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RESUMEN

El objetivo del presente trabaje fue evaluar el efecto de Ia filtracién de semen de carnero en
borosilicato, sobre la motilidad progresiva, las anormalidades primarias y secundarias asf
como la integridad del acrosoma. Se utilizaron doce eyaculados mezcla de tres carneros
recolectados por el método de Ia vagina artificial. Las muestras se diluyeron en partes iguales
{dilucién 1:1) en un diluente a base de leche con 8% de glicerol y otro a base de tris-yema de
huevo con 5% de glicerol, y se asignaron a los siguientes tratamientos:

Tratamiento 1.1. dilucién 1:1 de semen y diluente de leche, filtrados a través de una pipeta
Pasteur con 30 mg de boresilicato.

Tratamiente 1.2, dilucién 1:1 de semen y diluente de leche, filtrados a través de nna pipeta
Pasteur con 50 mg de borosilicato.

Tratamiento 1.3. dilucién 1:1 de semen y diluente de leche sin filtrar.

Tratamiento 2.1, dilucién 1:1 de semen y diluente de tris-yema de huevo, filtrados a través de
una pipeta con 30 mg de borosilicato.

Tratamiento 2.2, dilucién 1:1 de semen y diluente de tris-yema de huevo, filtrados a través de
una pipeta Pastenr con 50 mg de borosilicato.

Tratamiento 2.3, dilucién 1:1 de semen y diluente de tris-yema de huevo sin filtrar.

La filtracién se realizé en una estufa de cultivo & 37°C durante 5 minutos, el semen fue
recuperado en tubos gradoados de recoleccién. Después de la filtracién se registraron las
siguientes variables: volumen, motilidad progresiva; del semen filtrado se hizé en una
dilucién 1:100 en citrato de sodic al 2.9%. Para evaluar las anormalidades espermiticas y la
integridad acrosomal, se utilizd una dilucién 1:200 en solucion de Hancock-Eosina. La
concentracién se evaluo en la cdmara de Neubauer. La integridad del acrosoma se evaluo en
un microscopio de contraste de fases con un aumento total de 1000X. Para evaluar la
motilidad de los espermatozoides retenidos en el filtro, se lavé éste con 2 ml de citrato de
sodio al 2.9%.

El anilisis estadistico se realizb en base a un disefio factorial 2 X 2, con los factores diluente y
peso del filtro. Los datos expresados en porcentaje fueron transformados al arcosenc antes de
realizar el andlisis de varianza respectivo.

El porcentaje de espermatozoides motiles de )as muestras filtradas fue de 42.5% y 45.0%, y
fue superior al de la muestra sin filtrar, 32.5% (P< 0.03). Este aumento en ¢l porcentaje de
espermatozoides motiles se puede deber a que la mayoria de los que son retenidos en los
filtros son inmotiles por lo que en la poblacién resultante el mimero de motiles es mayor, Sin
embargo entre los diluentes no hubo diferencia.

La motilidad progresiva de 1a muestra diluida en Tris filtrada en 30 mg (41.7%) fue similar a
la muestra filtrada en 50 mg (45.8%) y a 1a muestra sin filtrar (30.0%); sin embargo se
encontré una diferencia significativa (P<0.04) entre los dos ultimos tratamientos. En relacién
al dilueate de leche no hubo diferencia entre las muestras filtradas y sin filtrar.

Se observé que la muestra diluida en Tris tuvo un mayor porcentaje de espermatozoides
normales, 87.6%, que la diluida en leche, 81.8% (P<0.02), y en relacion a los filtros no
existieron diferencias. En cuanto al porcentaje de anormalidades primarias, se observé que Iz
muestra diluida en leche tuve una mayor cantidad, 2.0%, que Iz muestra diluida en Tris,
1.4% (P<0.04). En relacién a los fiitros no hubo diferencia significativa en el porcentaje de
anormalidades primarias. También se observé que la muestra dileida en leche presents una



mayor cantidad de anormalidades secandarias, 16.2%, que la muestra diluida en Tris 11.1%
(P<0.004). En relacién a los filtros no se encontraron diferencias para esta variable.

No existieron diferencias significativas en el porcentaje de acrosomas rormales ocasionada
por el diluente o por la filiracién. En relacion a las alteraciones del acrosoma observadas,
tampoco existieron diferencias atribuibles 2l diluente empleado o a la filtracién, También se
observé que las muestras diluidas en Tris y en leche filtradas en 30 y 50 mg de boresilicato no
presentaron diferencias significativas en relacién a las muestras sin filtrar.

La motilidad promedio de la fraccién retenida en los filtros de las muestras diluvidas en Tris
fue 28.8% y para las diluidas en leche fue 27.5%. Estos valores no son diferentes entre si.
Tampoco existieron diferencias causadas por los filtros.

El porcentaje de espermatozoides normales encontrados después de la filtracién y en cada
diluente no fueron diferentes. En cuanto al porcentaje de anormalidades primarias y
secundzrizs en Iz fraccién retenida en los filtros, no se observaron diferencias significativas
debidas al efecto del diluente.



INTRODUCCION.

La filtracién del semen consiste en 1a separacién fisica de los espermatozoides motiles y no
motiles. Inicizlmente, la técnica de filtracién se reporté como un método para separar a los
espermatozoides vives y muertos (Bangham y Hancock, 1955; Maki-Laurila y Graham,
1968). Por lo general, la separacién resulta exitosa, fraccionando al semen en una porcién de
espermatozoides motiles que pasan a través del filtro y otra porcién de mpérmatozoid&c

inmotiles y/o muertos que son retenidos, independientemente del filtro utilizado.

Se ha sugerido practicar la filtracién del semen parz seleccionar una poblacién de
espermatozoides mds aptos para la fertilizacién, para concentrarlos, para reducir la
viscosidad del semen, y para remover particulas extraiias o espermatozoides aglutinades
(Paulson y Polakoski, 1977; Mﬁlrmor et al., 1980; Lechtzin ef al., 1991; Vyas ef al., 1991). La
finalidad principal de Ia filtracién del semen es tratar de aumentar su resistencia al proceso
de congelacién-descongelacién, sin embargo también se ha utilizado en el semen
descongelado (Salamon, 1987; Lechtzin &f al., 1991). La mayoris de los reportes de filtracién
y congelacibn de semen, sefialan que el semen filtrado soporta mejor la criopreservacién y
subsecuente descongelacién que el no filtrade (Fjallabrant y Ackerman, 1969., citados por
Krishnamurthi et al, 1983; Paulson y Polakoski, 1977; Chandrahasan e al., 1986); sin
embargo, esta resistencia solo se ha medido en base & 1a motilidad pre y poscongelacion, y son
pocas las pruebas de fertilidad realizadas con semen filtrade, Por otro lado, Shalgi et al.
{1981), seitalan que los espermatozoides filtrados, aunque mostraron excelente morfologia y
motilidad, su capacidad funcional se afecté negativamente. Esto es, no fueren capaces de

penetrar ovocitos in vitro. Asimismo, Fukui er al. (1983), ebservaron que el efecto de la



filtracién sobre la fertilizacion no fue significative, y que la tasa de fertilizacién in vitre

obtenida fue la mas baja de ese trabajo.

Los primeros filtros utilizados fueron las perlas de vidrio de diferente didmetro, y 1a fibra de
vidrie (borositicato). Salamon (1987), reporté que con el uso de los filtros anteriores, la
separacién de los ¢espermatozoides motiles e inmotiles fue incompleta o erritica. Asimismo,
Marmor ef al. (1980), reportaron que la fibra de vidrio no seleccioné a priori las formas mads
aptas para la fecundacién. Sin embargo, tales variaciones er los resultados se explican por la
gran cantidad de factores que intervienen en el proceso de filtracién, y que mas adelante se
trataran. No obstante, la fibra de vidrio es el filtro mis utilizado y actualmente sigue en uso
(Krishnamurthi et al., 1983; Chandrahasan et al., 1986; Vyas ef al., 1991). Otra alternativa,
también muy utilizada desde hace varios afos, el sephadex, ademss de separar a los
espermatozoides motiles de los no motiles, permite el paso de aquellos con acrosoma intacto y
retiene los alterados (Fayemi ef al., 1979; Lodhi y Crabo, 1984; Samper e al., 1988; Vyas e
al., 1991). Sin embargo, Landa & al. (1980), concluyeron gue la filtracion de semen en
sephadex no esta relacionada directamente al porcentaje de espermatozeides motiles en la
muestra de semen, o a [a integridad de la membrara acrosomica. Por otre lado, Graham y
Graham (1990), observaron grandes diferencias en ¢l porcentaje de espermatozoides motiles
antes y después de la filtracion, mientras que en la morfologia se vieron solo pequeifias

diferencias.

Considerando que la mayoria de los reportes de filiracion de semen son favorables a esta
prictica, cabe recomendar que se continie experimentando con la combinacién de los filtros

mis utilizades, fibra de vidrio-sephadex, como lo recomiendan Samper y Crabo (1988),



Ademés, recientemente se ha reportado que ¢l procedimiento de filtracién no es daiiino para
los espermatozoides y los procesos subsecuentes de capacitacién espermatica, reaccién
acrosomal, fijacién a la zona pelucida y fertilizacion in vitro tampoco se afectan (Lechtzin et
al., 1991). Finalmente, siguiendo las recomendaciones de Vyas et al, (1991), la filtracién de
semen puede ser utilizada como un procedimiento de rutina en bances de semen para

mejorar la calidad de los eyaculados, inicialmente pobres, de machos valiosos.

El semen de toros fue el primero, segan los reportes disponibles, en ser filtrado (Bangham y
Hancock, 1955). Quiz4, por ser la especie en que la inseminacién artificial ha alcanzado su
mayor desarrolio y difusién. La mayor cautidad de los reportes disponibles sobre filtracion,
son con semen de bovino, y se han utilizado en orden de importancia los siguientes filtros:
fibra de vidrio, sephadex, y perlas de vidrio (Krishnamurthi ef al,, 1983; Lodhi y Crabo,
1984; Chandrahasan ef al, 1986; Graham y Graham, 1990). En porcinos y equinos, especies
en que la congelacién afecta severamente al semen, la filtracién se ha realizado
principalmente con sephadex, buscando faverecer la motilidad progresiva y el porcentaje de
acrosomas intactos (Fayemi et al., 1979; Samper y Crabo, 1988; Samper et al., 1988).

Las especies de animales de laboratorio, cuyo semen se ha filtrado, incluyen al ratén
(McGrath et al, 1977; Lechtzin e al., 1991), la rata (Shalgi e al, 1981), y al conejo
{Guerrero, 1981). En estas especies se han hecho pruebas de fertilidad in vitro
principalmente, para probar el semen filtrado. En pequeiios rum'inntes, son muy escasos los
reportes. Landa ef al. (1980), filtraron semen de ovino en sephadex, y Trejo ef al. (1986),
semen de caprino en borosilicato. La finalidad principal de los trabajos anteriores ha sido
mejorar la criosobrevivencia y criointegridad del semen, En contraste, Salamon (1987),

recomienda 1z filtracién de semen de carnero a la descongelacion.




E) primer reporte disponible, en que se uso la fibra de vidrio como fltro para semen, lo
hicieron Maki-Laurila y Graham (1968), con semen de toro. Desde entonces, se ha usado
continuamente sobre todo en bovinos (Krishnamurthi ¢t al., 1983; Chandrahasan ef al,, 1986;
Vyas et al., 1991). Comparando el filtro de fibra de vidrio contra sephadex, poliacrilamida, y
gel de silice, Lodhi y Crabo (1984) encontraron que el primero fue el mds efectivo en atrapar
espermatozoides muertos, y que el porcentaje de espermatozoides que pasé a través de este
filtro fue estadisticamente menor gue en los otros tres filtros. Krishnamurthi ef al. (1983},
observaron que el 61% de los espermatozoides retenidos en el filtro estaban muertos. El
semen de caprino también ha side filtrado en borosilicato obteniéndose una importante

reduccién en el porcentaje de anormalidades secundarias (Trejo et ak, 1986).

El peso del filtro parece ser la variable més importante cuando se usa borosilicato. Paulson y
Polakoski (1977), recomiendan utilizar de 20 a 60 miligramos de boresilicato en los filtros.
Los reportes disponibles, manejan de 20 a 100 miligramos, con buenos resultados (Vyas et
al., 1991). La altura de la columna que forma el filiro varia de 2 a 6 centimetros (Lodhi y
Crabo, 1984; Chandrahasan ef al., 1986), y el didmetro de la fibra, que reportan Fukui ez af,
(1983), es de 10 & 12 micrémetros. La mayoria de los reportes sobre filtracién sefialan la
dilucién previa del semen. Los diluentes a base de Tris-yema de huevo o Test-yema de huevo
se han utilizado frecuentemente, asimismo el citrato de sodio y 1a leche descremada (Landa et
al., 1980; Samper ¢ al., 1988; Lechtzin ef ql., 1991). Los azucares adicionados al diluente, que
se reportan son: fructuosa, glucossa, y lactosa (McGrath ef al., 1977; Lodhi y Crabo, 1984).
Otros diluentes menos utilizados son la solucién salina y 1a solucién de Ringer (Bangham y
Hancock, 1955; McGrath et al., 1977). En otros casos, se han usado medios especificos como

fluido folicular bovino, medio de fertilizacion de rata, medio tyrodes, y fluido tubal humano;



utilizados con semen de toro, de rata, de caballe, y de hombre, respectivamente (Fukui er al.,

1983; Shalgi ef al., 1981; Samper y Crabo, 1988).

Por lo general, . la filtracién se ha hecho por gravedad, colocando los filtros en posicion
vertical, y permitiendo que la muestra fluya libremente (Marmor et al., 1980; Krishoamurthi
et al., 1983). Los espermatozoides motiles dentro del fiitro se orientan hacia abajo debido a L
faerza de gravedad, mientras que los muertos flotan debido a que perdieron su poder de
orientacién (Roberts, 1972, citado por Chandrahasan et al.,, 1986). Por otro lado, Maki-
Lagrila y Graham (1968), utilizarou presién negativa para filtrar semen de bovino en fibra de
vidrio. El volumen de semen diluido a filtrar, varia de acuerdo al tipo de filtro elegido. Con
semen diluido de ratén, ¢l volumen que se ha reportado varis de 1.0 a 1.3 ml (McGrath ef al,,
1977; Lechtzin ef al, 1991). Para semen de nu; se utilizé de 1.5 a 1.8 mli (Shalgi ef al, 1981),
y para semen de bovino diluido a una tasa de 1:200, se puso a filtrar 10 ml de esa suspensién
(Bangham y Hancock, 1955). El filtro utilizado en los trabajos mencionados fue de perias de
vidrio. Los trabajos de filtracién de semen a través de sephadex, por lo general manejan un
bajo volumen de semen diluido. Con semen de verraco y toro se colocd en el filtro 0.1 ml
(Fayemi et al., 1979; Lodhi y Crabo, 1984). Por otro lado, Guerrero (1981), utilizé 3.0 ml de

semen de conejo diluido y realizé doble Gltracién.

E!l manejo del filtro antes de ser utilizado, esta encaminado a favorecer el pasc de los
espermatozoides, evitando cambios bruscos de temperatura y posibles contaminaciones. El
filtro de fibra de vidrio puede ser lavado con alcohol y agua destilada, o ser esterilizado a
180°C por 30 minutes (Marmor ef al., 1980; Chandrahasan ef al., 1986). Marmor et al.

(1980), compararon la eficiencia de la filtracién del filtro seco contra dos filtros embebidos



con distintas soluciones tampon, y observaron que la motilidad de los espermatozoides
filtrados a través del filtro embebido con medio tyrodes, fue mucho mayor que la motilidad

de los filtrados a través del filtro seco, y del filtro embebido en medio PBS (solucién buffer

fosfato),

La utilizacién de las técnicas anteriores en el mejoramiento de la calidad del semen destinado
a ser empleado en inseminacién artificial motivé 1a realizacién de este trabajo, ademas de

contribuir a elevar la fertilidad con el uso del semen descongelado y filtrado.
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OBJETIVOS.

Los objetivos del presente trabajo son evaluar €l efecto de la filtracion de semen de carnero,
sobre la motilidad progresiva, el porcentaje de las anormalidades primarias y secundarias

asi como la integridad del acrosoma antes y después de la filtracién.
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MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo se realizé en el Modulo de Ovinos y en el laboratorio de Reproduccién

Animal de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitidn.

Se utilizaron doce eyaculados mezclados de tres carmeros: dos de la raza Rambouillet y uno
de la raza Suffolk con una edad promedio de cinco aiios, los cuales se asignaron a diferentes
tratamientos.

Cada muestra consistié de 6 mililitros de semen fresco recolectado por el método de la
vagina artificial, el cual se diluyé en partes igusles (dilucién 1:1) en un diluente a base de
leche con 8% de glicerol (Corteel, 1981), y otro a base de tris-yema de huevo con 5% de

glicerol (Evans y Maxwell, 1987).

La filtracién se realizb en pipetas Pasteur de 14.5 cm de longitud y 0.6 cm de didmetro
interno. El borosilicato se compactd a una alturs de tres centimetros, el didmetro de las fibras
de borosilicato fue de 20 micrémetros. Inmediatamente después de 1a recoleccién se realizd 1a

dilucién del semen. Enseguida se procedié a filtrar el semen.

Los tratamientos experimentales fueron los siguientes:

Tratamiento A: dilucién 1:1 de semen y diluente de leche, filtrados a través de una pipeta
Pasteur con 30 mg. de borosilicato.
Tratamiento B: dilucion 1:1 de semen y diluente de leche, filtrados a través de una pipeta

Pasteur con 50 mg. de borosilicato .
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Tratamiento C: dilucién 1:1 de semen y diluente de leche sin fittrar.

Tratamiento D: dilacién 1.1 de semen y diluente de tris-yema de huevo, filirados a través de
uns pipeta con 30 mg de borusilicato.

Tratamiento E; dilucién 1:1 de semen y diluente de tris~-yema de hueve, filirados a través de
una pipeta Pasteur con 50 mg de borosilicato.

Tratamiento F: dilucién 1:1 de semen y diluente de tris-yema de huevo sin filirar.

Al semen recolectado se le evalué la motilidad progresiva, en una dilucion 1:100 en

citrato de sodio al 2.9%, con un microscopio compuesto con un aumento total de 100X.

La filtracién se realizé por gravedad en una estufa de cultive a una temperatura de 37 °C
durante 5 minutos, el semen se recuperd en tubos graduados de recoleccién. Después de la
filtracidn, se midieron las siguientes variables:

a) Volumen antes y después de la filtracién.

b) La motilidad progresiva del semen filtrado se evalud en una dilucién 1:100 en citrato de
sodio al 2.9% en un microscopio compuesto ton un aumento total de 100X en portaobjetos
calentados a 37°C.

c) Para evaluar las anormalidades ¢ integridad acrosomal, se utilizé una dilucidn 1:2060 en
solucién de Hancock-Eosina.

d) La concentracion se evalud en la cdmara de Neubauer.

¢) Las anormalidades espermaticas se clasificaron en primarias y secundarias, de acuerdo a
Moss et al. (1979).

g} La integridad del acrosoma, se evalud en un microscopio de contraste de fases con un

anmento total de 1000 didimetros, utilizando la clasificacion propuesta por Wells y Awa
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(1970).

h) Para evaluar la motilidad de los espermatozoides retenidos en el filtro, se lavo el filtro con

2 ml de citrato de sodio al 2.9%.

Andlisis estadistico.

El anilisis estadistico se realizé en base a un disefio factorial 2 X 2, con los factores diluente

y peso del filtro (Smedecor y Cochran, 1971). Los datos expresados en porcentaje fueron

transformados al arcoseno antes de realizar el andlisis de varianza respectivo.
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RESULTADOS.

El porcentaje de motilidad progresiva en base al diluente y al filtro se muestra en ¢l cuadro
1, Se puede observar en este cuadro que la motilidad de las muestras filtradas: 42.5% y
45.0%, fue superior a la de la muestra sin filtrar: 32.5 (P< 0.03). Sin embargo entre los

diluentes no hubo diferencia.

En el cuadro 2, se muestra el porcentaje de motilidad progresiva en base a la interaccién del
diluente por el filtro, observindose que la motilidad progresiva de la muestra diluvida en
Tris filtrada en 30 mg (41.7%) fue similar a la muestra filtrada en 50 mg (45.8%) y a la
muestra sin filtrar (30.0%); sin embargo, si se encontré una diferencia significativa (P < 0.04)
entre los dos ultimos valores. En relacién al diluente de leche, no hubo diferencia entre las

muestras filtradas y sin filtrar.

En el cuadro 3, se presenta la morfologia normal y las anormalidades en base al diluente y
al filtro. Se observé que la muestra diluida en Tris tuvo mayor porcentaje de
espermatozoides normales, 87.6%, que la diluida en leche, 81.8% (P<0.02), y en relacién &
los filtros no existieron diferencias. En cuanto al porcentaje de anormalidades primarias, se
observd que 1a muestra diluida en leche tuvo una mayor cantidad, 2.0%, que la muestra
diluida en Tris, 1.4% P<0.04). En relacién a los filtros, no hube diferencia significativa en el
porcentaje de anormalidades primarias. También se observé que la muestra diluida en
leche presenté mayor cantidad de anormalidades secundarias (16.2%) que la muestra diluida
en Tris (11.1%) existiendo una diferencia significativa ( P<0.004). Ena relacion a los filtros,

no se encontraron diferencias.



15

En el cuadro 4 se presenta el porcentaje de acrosomas normales, hinchados, rotes y ausentes
en base al diluente y al filtro. En este cuadro se puede observar gue no existié diferencia
significativa en el porcentaje de acrosomas normales ocasionada por el diluente o Ila
filtracién. En relacién a las alteraciones del acrosoma observadas, tampoco existieron

diferencias atribuibles al diluente empleado o a la filtracién.

En el cuadro 5 se presenta la concentracién espermstica en base a la interaccién del diluente
por el filtro. En este cuadro se puede observar que Ins muestras diluidas en Tris y en leche

filtradas en 30 y 50 mg de borosilicato, y sin filtrar no presentaron diferencias significativas.

La motilidad de la fraccién retenida en los filtros se presenta en el cuadro 6. La motilidad
promedio para las muestras diluidas en Tris fue 28.8 + 2.21% y para las dilnidas en leche fue
278 + 2.21%. Estos valores no son diferentes entre si. Tampoco existieron diferencias

causadas por los filtros.

El porcentaje de espermatozoides normales y anormalidades espermiticas observadas en la
fraccién retenida en los filtros se presenta en el cuadro 7. El porcentaje de espermatozoides
normalles encontrados después de Ia filtracién y en cada diluente no presentaron diferencias
significativas entre ellas. En cuanto sl porcentaje de anormalidades primarias y secundarias
en la fraccién retenida en los filtros, se observd que la relacién de los diluentes Tris y leche

con los filtros no presentaron diferencias significativas.



CUADROS DE RESULTADOS.

Cuadro 1. Porcentaje de motilidad progresiva en base al diluente y al filtro,

Diluente Media Error Esténdar
Tris 9.2 2.62
Leche 40.8 2.62
Filtros

30mg 425 a .u
S0mg 45.0a .

sin filtrar 325b .2

Letras diferentes indican diferencias significativas(p< 0.03)



Cuadro 2. Porcentaje de motilidad progresiva en base a la interaccion del diluente

por ¢l filtro.
Diluente
Filtro Tris Leche
media + e.e. media + e.e.
30 mg 41.7 + 454 ab 43.3+454a
50 mg 458+ 4542 442+ 454a
sin filtrar 300+454 b 35.0+4.54ab

Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0.04)

17

vt Ar dmam s M e



19

Cuadro 4. Porcentaje de acrosomas normales, hinchados, rotos ¥y ausentes en base al diluente

y al filtro,

Estado del acrosoma
Diluente normal hinchado roto ausente
Tris 854+ 0.80 8.6 = 0.41 49 + 038 1.1+0.22
Leche 84.6 + 0.83 8.2 £ 0,42 59+ 039 132023
Filtros
30mg 85.2+ 0.99 8.0 £ 0.50 85+ 047 1.3+ 0.27
S0mg 853103 831052 83+£050 1.1+0,28
sin filtrar 84.4+0.99 8.8 £ 0.50 55+047 1.3+£0.27

Los valores son media + e.c.
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Cuadro 5. Concentracién espermética (miles de millones por mililitro) en base al diluente y al
filtro.

Diluente
Filtro Tris Leche
30 mg 4217.8 + 35291 37353+ 38291
50 mg 4206.2 & 382.91 31885,7 + 38291
sin filtrar 3976.2 + 382.91 3898.7 4+ 382.91

Los valores son media + e.e.
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Cuadro 6. Motilidad de la fraccién retenida en los filtros en base al diluente y al filtro.

Diluente Media Error estindar
Tris 28.8 2.21
Leche 27.5 2,21
Filtros

30mg 28.6 2.22
S0mg 277 222
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Cuadro 7. Porcentaje de espermatozoides normales, anormsalidades primarias y secundarias
en Ia fraccién retenida en los filtros.

Espermatozoides Anormalidades
normales

primarias secundarias
Diluente
Tris 79.0+ 1.93 3.4+ 045 17.6 £ 1.73
Leche 76.3 £ 1.97 33+ 046 205177
Filtros
30mg 7.7+ 1.93 332045 19.0 £ .73
S0mg 776+ 1.97 3.4+ 0.46 9.1 £ 1.77
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DISCUSION.

Los resultados de motilidad progresiva encontrados en este trabajo: 43% en semen filtrado
¥ 32.5% en semen sin filtrar, son similares a los reportades por Laada ef al. (1980), que
sefialan un valor de 55% en semen fresco de ovino filtrado a través de sephadex. En este
caso, el tipo de filtro utilizado no fue determinante en la diferencia. Por su parte, Trejo ef
al. (1986), reportan un valor de 54% de motilidad progresiva en semen de caprino filtrade
en borosificato. Los trabajos realizados con semen de bovino, filtrado a través de borosilicato,
por lo general indican mejoras notables en la motilidad progresiva. Chandrahasan ef al.
(1986), reportan que el semen con 77.5% de motilidad antes de filtrado aumento a 87.2%

después de filtrado.

Las diferencias e¢n la morfologia espermaitica observadas en ¢l presente trabajo, atribuibles
al diluente utilizado, son contradictorias a lo reportado por otros antores. Pefia y Melesio
(1984), no encontraron diferencias en ¢l porcentaje de anormalidades primarias y
secundarias en ¢l semen fresco, ni entre diluentes: Tris, glucosa y lactosa. Sin embargo, en
un trabajo similar al presente se observé que el porcentaje de anormalidades también fue
diferente por el efecto del diluente (Medrano, 1993). Las observaciones anteriores
probablemente fueron causadas por un aumento en el porcentaje de anormalidades
terciarias, causadas por el diluente, y que no se distinguieron de las secundarias (Hafez,

1987).

En otro tipo de trabajos con semen de bovine, filirado 2 través de sephadex, se reporta un

aumento en el porcentaje de cabezas espermiticas desprendidas. Se observd en el semen pre-
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filtrado 8.3% de ellas, mientras que en el semen filtrado con citrato de sodio aumentd a
15.2%, vy s¢ mantuvo sin cambio significativo en el semen filtrado con Test-yema de huevo,
10.9% (Graham y Graham, 1990). En estas observaciones queda manifiesto el papel del
diluente utilizade. En el presente trabajo, existib diferencia entre ef porcentaje de
anormalidades primarias y secundarias del semen diluido en Tris y del diluido en leche (1.4%

vs 2.0% y 11.1% vs 16.2% respectivamente).

En lo referente al efecto de la filtracion sobre la cantidad de anormalidades espermiticas,
Trejo et al. (1986), reportan 8. 5% de anormalidades secundarias en semen de caprino
fittrado a través de borosilicato, y 14. 5% en el semen sin filtrar. En el presente trabajo de
tesis se encontrd un valor de 13. 5% para el semen filtrado y 14, 3% para ¢l grupo testigo sin
filtrar. En contraste, Marmor ef al, (1980), no ebservaron cambi.os en ¢l porcentaje de
anormalidades, en semen de humano, entre el semen filtrado y el sin filtrar. Concluyen estos
autores, que la fibra de vidric no selecciona a priori las formas mis aptas para la

fecundacion.

En trabajos de filtracién de semen de bovino a través de borosilicato, siempre se reporta una
disminucién significativa en el porcentaje de anormalidades espermiticas. Krishnamurthi e
al. (1983), observaron 19.8% de anormalidades antes de la filtracién, y 10.2% después. En
cambio en el presente trabajo, el porcentaje de anormalidades en el semen sin filtrar fue

15.6% y en el filtrado 15.3%.

En relacién al diluente empleado, en el presente trabajo no se encontré diferencia en el

porcentaje de acrosomas dafiados entre el semen diluido en Tris (14.6%) y el diluido en leche
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(15.4%); esta misma tendencia e¢s reportada por Bernabe y Tello (1985), y por Landa er al.
(1980), este iltimo trabajo realizado con semen de bovino. Sin embargo, Peiia y Melesio
(1934), y EF-Gaafary (1990), observaron menor dafio cuando se utiliza un diluente a base de

Tris que a base dée lactosa.

En cuanto al efecto de la filiracién sobre el porcentaje de acrosomas intactos, Landa ef af,
(1980), reportan 74.7% en semen fresco de ovino filtrado a través de sephadex. El valor que
se obtuvo en ¢l preseate trabajo de tesis fue de 85.2%, que es ligeramente superior al anterior

pero con un filtro diferente.

En el presente trabajo no existieron diferencias en cuanto a concentracién se refiere. Aunque
en relacién a trabajos de filtracibn de semen de bovino, a través de borosilicato, la
disminucién de la concentracién varia desde 8% hasta 59% (Lodhi y Crabo, 1984;

Krishnamurthi ef 4l., 1983; Chandrabasan et alf., 1986).

Otro factor que interviene en la disminucién de la concentracién, es la dilucién empleada.
Samper ef al. (1988), sefizlan una disminucién de 52% cuando se usa una tasa de dilucién
de 1:10, 63% con una tasa de 1:4, y 68% con 1:1. La motilidad de los espermatozoides
retenidos en los filtros, encontrada en ¢l presente trabajo fue 27.6% en promedio, este

valor ¢5 similar al reportado por Trejo ef al . (1986), 26%, con semen de caprino.

El porcentaje de anormalidades secundarias reportado por Trejo et al. (1986), de Ia
fraccibn de semen que es retenida en los filtros, es similar al observado en el presente

trabajo, 16. 8% y 19, 0% respectivamente.
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CONCLUSIONES.

Las principales variaciones en fa motilidad progresiva del semen fueron causadas por el

efecto del filtro.

La morfologia espermitica no se afecto por la filiracién, pero si por el diluente.

La integridad del acrosoma no fue afectada por el tratamiento del semen,

La concentracion espermatica no disminuyé después de la filtracion en borosilicato.

Se recomienda proseguir con los trabajos de filtracién de semen en borosilicato de diferente
didmetro o con otro tipo de filtros para establecer la mejor opcidn en cuanto a la retencién

de los espermatozoides menos aptos en términos de motilidad progresiva y morfologia, y

en consecuencia seleccionar una poblacién con mayor capacidad para 1a fertilizacién.
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