se nobdé en general una merma
maycr fue en el uso de albumina sérica bovina en Baja
concentracidn, y se puede svponer que se debe a que esta
sustancia, gue viene con un alto grado de pudreza (fraccidn
vy, adolece de los factores que se descr iben
anteriormente. Esta situacién se presentd en el dnico
trabajo que se encontrd donde reportan el uso de albuamina
sérica bovina como compenente proteico para el diluyente
de congelacién en equinos (Arns et al, 1987). En &1 se
informa que de B8 caballos trabajados s6lo a 2 lograron
descongel ar satisfactoriamente las muestras, y con
porcentajes de motilidad posdescongelacién de 1BZ%Z.

La motilidad se vidé afectada, como ya es
conocido, por el procesn de congelacidn—-descongelacioén
(Amann y Pickett, 13987; Amann et al, 1989; Budworth et al,

-.1988; - Cochran et al, 1984; Martin et al, 1979; Mazur,
1984; Palaclos et al, 1992; Varner, 19913, En el major de
los cases {a .merma results -en wun 40% (cuadro 4). Al
analizar los tratamientos en estudio se puede ﬁotar que
casi‘fodos los tratamientos ofrecen resultados similares
en lo que respecta a motilidad, sin embargo, sobresale el
aféctb prdducido por el suero. bovino al 6%, con una

. motilidad promedic de 36%Z, y este mismo di;uyente pero al
3% con‘motilidad ﬂe 14%. Sin embarqo, es importante tene}

presente ‘que en el-cdlculo de . motilidad sélamente entraron
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'loﬁ resultados de aquellas muestras en 105‘ gue ' hubo
motilidad. La realidad es que el compartamiento de todos
los tratamientos experiméntadas fge més bajo &e lo que la
motiliéad sugiere, ya gque en todos los casos hube muestras
caon 0% de motilidad.

Estando tan homogéneo este résu!tada se podria
estimar que tanto el sueroc bovino al 6%, como el suero
equine al 3%, el cual tuvo una motilidad del 274 con un
indice de descongslamiento del 86% (12 de 14, son 1ok
‘diluyentes de mejor actuacién para. con este parémetro.'

Cuande lta motilidad fue «calculada de manera
visual la siltuacién no varié mucho, porque siguid siendo
el diluyente de suero bovino al 34 el de  menor
efectividad, el suero bovino al 6% y el suero equino ‘al 3%
-fueron de los mis altos en el grupo homﬁgéneo, pero en
este caso correspondié al diluyente <on yema de husvo Ql

de mejor resultadoe a la descongelacién. No se  han

~encontrado evidencias_ anteriores con_el uso de este tipo.....

.de diluyentes para congelar espermatozoides equinos, por
la que no se puede:plantear una comparacion 91 respecto,
pern no es desconocido gue hasta ahora 1os’ experimentos
usando . yema - de - - huevo, en general, = resultan mas
. beneficiosws que con otra 'clase de diluyentes (Arns et al,
1987), por demads, motivo principal de esta investigacién.
En el cuadro & se puede notar que la velocidad no
-se  vié _tan afectada por el . procese de congelacidn-

+*“deseongelacisn. JEsto coincide con’ resultados obtenidos. de

“as




trabajos realizados en otras especies, de lo que se déduce
quE. lé diferencia es una pérdida normal (Amann et al,
1983; Jasko et al, 1993). Cuando se analiza el efecto de
los' diluyentes en descangelacidn 2 noka que la
computadora detecta gque el comportamiento de la yema. de
huevs provee al espermatuozoide capacidad de movilizarsé,més
radpido que algunos otros =~ diluyentes, aunqﬁe 7 las -
diferencias son sutiles, si bien son estadisticamente
significativas. En el mismo cuadro se puede apreciar que
éqhg}lns diluyentes que tuvieron los mejores (ndices de
ﬁo&ilidad, SPpe y SE3, fueron de los meneos eficientes en el
estudio de la veleocidad, pudiendo especular que dichos
componentes, si bien permitieron que se movilizaran mas
espermatoznides, estos ecpermatozoides. no  tienen major
viabilidad (referida porrla rapidez en su mﬁvimiento) que
los gue estan congelados en yema de huevo o albdmina

sérica bovina al 2%.

En el caso de la linealidad en el trayecto de los G

Eébérmﬁébzdides, la &omputado}a aeeerminb que las muestras
con yema de hueve se movilizaron mas’ linealmente rectas
que las demds, incluso que 1las del semen fresce,
presentandose ademas un ligero despunte del diluyente con
suere bovino al 6% Regresande: al - terrenc de las
espééulaciones, se podria comentar que debe haber algo en
la yema de huevo que permite una mejor "canalizacidn é
las  células, vias "de comunicacidén sin espacios parav
desviarse (Rikmenspoel; 1984; Watson, -1975).--Al igual - que

para los pardmetros anteriores, no se. encontrd -en la
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liﬁeratura resultados que incluyan el efecto de diluyentes
gobre  la linealidad, no obstaate, existen trabajos que
han informado una linealidad en posdescongelacion de & ¢
0.7, independientemente del diluyente utilizado para
cengelar, la cual concuerda con .lo hallado en este estudio
(Amann, 1987; Budworth et al, 19883).

Como se  comentd anteriormente, las muestras de
los tréfamientns estudiados no soportaron mas alla de los
10-15 minutos, a excepcidn de las muestres control, por lo
gue  sbélamepte a éstas se les hizo un sedquimiento, que
muestra que no hubo diferencia significativa en funcidén
del tiempo estudiadoe en ninguna de las varibles
consideradas, eso quiere decir que con este diluyente, el

) de yema de huevo, los espermatozoides subsist{evmn al
~ periodo de seis horas, ain cuando fueron sometidos a un
procesce de incubacién inapropiado: medio aercbio, falta de
obscuridad total y a temperatura ambiente (Mann, 1964;
Varner et al, 1991). Estas datos no difieren en su
contexto de cambios - en funcidén del tiempo de los
encontrados en la literatura en estudios re-fﬁz;déé tan;;”
caon - semen descongelade c¢omo con semen fresco diluido vy
almacenado a diferentesrtemperaturas, diluyentes, tasas de
enfriamiento, etc (Arns eb. él, 19877 Heiskanen et a;,
1987; Kayser et al, 1992; Klem et al, 1984; Kreyder et al,
1983, )
Haciendo un analisis global del presente estudio,

pareciera que el uso de la yema de huevo en el diluyente
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de congelécién del semen equinc sigue siende la mejor

alternativa, sin embargo, queda la interrogante de si en

‘lot  demAs. diluyentes en cuestién el porcentaje de

inclusién del inarediente principal era el adecuados, sobre

tode pgnsando en el aporte lipoproteics de leos sueres y la
albumina sérica bovina en comparacidn al de la yema de
huevof Todos les ingredientes tratados, en algin momento
del experimente demostraron que presentaban un beneficio,
pero par un lado no eran suficientemente consistentes como
la yema de hueve, y por otro lado, la merma encontrada en
el proceso de descongelacidén en alguncs casos, hace pensar
que se necesita profundizar en el estudio de las posibles
causas que motivaron esta pérdida de viabilidad
espermatica. Es menester proseguir en la consecucidn de,
{fracciones lipoproteicas y sus correspondientes
inclusiones en los diluyentes de congelacidn que
favorezcan aun mds la viabilidad del semen equino, pero

manteniendo los niveles de osmeolaridad adecuados  (Amann y

_Pickett, 1987), tanto mas porgue, en_estudios preliminares

(Jasko, 19332 se ha encontrade gue puede existir uwna
posible reaccién inmunoldégica por parte de la yegua hacia
la yema de huevo, por tener ésta un volumen considerable

an el momento de la inseminacidn.
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CUADRO 1

Andlisis de Correlacisn Simple entre las variables L
‘Motilidad, Velocidad, Linealidad y Concentracién Espermdtica .
B para los datos de semen fresco. A

MOT. VEL. LIN. : CONC

V1) S— ¥ = 0.7069 r = 0.2822 ¥ = -0.1910
p = 0.0047 p = 0.3283 p = 0.5131

[T T —— r = 0.6705 r = 0.0082
p = 0.0087 - p = 0.9779

LING . e r =  0.8861
: : : : p s 0.1728

Coeficiente de correlacién
Nivel de significancia
14

b I -
nna




CUADRO 2

'Analisié de Correlacidén Simple entre las variables

Motilidad, Velocidad,

Linealidad 'y Concentracidén Espermdtica

para los datos de los tratamientos estudiados

CONC.

MoT. VEL. LIN.
MOT. m——— r =-0.0317 v = 0.1528 r = 0.2723
p =0.8215 p = 0.2748 p = 0.0486
Y A e———— ¥ = 0.3905 ¢ =-0.2982
p = 0.0088 ‘p = 0.0301
LING T e e e - r ==0.3683
P = 0.0067

r = Coeficiente de correlacién
p. = Nivel de significancia
n =583 . N N




_ CUADRO 3

Andlisis de Correlacidn Simple entre las variables .
Motilidad evaluada por la computadora, Motilidad evaluada
visualmente 'y la Concentracién Espermatica de la muestra

. calculada por la computadora.

COMPUTADDRA VIsSuUAL CDNCENTﬁACIDN
' COMPUTADORA, ===—m r = 0.,8100 r = 0.0264
g = 0.0000 p = 00,8321

VISUAL . e

r =-0.1549
p = 0.2106

-

= Coeficiente de correlacién
p = Nivel de significancia
n =67 .

aB.




CUADRD 4

Evaluacién de la Motilidad realizada por la computadora
para los diferentes tratamientos en estudio,
: coma para el semen fresco.

n VIABLE MOTILIDAD
T ORIGINAL FOSDESCONGELACION (%t e.e.d
sF 14 14 60.51 * 3.67“
SE3 14 12 27.43 + 3.320€.
SEG 14 6 18.21 ¢ 4.70b¢
SB3 14 8 14,04 t 4.07¢
sBS 14 5 36.28 t 5.15Y
AS2 14 5 0,38 & S.150¢
AS3 14 3 33.08 £ 6.65PC

YH 14 14 29.39 + 3.070¢

Literales de renglén dxferentes var;an siunif:;ativamente.
_(P<O 01

F.STFs TESIS MO DEBE
SM!R DE LA BIBU(ITECA‘
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CHADRO 5

--Evaluacién de la Motilidad realizada visualmente para loé
-diferentes tratamientos en estudio, como para el semen fresco.

n VIABLE MOTILIDAD
TX DRIuINAL POSDESCONGELACLON (% % e

BF 14 14 57.85 & 2.74%
SE3 14 12 19.58 ¢ 2.97°¢
SE6 . 14 6 12.95 & 2,97°
SB3 14 9 12,91 +.2,97°
8B6 14 5 16.66 & 3.425¢
AS2 14 5 16.50 t 3,250¢
Asa 14 3 19.00 + 4.60bC
YH 14 14 29,85 t 2,740

“"Literales de renglén diferentes varian siunificativamente."
(P<0.001)




CUADRD &

Evaluacidn de la Velocidad para los diferentes tratamientos
en estudio, como para el semen fresco.

n n VIABLE VELOCIDAD
T ORIGINAL FOSDESCONGELACION (um/seg * e.e.)

sF 14 14 71.86 & 2,268
sear 14 1z S2.37 t 2.38°
SE5 14 [ 53.54 & 3.37°°C
SB3 14 8 49,07 + 2.92¢
SB6 14 5 45.85 & 3.69°
AS2 14 s 62.59 & 3.6920¢
As3 14 3 54.07 t 4,779%¢
YH 14 14 64.29 t 2.263b

Literales da renglan difereneeq varian sxgmncacivamante. .
(PL0.001Y" : : i e




CuADROD 7

Evaluaciéﬁ‘de la Linealidad para los diferentes trata@ientos
en estudio, como para el semen fresco.

. A ... nVIABLE LINEALIDAD

TX . ORIGINAL  POSDESCONGELACION (1 - 10 £ e.e.)
sF 14 14 4.33 ¢ o.31P
SE3 14 12 4.64 t 0,21P
SE6 14 6 4.07 + 0,44P
SB3 14 8 a.71 ¢ o.38P
886 14 s 5.12.1 0,483
asz 14 5 4,01 ¢ 0,489
Aga 14 3 4.04 ¢ 0,620

CYH AR M . 6.18 % 0.289

Literales de rengf&n diferentes varian sigﬁifi:aﬁlvaﬁéﬁfe.
(P€0.001) . " S i




CUADRD 8

Evaluacidén - de la Motilidad, Velocidad y Linaalidad
del semen diluido en yema de hueveo, en - funcién
del tiempo en posdescongelacidn.

© TIEMPG®  MOTILIDAD VELOCIDAD LINEALIDAD
(% ¢t e, (um/seg *.e.ey) (1 -~ 10 ¢ e,a8.)

1 29.39 & 2.66 64.29 + 2,13 6.18  0.19
2 34,20 t 2.66 60.55 & 2.12 5.38 £ 0.19
) 29.43 t 3.16 £0.69 * 2.54 5,37 % 0.23
4 29.13 + 4.94 57.84 + 3.97 5.4% t 0.38
S 34,16 t B5.53 58.76 t 4.44 5.72 ¢ 0.40
[

32.77 £10.95 74.02 £ B.60 7.33 ¢ 0.80

# El. tiempo entre cada evaluacién fue de 1 hora.
Para todos los anAdlisis (P>0,05).




FIGURA - §

AJUSTE DE LOS PARAMETROS DE MEDICIOM:

NUMERD DE CUADROS A ANALIZAR: © 15 1
NUMERD DE CUADROS PO~ SEGUNDO: € 30 3

MUESTEA MIMNTMA PARA MOTLLIDAD: [ 1 1
PIUES TRA MEpiMa PARAO VELOCILAD: ¢ 3 1 .

VELOCIDAD MAXIMA (um/segi:
VELOCIDAD MINIMA (pm/segl:
NIVEL UMBRAL DE GRIS: £S5 1

ESCALA PIXEL (pm/pixell: [ 1.376 1,
FACTOR DE DILUCION: L1
RANGO DE TAMAMND CELULAR (pixels): £ 151 . L0 60

(Aat et al, 1986; Palacios, 1393
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