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RESUMEN

Moran, K.; Diaz, M. 2006. Aplicacién de la Prueba de Resistencia Hiperosmotica (PRH)
para predecir la congelabilidad del semen bovino. Proyecto Especial del Programa de
Ingeniero Agronomo de la Carrera de Ciencia y Produccion Agropecuaria. Zamorano,
Honduras. 15 p.

Un grupo de pruebas de funcionalidad espermatica que ha centrado un gran interés por su
simplicidad y su valor predictivo son las de resistencia osmética. El objetivo del presente
estudio fue evaluar la aplicabilidad de la Prueba de Resistencia Hiperosmética (PRH) para
predecir la congelabilidad del semen bovino. Este estudio se realizo6 en el centro de recria
Bull Semen JR®, estado del Zulia, Venezuela. El semen de cada toro fue recolectado
mediante una vagina artificial, del eyaculado se tomé una muestra de 200 microlitros (uL)
pararedizar laPRH y de cada eyaculado se evaluo una pajuela descongelada. Las muestras
seminales fueron sometidas a una solucion hiperosmotica (1169 mOsm) por 10 minutos,
luego pasd a una solucion isosmotica (289 mOsm) por 5 minutos. Se realizaron frotis de
cada solucion con eosina nigrosina para analizar la vitalidad (%) y las alteraciones
acrosomicas (%). Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA). Para el analisis de
los datos se realizo un analisis de varianza y separacion de medias, en los valores donde se
encontraron diferencias se aplico el procedimiento Diferencias Minima Significativa
(DMYS) y serediz6 un analisis de correlacion entre tratamientos en el programa estadistico
“Statistical Analysis System”; el nivel de significancia exigido fue P<0.05. Se encontraron
diferencias a comparar la vitalidad del semen sometido ala PRH (34.71% + 9.95) con €
porcentgje de vitalidad pos-descongelado (60.43% =+ 9.28). Las diferencias encontradas
entre las alteraciones acrosomicas del semen descongelado y el semen sometido al PRH
fueron significativas, obteniendo valores de 35% =+ 6.37 y 46.28% =+ 7.52 respectivamente.
Lo anterior indica que la PRH causd un dafo adicional en el acrosoma de 32% en
comparacion con el proceso de congelacion-descongelacion. En ambas variables no se
encontraron diferencias significativas en €l analisis de correlacion. Se concluyé que bajo las
condiciones de este estudio, la PRH no predice la congelabilidad del semen bovino.

Palabras clave: Alteraciones acrosomicas, hiperosmotico, isosmotica, vitalidad.
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1. INTRODUCCION

Desde que Polge en 1949, descubrio fortuitamente las propiedades crioprotectoras del
glicerol, la congelacion seminal se ha convertido en una técnica con crecimiento
exponencial a nivel mundial, acelerando € progreso genético, optimizando el uso de
reproductores y reduciendo € riesgo de enfermedades de transmision sexual a través de la
Inseminacion Artificial (IA). El glicerol es el agente crioprotector (ACP) mas utilizado para
espermatozoides y otro tipo de células o tejidos (Papayota ef al. 1998), aunque en semen ha
demostrado tener efectos adversos en la calidad y fertilizacion espermatica al descongelar
(Bower et al. 1973; Correa et al. 1997), no obstante reportes indican que e dafio en las
células espermaticas producidos por los procesos de adicion o remocion del glicerol, son
causa de estrés osmotico mas que de toxicidad quimica (Frim y Mazur 1983).

En la IA de semen descongelado los ACPs tienen una gran importancia, ya que son
cruciales para la obtencion de una dosis seminal de excelente calidad. El semen
criopreservado de toros ha venido usandose desde 1950 para la inseminacion en hatos
(Hammerstedt ez al. 1990; Foote y Parks 1993) y desde entonces se han utilizado diferentes
medios con distintas concentraciones de glicerol, tiempos de equilibracion y condiciones de
enfriamiento y se ha encontrado €l uso de ACPs efectivo para la crioproteccion de semen
de toros. Sin embargo, los protocolos de criopreservacion causan crioinjuria y muerte
espermatica en un 60 al 70% (Liu y Foote 1998; Watson 2000).

Es por esto que se debe entender y conocer las bases fundamentales de las propiedades
criobiologicas que estas células necesitan, incluyendo sus limites de resistencia osmotica y
larespuesta ala adicion y extraccion de ACPs permeables, ya que los repetidos cambios en
las soluciones osmolares pueden originar una gran pérdida de la integridad funcional, tal
como & movimiento espermatico, o incluso la muerte de la célula sin pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica. A pesar de que se han realizado muchas
Investigaciones basadas en la criopreservacion del semen bovino, las propiedades biofisicas
y osmoticas no han sido rigurosamente investigadas, sin embargo, Paquignon et al. (1986)
y Hammit y Martin (1989) demostraron que no solo el medio de congelacion influye en la
calidad de la dosis seminal, puesto que de igual forma afectan €l tiempo de enfriamiento y
el tipo de amacenamiento.

LalA esunatécnica de reproduccion asistida, que consiste en laintroduccion de una dosis
de semen fresco o descongelado en el aparato genital de una hembra fértil, siendo un punto
critico en el uso de esta biotecnologia, la adecuada evaluacion de la capacidad fecundante
de los espermatozoides (Anzar y Graham 1995), ya que, es esencia determinar la fertilidad
potencial del macho y constituye un elemento fundamental para detectar la infertilidad
o subfertilidad de los mismos, producida por diversos factores que afectan a la calidad



seminal, como pueden ser deficiencias alimenticias, condiciones sanitarias, de mangjo y
ambientales.

Lavaloracion de la calidad seminal, tanto para la IA, como a nivel de investigacion, estan
sufriendo un constante y dinamico desarrollo para intentar estimar con mayor precision la
fertilidad de los machos reproductores. Sin embrago, la evaluacion seminal clasica, como
se ha venido realizando, posee un factor subjetivo, hecho demostrado debido a que la
correlacion entre motilidad espermatica estimada visualmente y la fertilidad es
generalmente baja, tanto para semen fresco (Anderson et al. 1980) como para € congelado
(Cochran et al. 1983; Amann et al. 1987), por lo que, desde hace algin tiempo se ha venido
buscando la manera de eliminar esta subjetividad e introducir un analisis sencillo, pero con
mayor objetividad, que pudiera valorar simultaneamente todas las cualidades fecundantes
del maximo ntimero posible de espermatozoides.

En la actualidad, un grupo de pruebas de funcionalidad espermatica que ha centrado un
gran interés por su simplicidad y su valor predictivo son las de resistencia osmotica. Estas
pruebas se basan en los estudios de Drevius y Erikson (1966), quienes mostraron la
capacidad del semen de toro, congjo y hombre para captar agua de un medio hiposmotico.
Bajo condiciones fisiologicas, el plasma seminal presenta una presion osmotica de unos
300 mOsm/Kg, y cuando se somete alos espermatozoides a un medio en € que hay una
variacion de dicha presion, éstos responden ante ella intentando equilibrar el desfase
osmatico habido entre e interior de la célula y el medio; asi, si éste presenta una presion
mas baja (hiposmotico), las células espermaticas incorporaran agua del medio a su interior,
mientras que S la presion es mayor (hiperosmotico), liberaran agua del interior a medio
externo (Gonzalez 2002).

Las soluciones hipertonicas pueden afectar la integridad de la membrana plasmatica y la
motilidad del espermatozoide, aunque la pérdida de motilidad en el medio hipertonico no es
un indicador de muerte celular pero la ruptura que se puede ocasionar en la membrana
plasmatica es claramente asociada con la pérdida de viabilidad celular (De Leeuw et al.
1993).

Esta problematica nos conduce a buscar pruebas alternativas que evaluen la capacidad de
los espermatozoides de resistir € estrés osmotico al cual son sometidos durante el proceso
de congelacion, ademas de que el fendmeno del estrés osmotico puede ser usado para medir
el comportamiento del espermatozoide a condiciones osmoticas (Papayota et al. 1998).
Todo esto ha llevado a implementar una Prueba de Resistencia Hiperosmoética (PRH) que
evalia el estado en que se encuentra el acrosoma, ademas de la viabilidad del
espermatozoide a contactar con una solucion isosmotica luego de haber estado sometido
por un periodo de tiempo corto a una solucion hiperosmotica.

Basados en lo anterior esta investigacion tuvo como objetivo general evaluar la
aplicabilidad de la Prueba de Resistencia Hiperosmoética (PRH) para predecir la
congelabilidad en semen bovino y como objetivo especifico comparar e porcentge de
vitalidad y de acrosomas anormales obtenidos en la evaluacion del semen fresco y
descongelado con aquellos obtenidos luego de aplicar la prueba de resistencia
hiperosmotica.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 LOCALIZACION

Las muestras seminales se obtuvieron entre los meses de marzo a abril del 2006,
provenientes de 14 toros (Cuadro 1), pertenecientes a Centro de Recria Bull Semen JR®,
que se encuentra ubicado en una zona agroecologica de bosque seco tropical, con
temperatura promedio de 28°C y precipitacion anual entre 1040 y 1100 mm; situado en el
Distrito Perija, Estado Zulia, Venezuela.

Los frotis fueron analizados en € laboratorio de Espermatologia de la Unidad de
Investigacion en Produccion Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad del
Zulia, Venezuela
2.2 ANIMALES

Se evaluaron 14 toros puros y mestizos (Cuadro 1), sexualmente maduros y de reconocido
valor genético.

Cuadro 1. Descripcion de las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los toros donantes
del semen sometido ala Prueba de Resistencia Hiperosmotica.

Identificacion Composicion Racial Edad (anos) Peso (kg)
238 % Brahman 3z Pardo Suizo 6 990
489 %, Brahman %2 Holstein 4 900
900 % Brahman 3z Pardo Suizo 5 950
985 Brahman rojo 7 1180
103 Brahman rojo 6 920
267 Mestizo Holstein Rojo 3 800
260 Holstein Rojo 3 620
249 Pardo Suizo 5 970
39/0 Brahman rojo 6 1030
271 % Brahman % Pardo Suizo 3 960
268 % Pardo Suizo % Criollo Venezolano® 3 750
198 %s Pardo Suizo 3 Criollo Venezolano 8 1035

234/2 Brahman 4 900
258 Mestizo Holstein Rojo 4 710

®Tipo Carora



2.3 ALIMENTACION Y MANEJO

El mangjo de los toros consistio en la estabulacion individual durante el dia y su
alimentacion base comprendia el pastoreo nocturno en potreros individuales con Cynodon
nlemfuensis y € suministro durante € dia de 16 kg de heno picado de pasto Guinea
(Panicum maximum) y 6 kg de alimento concentrado. Todos los toros fueron mantenidos en
las mismas condiciones de alimentacion, sanidad y ambiente.

2.4 PARAMETROS DE INCLUSION

Toros:
e Condicion corporal de 2.5 a4, en escalade 1 a5.
e Libres de enfermedades infectocontagiosas (Brucelosis, Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina, Diarrea Vira Bovina, Leptospira, Tuberculosis).

Semen:
e Motilidad masal >3 en escalade 1 a 5.
e Motilidad individua > 60%.
e Volumen entre 4-9.5 mL
e Concentracion > 500 millones de espermatozoides/mL
e Vitalidad > 62%.

2.5 METODOLOGIA
2.5.1 Equipo de laboratorio

Microscopio (Nikon Labophot, Revelation [11%)

Bafio Maria (YCW-035")

Microcentrifuga (Mini Spin Plus Eppendorf®)

Platina con temperatura regulable (Electrovet, Osaka OK 51%)
Medidor de concentracion (IMV Micro-Reader 1%)

2.5.2 Reactivos, soluciones y medios

Solucion Isosmotica (289 mOsm)
Citrato de Sodio 1.6 g
Agua destilada 50 mL

Solucion Hiperosmotica (1169 mOsm)
Fructuosa 2.70 g

Citrato de Sodio 1.47 g

Aguadestilada 100 mL



Solucion de eosina-nigrosina para evaluar la vitalidad y la morfologia de los
espermatozoides

Eosina0.7 g

Nigrosinal0g

Buffer tartrato/fosfato/glucosa

2.5.3 Recoleccion del semen

El semen de cada toro fue recolectado mediante una vagina artificial, de un eyaculado de
cada toro se tomo una muestra de 200 uL para redizar la PRH y de cada eyaculado se
evaluo una pajuecla descongelada. Las pauelas de 0.54 mL a evaluar tenian una
concentracion promedio de 30 x 10° espermatozoides.

2.5.4 Evaluacion de las caracteristicas seminales

Concentracion espermatica (CONC). Se determind mediante el aparato electronico IMV
Micro-Reader®, que mide el numero de espermatozoides que estan presentes en la muestra
seminal, através del proceso de espectrofotometria.

Motilidad individual (MI) y motilidad masal (MM). LaMI se evalué colocando una gota
de semen fresco sobre una lamina porta objetos temperado a 37°C y cubriéndola con un
cubreobjetos. Se observd en el microscopio a 40x, determinando el porcentaje de
movimiento progresivo, clasificandolo en escaa de 0 a 100%, mientras que la MM se

evalud en el microscopio a 10x pero con semen fresco puro y fue clasificada en escala de
las.

Vitalidad. Se determino el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos en frotis tefiidos
con eosina/nigrosina (Tamuli y Watson 1994), |os cual es fueron observados en microscopio
optico de campo claro a 100x. Los frotis se extendieron, mezclando en un portaobjetos
previamente temperado a 37°C, 20 uL de semen con 10 pL de eosina/nigrosing; los frotis
se mantuvieron en la platina temperada hasta su secado. Para su analisis en laboratorio se
tomo como muestra representativa 100 espermatozoides de cada lamina.

La eosina permitio visualizar los espermatozoides muertos porque se tiflen debido a la no
funcionalidad de su membrana, mientras que en |os espermatozoides vivos esto no ocurre y
guedan incoloros sobre el fondo oscuro tefido por la nigrosina.

Integridad del acrosoma. El estado del acrosoma de |os espermatozoides fue evaluado en
los frotis tefiidos con eosina-nigrosina al mismo tiempo que se analiz6 vitalidad en un
microscopio optico de campo claro a 100x. Se tomd como muestra representativa 100
espermatozoides de cada lamina.



2.6 PRUEBA DE RESISTENCIA HIPEROSMOTICA (PRH)

Se colocaron dos tubos eppendorff en bano maria, uno identificado con la letra A con 800
uL de solucion isosmotica y otro tubo identificado con la letra B con 1000 puL de solucion
hiperosmotica. Luego de 10 minutos, se le afiadio al tubo B 200 uL de semeny se dgjo6 en
bafio maria por 10 minutos, al cumplirlos, se extrgjo de ese tubo 200 uL (semen + solucién)
y sele anadi6 al tubo A y se dejo durante 5 minutos en bafio maria. Luego se introdujeron
los eppendorff en una microcentrifuga y se centrifugd a 2000 rpm (revoluciones por
minuto) durante 3 minutos, a terminar €l centrifugado se observaron los pellets, se extrgjo
gran parte del sobre nadante y se tomaron 20 pL de dicho pellet de cada eppendorff y se
hicieron frotis con 10 uL de eosina-nigrosina. Luego los frotis fueron evaluados y se tomé
de igua manera 100 espermatozoides como muestra representativa y las caracteristicas
evaluadas fueron: vitalidad y acrosomas alterados.

2.7 VARIABLES A MEDIR

Se analizaron las siguientes variables:
e Vitaidad (%).
e Alteraciones acrosomicas (%).

2.8 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA). Para el analisis de los datos se realizo
un analisis de varianza y separacion de medias, en los valores donde se encontraron
diferencias se aplico el procedimiento Diferencias Minima Significativa (DMS) y la prueba
Tukey. Ademas se realizé un analisis de correlacion para cada variable; en el programa
estadistico “Statistical Analysis System” (SAS 2000); el nivel de significancia exigido fue
P< 0.05.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 VITALIDAD

La relacion de espermatozoides vivos y muertos es un parametro importante, sobretodo
para la conservacion del semen. Un espermatozoide muerto libera enzimas, entre éstas se
encuentran las del acrosoma, que van a producir dafios en las membranas de los vivos, 10
gue provocara un mayor numero de espermatozoides dafiados y la consiguiente pérdida de
calidad en las dosis seminales (Gonzalez 2002).

La media de la vitalidad en semen fresco fue de 75.64% + 8.36, valor que se encuentra
dentro del rango reportado por Holy (1987), quien concluye que en semen fresco existe una
disminucion de hasta un 30% en la vitalidad (Cuadro 2) indicando que los espermas
eval uados se encontraban dentro de los parametros de calidad seminal aceptable.

Cuadro 2. Efecto de la Prueba de Resistencia Hiperosmotica sobre la vitalidad del
espermatozoide bovino.

Vitalidad Vitalidad esperada
Tratamiento observada (%) (%)
Semen fresco 75.64 + 8.36 a’ 70°
Semen congel ado-descongel ado 60.43+9.28 b dnd®
Semen + PRH 34.71+9.95 ¢ dnd ®

“Valores con distinta letra en la misma columna difieren significativamente entre si
(P<0.05).

“Valor de vitalidad en semen fresco sugerido por Holy (1987).

®dnd: dato no disponible.

La disminucion porcentual en la vitalidad del semen fresco con e semen sometido a la
PRH fue 55%, mientras que la disminucion observada de fresco a descongelado fue de
20%, al comparar los datos antes mencionados se encontré diferencia significativa
(P<0.05). Esto indicaque laPRH afecto drasticamente la vitalidad en la muestra seminal.

La pérdida en la vitalidad corresponde a que no todos los espermas son capaces de resistir
el proceso de congelacion-descongelacion, en el cual experimentan cambios osmolares los
cuales inducen la deshidratacion y rehidratacion de la célula. Cuando el semen fresco fue
sometido a medio hiperosmotico, la vitalidad se redujo en 25% y al momento de reestabler
la osmolaridad en e medio isosmoético, la vitalidad se vio afectada drasticamente ya que se



disminuyo6 en 39% (Cuadro 3). El detrimento que sufre esta variable puede ser atribuida ala
alta osmolaridad utilizada en € experimento. Bredderman y Foote (1969) concluyeron que
el semen bovino contiene arededor de 55% de agua, por lo que € esperma se reduce un
21% en promedio, cuando es transferido de un medio isosmoético a uno de 712 mOsm.

Cuadro 3. Efecto de los medios hiperosmoético e isosmatico sobre la vitalidad y alteraciones
acrosomicas del espermatozoide bovino.

Tratamiento Vitalidad (%) Alteraciones acrosomicas (%)
Semen fresco 75.64 + 8.36 a° 1350+ 9.53 d
Semen descongelado 60.43+9.28 b 35.00+6.66 b
PRH
Hiperosmotico 56.29+ 7.13 b 23.71+439¢
Isosmotico 3471+9.95¢ 4650+ 7.78 a

®Vaores con distinta letra en la misma columna difieren significativamente entre si
(P<0.05).

El estudio reaizado en humanos por Gao et al. (1993) reporta que e dafio ocurrido al
semen sucede cuando |os espermas que se encuentran deshidratados (medio hiperosmotico)
y son rehidratados (medio isosmotico), 1o cual coincide con el estudio realizado en bovino
por Guthrie et al. (2002), quienes concluyen que la disminucion drastica en la calidad
seminal sucede cuando el semen regresa a su medio isosmotico. En semen de verraco de la
misma forma Caiza de la Cueva et al. (1997) reportaron en que cuando la osmolaridad esta
por encima de los 1000 mOsm la vitalidad y las alteraciones acrosomicas se ven afectadas,
aunque son drasticamente modificadas al regresarlos al medio isosmotico.

El analisis de correlacion entre el semen descongelado y e semen sometido ala PRH no se
encontro diferencias significativas. LO expuesto anteriormente demuestra que la PRH no
predice lavariable vitalidad.

3.2 ALTERACIONES ACROSOMICAS

El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacion, por lo que es importante
realizar una valoracion especifica del mismo, tanto para semen fresco, como para
descongelado. Los dafios en el acrosoma provocan que se liberen las enzimas (acrosina ¢
hialuronidasa) que alberga en su interior, impidiendo la fecundacion, de forma que si el
porcentgje de estas ateraciones es elevado, puede provocar un descenso de la fertilidad
(Villanovay Gatica 2002).

La media de las ateraciones acrosomicas encontradas en semen fresco fue 13.50% =+ 9.53,
dato que coincide con € rango reportado por Holy (1987), que indica que al evaluar una
eyaculado normal en semen bovino las anormalidades en fresco no deberian sobrepasar un
15% (Cuadro 4).



Cuadro 4. Efecto de la Prueba de Resistencia Hiperosmotica sobre las alteraciones
acrosomicas del espermatozoide bovino.

Alteraciones Alteraciones
acrosomicas observada acrosomicas esperada
Tratamiento (%) (%)
Semen fresco 1350+ 9.53 & 15"
Semen congel ado-descongel ado 35.00£6.61 b 25”
Semen + PRH 46.50+ 7.81 ¢ 25"

®Valores con distinta letra en la misma columna difieren significativamente entre si
(P<0.05).

“Valor de anormalidades acrosomicas en semen fresco sugerido por Holy (1987).

“Valor de anormalidades acrosomicas sugerido por Gonzalez (2001).

PRH: Prueba de resistencia hiperosmatica.

Las diferencias encontradas entre | as ateraciones acrosomicas del semen descongelado y el
semen sometido a la PRH fueron significativas (P<0.05); indicando que la PRH causé un
daiio adicional en el acrosoma de 32% en comparacion con el proceso de congelacion-
descongelacion. Guthrie et al. (2002) expresan que e semen bovino es muy sensible a los
cambios en la osmolaridad extracelular, esto explica el aumento drastico en las alteraciones
acrosoémicas, ya que los cambios osmolares sufridos en el proceso fueron sibitos, de 280-
320 mOsm en semen fresco a 1169 mOsm en & medio hiperosmoético y al momento de
restablecer laisosmolaridad (289 mOsm).

El deterioro adicional causado por la PRH en e acrosoma fue mayor cuando se restablecio
la isosmolaridad, aumentando las ateraciones acrosomicas en 96%, mientras que el
aumento observado de fresco a hiperosmético fue de 75% (Cuadro 4). El dafio al estado del
acrosoma causado por la PRH, a igua que la vitaidad se atribuye especiamente al
momento en que se restablecio la isosmolaridad a las muestras seminales. Estos resultados
coinciden con los de Guthrie et al. (2002) en bovino, Curry y Watson (1994) en humanos y
carneros, Quintero et al. (2005), Caiza de la Cuevaet al. (1997) y Bamba (1988) en cerdos,
guienes concluyeron que las alteraciones acrosomicas aumentan drasticamente al retornar la
isosmolaridad de la muestra semina después de haber pasado por la solucion
hiperosmotica. De igual manera que en la variable vitalidad en el analisis de correlacion
paralavariable ateraciones acrosomicas no se encontr6 diferencias significativas (P>0.05).

Los resultados obtenidos demuestran que la PRH no predice la variable de alteraciones
acrosoémicas. De igual manera Medrano (1998), en semen de cerdo concluyé que la PRH
fue detrimental parala membranadel espermatozoide.



4. CONCLUSIONES

Bago las condiciones de este estudio, la PRH no predice la congelabilidad del semen
bovino.

La PRH produce un efecto detrimental ain mayor en la vitalidad y las alteraciones
acrosoémicas que el producido normalmente por el proceso de congelacion-descongel acion.



5. RECOMENDACIONES

Redlizar investigaciones similares donde se prueben diferentes osmolaridades en el medio
hiperosmotico para encontrar la presion osmotica que simule el proceso de congelacion—
descongelacion del semen bovino.

Realizar investigaciones futuras donde involucren un mayor nimero de muestras seminales
y mayores repeticiones por toro.
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