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1. RESUMEN

El presente estudio se realizd con el proposito de lograr capacitacion espermatica in
vitro de semen ovino fresco y congelado. Para esto se utilizaron 3 carneros adultos de 2 a 3
afios de edad, mantenidos en estabulacion permanente y alimentados principalmente con heno
de pradera natural, concentrado y agua ad-libitum. Para evaluar las caracteristicas seminales
se obtuvo 12 eyaculados de cada carnero mediante vagina artificial, con una frecuencia de
recoleccion de 3 veces por semana. Se establecid volumen, concentracion espermatica,
porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de espermatozoides morfologicamente
anormales, movimiento de masa y movimiento progresivo. Los resultados obtenidos fueron:
volumen de 1,1 + 0,39 ml., concentracion de 3.476 + 740 espermatozoides/ml., 74,3 % de
espermatozoides vivos, movimiento progresivo de 74,3% = 7,5, movimiento de masa de 3,6 &
0,9 y 12,8 % de anormalidades. Todos los valores obtenidos se encuentran dentro del rango
normal reportado por otros autores para carneros adultos sanos. Posteriormente, se desarrolld
un protocolo de criopreservacion de semen. El semen recolectado se diluyo en Tris, glucosa,
yema de huevo y glicerol a una concentracion de 400 millones de espermatozoides por ml.
Las dosis fueron almacenadas en pajuelas Minitiib® de 0.25 ml. Antes de ser congeladas en
nitrégeno liquido, las pajuelas fueron sometidas a un periodo de estabilizacion de dos horas a
5°C. El método de criopreservacion aplicado permitio la recuperacion de un 58% de células
espermaticas vivas y una motilidad progresiva del 56%post-descongelacion. La incubacion y
seleccion espermatica (swim-up) se realizdé simultaneamente durante dos horas en medio m-
DM con 50 ug/ml de heparina en una estufa a 38,5 °C. Para esto, alicuotas de semen fueron
puestas bajo el medio de incubacién en 4 tubos para semen fresco y 6 tubos para semen
descongelado para realizar la migracion espermatica hacia la superficie. Finalmente el
sobrenadante fue recolectado y centrifugado a 500g por cinco minutos. Del pellet resultante se
tomaron alicuotas de 20 ul para realizar frotis y la triple tincion nigrosina-eosina-Giemsa
(NEG) con la cual se determino la relacion de espermatozoides vivos-muertos y el estado de
sus membranas acrosomicas. Se observé un aumento en la presentacion de reaccion
acrosdmica en los espermatozoides incubados en presencia de heparina con respecto a los
controles incubados en las mismas condiciones pero sin heparina. Para el semen fresco este
aumento fue de 32 a 52% siendo este valor estadisticamente significativo (p<0.05). Pese a que
los resultados obtenidos para el semen criopreservado carecen de significancia estadistica
(p>0.05), igualmente se observd una mayor presentacion de reaccidn acrosdmica con respecto
al grupo control, aumentando de 41 a 46%. En conclusion los resultados obtenidos muestran
que la adicién de heparina (50ug/ml) al medio de incubacion, aumentd la presentacion de
reaccion acrosdmica en semen fresco y en menor grado en semen criopreservado, hecho que
es atribuible al aumento de la poblacion espermatica que experimentd capacitacion durante el
tratamiento.

Palabras claves: Criopreservacion, semen, ovino, reaccion acrosomica, capacitacion
espermatica, heparina.



2. SUMMARY

This study was carried out with the purpose of achieving in vitro sperm capacitation of
fresh and frozen ram semen. For this work three mature rams from 2 to 3 years old maintained
indoors were used. Previous to the development of the investigation, the rams were trained for
two weeks to the acceptance of the artificial vagina.

To study the seminal characteristics, 12 eyaculate per ram were obtained with a
frequency of three time per week. Volume, sperm concentration, percentaje of living
spermatozoa, percentaje of abnormal spermatozoa, mass and progresive movements were
recorded.

Later, a protocol of cryopreservation of was stablished, by means of which thawed
semen of good quality was obtained to carry out the experiment. Semen was diluted in a
concentration of 400 x 10° spermatozoa/ml, stored in 0.25 ml. Minitiibe® straws. The
composition of the extender used was: Tris, glucose, egg yolk and glicerol. Before being
frozen in liquid nitrogen the straws were subjected to a period of equilibration of two hours at
5°C.

A 58% of live spermatozoa with 56% of progressive post-thaw movement was
obtained with the cryoprotection method used.

The incubation and sperm selection were carried out simultaneously, during two hours
in m-DM culture media with 50 ug/ml of heparin at 38,5°C. Aliquots of fresh and thawed
semen were put in the bottom of four tubes (fresh semen) and six tubes (thawed semen), under
the incubation media in order to obtain sperm migration toward the surface (swim-up). Finally
the upperlayer was gathered and centrifuged at 500 g by 5 minutes. Aliquots of 20 ul were
taken from the pellet to carry out frotis and triple-stain nigrosin-eosin-Giemsa (NEG) with
which the relationship of living-dead spermatozoa was determined and the state of its
acrosomic membrane. The smear were observed in a optical microscope with a magnifying of
100 x and inmersion oil.

There was an increase in the percentage of acrosome reacted spermatozoa from 32 to
52% in fresh semen showing statistically significant differences from the control group
(p<0.05), although there was no statistically significant differences (p>0.05) in thawed semen
increase from 41 to 46%. The results indicate that when ram semen is incubated in media with
heparin there was an increase in the percentage of acrosome reacted spermatozoa and the
percentage of capacitated spermatozoa.

Key words: Cryopreservation, semen, ram, acrosome reaction, capacitation, heparin.



3. INTRODUCCION

3.1 CONSERVACION DE SEMEN OVINO

Desde los primeros intentos de conservacion de semen llevados a cabo por Spallanzani
en 1776 hasta el dia de hoy, se ha logrado el desarrollo de técnicas que permiten almacenar
semen por largos periodos de tiempo.

La conservacion de espermatozoides requiere de una reduccion del metabolismo
celular con el fin de prolongar su vida util, esto se logra mediante la disminucion de la
temperatura espermatica y el uso de sustancias protectoras que minimizan el dafio celular
(Evans y Maxwell, 1987).

Se han desarrollado principalmente dos sistemas de conservacion, uno de ellos es la
conservacion de semen liquido a bajas temperaturas y el otro es la congelacion.

Las investigaciones realizadas a principios del siglo XX por Ivanov, en el desarrollo de
medios de dilucion de espermatozoides, llevaron a la aplicacion practica de la inseminacion
artificial. Después de la primera guerra mundial, estudios adicionales desarrollados por
Milanov, fueron rescatados en la Union Soviética y a principios de 1930 el semen de carnero
fresco y diluido fue usado a gran escala en programas de inseminacion artificial de rebafios
ovinos (Salamon y Maxwell, 2000).

La necesidad de desarrollar programas de mejoramiento genético asi como facilitar el
transporte de semen de diferentes centros de coleccion hasta los sitios de inseminacion han
estimularon la investigacion en la conservacion de semen de carnero.

Se han realizado investigaciones con semen fresco diluido y conservado a bajas
temperaturas en las que se ha logrado buenos resultados. Sin embargo la congelacion a muy
bajas temperaturas ha demostrado ser el método mas eficaz para la conservacion del semen,
logrando mantenerlo viable y funcional indefinidamente.



3.1.1 Almacenamiento de semen congelado.

El descubrimiento de las propiedades crioprotectoras del glicerol permiti6 el desarrollo
de las técnicas de congelacion espermatica en las especies domesticas. Desde entonces se han
desarrollado varias técnicas de congelacion de semen de carnero (Salomodn, 1995).

En el proceso de congelacion los espermatozoides son sometidos a una disminucion
gradual de la temperatura, lo que produce una reduccion reversible de su actividad metabolica;
en la especie ovina este estado se alcanza a temperaturas cercanas a los —75°C (Maxwell y
col., 1995). Una congelacion adecuada debe permitir a los espermatozoides mantener en el
tiempo su integridad y capacidad funcional. La respuesta de los espermatozoides a la
congelacion varia segun la especie, siendo la especie ovina una de las mas sensibles a este
proceso (Watson y Martin, 1972).

Existe un rango de temperaturas criticas a la que los espermatozoides son
especialmente sensibles (-10 y -40°C). Durante el proceso de criopreservacion, los
espermatozoides deben atravesar este rango critico en dos oportunidades, una vez en la
congelacion y otra durante la descongelacion. Este hecho produce dafio de las estructuras
celulares debido a la formacion de cristales de hielo intracelular, un aumento de la
concentracion intracelular de solutos, ademas de una serie de fendmenos denominados “shock
frio” (Watson, 1981).

Debido a la suma de estos factores se produce una disminucién de la capacidad de
sobrevivencia de los espermatozoides, una serie de cambios morfoldgicos y una disminucion
de la motilidad espermatica y de los procesos metabolicos (Lightfoot y Salamon, 1970).

Los primeros registros de congelacion de semen de carnero pertenecen a Bernstein y
Petropavlovsky, quienes en 1937 usaron exitosamente una solucion de glicerol (1M, 9,2%)
para congelar espermatozoides ovinos a —21°C. Smirnov entre 1947 y 1950 investigo la
vitrificacion (sin glicerol) de pequefios volumenes (0.05-0.1 ml) de semen de carnero y en una
prueba de fertilidad hecha en 1949, 19 ovejas fueron inseminadas con 3 a 5 dosis de semen
congelado (por 15 minutos a —78°C), finalmente siete de estas ovejas produjeron 11 corderos
(Salamon y Maxwell, 2000).

Muchas investigaciones relacionadas con la congelacion de semen ovino han sido
desarrolladas desde los afnos 50’ en adelante. Inicialmente el método y los diluyentes
utilizados para la criopreservacion de semen de toro fueron aplicados a la especie ovina con
pobres resultados (Salamon y Maxwell, 2000).



Estas limitaciones hicieron necesario el desarrollo de investigaciones propias para esta
especie que finalmente han permitido establecer métodos de congelacion y descongelacion,
agentes crioprotectores y diluyentes adecuados para la criopreservacion de semen ovino.

Una buena congelacion debe permitir a los espermatozoides atravesar las temperaturas
criticas produciéndoles el minimo dafo posible. Esto se logra alterando los factores externos
de la célula mediante el uso de soluciones protectoras.

3.1.2 Diluyentes.

El plasma seminal s6lo otorga al espermatozoide una proteccion limitada contra los
cambios bruscos de temperatura. Por lo tanto para almacenar semen a bajas temperaturas por
periodos prolongados, se hace necesario el uso de soluciones protectoras o diluyentes con
caracteristicas especiales, que permitan mantener la funcionalidad de los espermatozoides. La
composicion de estos diluyentes y la tasa de dilucion utilizada son dos factores que influyen
directamente en la mantencion de la funcionalidad espermadtica post-descongelacion
(D’Alessandro y col., 2001).

Los diluyentes utilizados para la preservacion del semen de carnero, igual que para las
demas especies, deben cumplir con ciertos requisitos:

-Contener sustancias que protejan al espermatozoide del dafio causado por las bajas
temperaturas como la yema de huevo, leche y/o glicerol.

-Proporcionar una fuente de energia (azucares) al espermatozoide.

-Poseer capacidad tampon para prevenir los dafios ocasionados por cambios en el pH.

-Mantener la presion osmética y el balance electrolitico.

-Poseer agentes antibioticos que inhiban el crecimiento bacteriano.

-Aumentar el volumen del semen para poder obtener mas dosis inseminantes.

Existe una amplia gama de diluyentes desarrollados a través del tiempo, los cuales
presentan diferentes composiciones y cualidades, desde diluyentes basados en mono, di o
trisacaridos hasta compuestos organicos como el Tris [tris(hidroximetil)aminometano)]. De
todos éstos, el diluyente Tris-glucosa desarrollado por Salamon y Visser (1972) es hasta hoy

el mas recomendado para la congelacion de semen de carnero (Evans y Maxwell, 1987).

El Tris fue originalmente utilizado como principal componente de diluyentes para la
congelacion de semen bovino, entre sus caracteristicas principales estdn poseer una buena
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capacidad tampon, actividad diurética y osmotica, ademds de baja toxicidad en altas
concentraciones (Salamon, 1995a).

El uso de Tris en diluyentes para semen ovino fue descrito en algunas investigaciones
a principio de los afios 70’ (Salamon y Maxwell, 2000). En éstas, se comprobd que los
espermatozoides de carnero toleran una concentracion de Tris de hasta 400 mM y que el
azucar mas adecuado como fuente de energia para este tipo de diluyentes es la glucosa.

En pruebas de fertilidad realizadas por Visser y Salamon (1973) con semen congelado
en forma de pellets y diluido (5 veces) con Tris (300mM), glucosa (27.75 mM), acido citrico
(94.7 mM), yema de huevo (15%), glicerol (5%) y antibioticos; se lograron tasas de prefiez de
30 a 57% después de inseminacion artificial transcervical (Salamon y Maxwell, 2000).

3.1.3 Agentes crioprotectores.

Se ha demostrado que varios agentes tienen una capacidad crioprotectora que favorece
la supervivencia de los espermatozoides durante el enfriamiento, congelacion y
descongelacion. De éstos el glicerol y la yema de huevo son los agentes mas cominmente
utilizados en la congelacién de semen ovino.

Las mejores tasas de supervivencia espermatica en la especie ovina se han logrado con
concentraciones de glicerol entre 4 y 6% (Fraser,1968). Concentraciones mayores a €stas
disminuirian la sobrevivencia de los espermatozoides post-descongelacion. (Graham y col.
1978).

El nivel de glicerol incluido en diluyentes para congelacion de semen ovino es limitado
por su toxicidad (Salamon y Maxwell, 2000) y varia seglin la velocidad de congelacion, la
composicion del diluyente y el método de adicion del glicerol.

Ademas de los factores mencionados anteriormente, la concentracion de glicerol
también depende de la presion osmdtica del diluyente en cuestion. (Salamon, 1968; Lightfoot
y Salamon, 1969).

El glicerol ha sido implicado en algunos fendmenos indeseables que ocurren durante la
fase de equilibrio que debe llevarse a cabo entre el semen y el diluyente, como cambios en la
estructura e integridad bioquimica del espermatozoide y la aceleracion de la reaccion del
acrosoma. Sin embargo esto es insignificante en comparacion a sus favorables propiedades
criogénicas. (Fiser y Fairfull, 1986).

Si bien el glicerol confiere crioproteccion a los espermatozoides, puede también causar
algunos dafios estructurales previo a la congelacion, por esto se recomienda adicionar el
glicerol no mas alld de 20 a 30 minutos antes de someter el semen a bajas temperaturas
(Salamon, 1995a).
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Normalmente se ha recomendado que el glicerol se incorpore al semen en una fraccion
separada del diluyente (dilucion de dos pasos), sin embargo estudios mas recientes indican
que la adicion del diluyente con el glicerol incorporado (dilucion de un paso) a 30°C es mas
simple y efectiva, debido a esto se ha transformado en la técnica mas utilizada actualmente en
la congelacion de semen ovino (Evans y Maxwell, 1987).

Otro agente crioprotector frecuentemente utilizado es la yema de huevo, que protege al
espermatozoide del shock frio y durante la congelacion y la descongelacion. (Salamon y
Maxwell, 2000).

La concentracion de yema de huevo en el diluyente para semen ovino puede variar en
un amplio rango, encontrdndose el optimo alrededor del 15%, aunque esta cifra también
depende de la proporcion de los demds compuestos presentes en el diluyente. (Salamon y
Lightfoot, 1969).

3.1.4 Procesamiento y congelacion de semen.

Una exitosa congelaciéon de semen depende en gran parte de la tasa de dilucion.
Originalmente, el semen era diluido solo para protegerlo durante el enfriamiento, congelacion
y descongelacion, pero la tasa de dilucion puede modificarse por razones técnicas, como
aumento del nimero de hembras inseminadas con cada eyaculado, o para ajustar el nimero de
espermatozoides en cada dosis (Salamon y Maxwell, 2000).

Un estudio realizado por D’Alessandro y col. (2001), demostrdé que a mayor tasa de
dilucidn, se obtienen mejores resultados con relacion a sobrevivencia, motilidad espermatica e
integridad acrosdmica post-descongelacion.

Después de la dilucion, el semen debe ser enfriado lentamente hasta temperaturas
cercanas a los 5°C, una adecuada curva de enfriamiento deberia disminuir la temperatura del
semen diluido desde 30 a 5°C en aproximadamente 1 hora (Salamon y Maxwell, 2000), en
este periodo el espermatozoide se adapta para reducir su metabolismo. Una refrigeracion de
mayor velocidad podria causar una serie de cambios en el metabolismo y bioquimica del
semen que reduce la motilidad y actividad metabolica de los espermatozoides (White, 1993).

Posterior a la etapa de enfriamiento el semen diluido debe permanecer alrededor de 1,5
a 2 horas a 5°C de temperatura para llevar a cabo la fase de equilibrio. (Evans y Maxwell,
1987). Salamon (2000) sugiere que tiempos de equilibrios superiores no presentan ventajas en
la supervivencia espermatica.

Tradicionalmente el equilibrio ha sido considerado como el tiempo total en el cual los
espermatozoides permanecen en contacto con el glicerol antes de ser congelados, durante el
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cual éste penetra en la célula espermatica para establecer un balance en las concentraciones
intra y extracelular. No obstante el término equilibrio incluye el balance de la concentracion
no solo de glicerol, sino que de todos los componentes osmoticamente activos del diluyente.
(Salamon, 1976; Evans y Maxwell, 1987).

Al llegar al momento de la congelacion hay que considerar que el enfriamiento de una
suspension celular por debajo del punto de congelacion produce la formacion de cristales de
hielo extracelular amentando la concentracion de solutos en el medio. Este fenomeno produce
un desequilibrio osmotico entre los medios intra y extracelular (Salamon, 1995a). La célula
responde perdiendo agua a través de la membrana plasmatica para recuperar su equilibrio
osmotico.

La congelacion de pajuelas en nitrogeno liquido requiere de una disminucion lenta de
la temperatura, por lo tanto antes de ser sumergidas en el tanque de nitrogeno liquido, deben
ser sometidas a temperaturas que puede variar entre los —75°C y los —125°C (rango en que la
alteracion de la sobrevivencia espermatica es minima) durante 8 a 10 minutos; dicha
temperatura se logra suspendiendo las pajuelas entre 4 y 6 centimetros por sobre la superficie
del nitrégeno liquido (Maxwell y col., 1995).

3.1.5 Descongelacion.

La recuperacion de la supervivencia espermatica post-descongelacion, depende en gran
parte del método de descongelacion. Fiser y col. (1986), afirman que la velocidad de
descongelacion es uno de los factores mas importantes que afectan a la viabilidad espermatica.

Los espermatozoides que han sobrevivido a la congelacion a —196°C se enfrentan
ahora a la fase de calentamiento y descongelacion, y para esto deben atravesar nuevamente las
dos temperaturas criticas. La descongelacion al igual que enfriamiento, ejerce un efecto
negativo en la sobrevivencia del espermatozoide (Salamon, 1995a).

A una velocidad de descongelacion rapida, el espermatozoide se expone por un tiempo
mas corto al soluto concentrado y al crioprotector, esto hace que la restauracion del equilibrio
intra-extracelular sea mas rapida que en la descongelacion lenta (Salamon y Maxwell, 2000).

Para el semen de carnero congelado en pajuelas la temperatura de descongelacion mas
frecuentemente utilizada ha sido de 38-42°C. Algunos reportes indican que los resultados que
arroja la descongelacion a altas temperaturas (60-75°C), son comparables con los obtenidos a
temperaturas menores (38-42°C), sin que esto produzca diferencias considerables en la
motilidad post descongelacion, integridad de acrosoma y fertilidad (Salamon y Maxwell,
2000).

Temperaturas entre 37 y 75°C han sido examinadas y generalmente las mejores tasas
de motilidad post-descongelacion son observadas a las temperaturas mas altas. Para mantener
el beneficio de descongelar a altas temperaturas sin el riesgo de recalentar el semen, se
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recomienda el uso de descongelacion interrumpida o el uso de artefactos especialmente
disefiados para descongelar pajuelas.

Después de la descongelacion el espermatozoide puede conservar su motilidad, atin
resultando dafiado, en este caso es dudoso si tal célula serd capaz de fecundar un ovocito. La
motilidad y la estructura del espermatozoide se afectan en diferentes intensidades y no se sabe
si los cambios ocurren simultaneamente o son causados en diferentes etapas del proceso de
congelacion. Aunque una proporcion relativamente alta de los espermatozoides (40-60%),
preserva su motilidad luego de la congelacion-descongelacion, solo un 20-40% permanece
bioldgicamente intacto (Salamon y Maxwell, 2000).

3.2 CAPACITACION ESPERMATICA

Austin y Chang en 1951 descubrieron en forma independiente que los espermatozoides
de los mamiferos deben residir en el aparato reproductor femenino durante algunas horas para
adquirir su capacidad fecundante, este proceso fue llamado capacitacion espermatica, y se cree
que comienza en el utero aunque el principal sitio de capacitacion parece ser el oviducto,
especificamente la region del istmo (Hunter 1983).

Si bien los eventos moleculares que ocurren durante la capacitacion espermatica no
estan del todo claros, se sabe que ocurren algunos cambios bioquimicos y ultraestructurales en
los componentes glicoproteicos y lipidicos de la membrana plasmatica, que son capaces de
modificar canales i6nicos y que en conjunto envuelve una serie de eventos que finalmente
tienen como resultado la reaccion del acrosoma (Harrison, 1996).

Dentro de estos cambios se encuentra la eliminacién de factores decapacitantes,
interaccion de las células espermaticas con los factores capacitantes presentes en los fluidos
del tracto genital femenino, cambios en la composicion lipidica de la membrana espermatica,
aumento de la permeabilidad a los iones de Ca?, cambios en el pH interno e incremento de la
permeabilidad y del metabolismo celular. El tnico fenémeno observable al microscopio, como
consecuencia de la capacitacion, es un incremento del patron de motilidad y velocidad, este
fenomeno es denominado hipermotilidad (Hafez, 1996).

El primer requisito para que la capacitacion espermatica se lleve a cabo es la remocion
de algunos componentes adheridos a la membrana del espermatozoide o “factores
decapacitantes”, adquiridos durante el transito epididimario y la eyaculacion. Estos
polipéptidos descritos por Chang en 1957, en su mayoria provienen de las glandulas anexas al
aparato reproductor masculino y tienen la propiedad de estabilizar y proteger al
espermatozoide, retardando la expresion de su capacidad fecundante hasta que ocurra la
capacitacion espermatica y la reaccion acrosoémica en el tracto femenino. Asi, la remocion del
plasma seminal es un paso preliminar a la capacitacion espermatica, proceso complejo
rodeado de cambios bioquimicos no del todo bien conocidos.
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La capacitacion espermatica es estimulada por la secrecion del tracto reproductivo
femenino, mas especificamente por proteinas de alta densidad presentes en el liquido folicular
y oviductal cuyas concentraciones varian durante las diferentes etapas del ciclo estral
(Ehrenwald y col., 1990), estando sus niveles mas altos durante el periodo preovulatorio
(Parrish y col., 1988).

Durante la capacitacion el espermatozoide experimenta muchos cambios fisicos y de la
composicion lipidica de su membrana plasmatica, uno de los cambios mas significativos es la
disminucion de la relacion colesterol:fosfolipidos (Davis, 1981). Estos cambios parecen
constituir fenomenos de naturaleza reversible que afectan la permeabilidad de membrana. El
colesterol es el esteroide presente en mayor concentracion en el eyaculado con un conocido
efecto estabilizador sobre las membranas celulares (Parks y col., 1985).

Ehrenwald y col (1988), descubrieron que el ingreso experimental de colesterol al
espermatozoide reduce la tasa de reaccion acrosdémica espontanea e inhibe la fecundacion.
Estos ultimos también observaron que la expulsion del colesterol del espermatozoide
desencadena la capacitacion. La salida de éste depende de otros componentes que facilitan su
extraccion.

Lipoproteinas de alta densidad facilitan el eflujo de colesterol que se establece en la
membrana plasmatica. Por lo tanto, una vez que los espermatozoides han sido depositados en
el tracto genital femenino, las proteinas seminales contenidas en la superficie espermadtica
contactan con los fosfolipidos de alta densidad presentes en el oviducto, adquiriendo la
facultad de secuestrar el colesterol y otros fosfolipidos. Esta pérdida de lipidos,
principalmente colesterol, resulta en una alteracion de permeabilidad de la membrana
espermatica la que permite la entrada de calcio; esto deberia convertir los fosfolipidos en
lisofosfolipidos capaces de desestabilizar membranas y asi comenzar con la reaccion
acrosomica (Ehrenwald y col., 1988).

Inmediatamente después de la capacitacion espermatica y antes de la reaccion
acrosomica hay un aumento del pH intracelular, al menos en una unidad, el cual se refleja en
el ambiente extracelular (Working y Meizel, 1983). Este aumento de pH es causado por el
intercambio i6nico que se establece entre los compartimentos intra y extracelular, liderado por
un rapido flujo de calcio que puede estar regulado por quinasas. El aumento intracelular de
bicarbonato y peroxido de hidrégeno contribuye también a elevar el pH intracelular.

Algunos autores incluyen a la reaccion del acrosoma como un fendmeno que sucede
durante la capacitacion espermatica. Sin embargo muchos concuerdan que la capacitacion
espermatica es una secuencia de cambios bioquimicos que le permiten a los espermatozoides
realizar la reaccidon acrosdmica en respuesta a la interaccion con la zona pelicida del ovocito
(Palma, 2001).
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La capacitacion espermatica representa una desestabilizacion de las membranas
acrosomales, esto finalmente se traduce en un aumento de la ocurrencia espontdnea de la
exocitosis acrosomal disminuyendo a su vez la vida media de la poblacion de espermatozoides
(Gil y col., 2003).

La verdadera reaccion acrosomica consiste en la fusion de la membrana plasmatica del
espermatozoide con la membrana acrosdmica externa, seguida por una extensa vesiculacion
sobre el segmento anterior del acrosoma. La fusion y vesiculacion del acrosoma provocan la
liberacién del contenido acrosomal, permitiendo la accion de enzimas hidroliticas como
hialuronidasa y acrosina, las cuales disuelven la estructura de la zona pelucida y permiten la
penetracion del espermatozoide al espacio perivitelino (Tulsiani y col., 1998).

Todos los cambios que ocurren durante la capacitacion espermatica conducen al
aumento del metabolismo y la motilidad del espermatozoide. Se cree que este estado de
hiperactividad espermatica resulta de la redistribucién de los componentes de membrana
durante la capacitacion espermatica (Yanagimachi, 1974).

Esta hiperactividad espermatica cumple varias funciones biologicas necesarias para
que se lleve a cabo la fecundacion, como incrementar la flexibilidad en el movimiento
espermatico lo que facilita su penetracion a través de las sustancias viscosas del oviducto y del
utero, también aumenta las probabilidades de encontrar el ovocito en el lumen del oviducto
(Suarez y col., 1992), permite la adhesion espermatica a la zona pelicida y facilita la
penetracion de ésta (Drobnis y col., 1988).

A través de los afios se han propuesto algunos sistemas para producir capacitacion in
vitro en espermatozoides de carnero y de otras especies domésticas, para este fin se menciona
el uso de muchas sustancias, una de las mas comunmente utilizadas es la heparina, debido a su
similitud con los inductores naturales de este fendémeno presentes en el tracto genital de la
hembra (Palma, 2001).

En 1992, Cox y col. reportaron que en semen de carnero incubado con heparina se
presentd una mayor ocurrencia de reaccion acrosdmica y mayores porcentajes de fertilidad
que en el semen sin este tratamiento. Esto también fue demostrado en otras especies
domésticas como bovinos (Parrish y col. 1988) y caprinos (Cox y col. 1995)

En investigaciones mas recientes se ha demostrado que la capacitacion experimental
con heparina mejora en forma notable las tasas de fecundacién logradas artificialmente.
(Izquierdo y col. 1998).

La heparina es un grupo heterogéneo de mucopolisacaridos anidnicos de cadena recta,
llamados glucosaminoglicanos (GAG), cuya masa molecular varia entre 8.000 y 20.000
daltons. Se le denominé heparina por su abundancia en el higado, es empleada para la
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capacitaciéon espermatica in vitro y consiste en polimeros de dos unidades repetidas de
disacaridos (Palma, 2001).

La heparina es fuertemente acida por su contenido en grupos sulfato y acidos
carboxilicos de union covalente. Se puede extraer del pulmén bovino y de la mucosa intestinal
de ovejas pero la extraccion comercial se lleva a cabo desde la mucosa intestinal porcina
(Palma, 2001). Su accion in vitro es la que desencadena la capacitacion, que finaliza en la
reaccion acrosdmica y permite la penetracion del espermatozoide a través de la zona pelucida
(Parrish y col., 1988).

El mecanismo por el cual la heparina promueve la capacitacion espermadtica no esta
bien establecido. Parrish (1988) sugiere que ésta actia removiendo los factores decapacitantes
adheridos a la membrana plasmatica del espermatozoide lo que facilitaria el influjo de calcio
hacia el interior de la célula. La heparina parece estimular la tasa de fecundacion gracias a su
efecto en la capacitacion espermatica. El tiempo minimo en que se logra la capacitacion de
espermatozoides ovinos es de 1- 1,5 horas y la reaccién de acrosoma y la penetracion del
ovocito toma menos de una hora (Cox y col. 1995).

3.2.1 Evaluacion de la capacitacion espermatica.

Luego de terminada la capacitacion espermadtica, el espermatozoide estd en
condiciones de llevar a cabo la reaccibn acrosomica, que es caracterizada
ultraestructuralmente por una vesiculacion de las membranas acrosomales anterior al
segmento ecuatorial (Barros y al. 1967). Si bien la técnica ideal para observar este fendmeno
es la microscopia electronica, se han desarrollado técnicas alternativas mas sencillas que
tienen por objetivo evidenciar el estado de las membranas acrosomales, entre éstas se
encuentran tinciones fluorescentes como Chlortetraciclyne (CTC) y otras tinciones simples
que pueden ser evaluadas a la microscopia Optica y de contraste de fases. Una de estas ultimas
es la triple tincion NEG, ésta tincion desarrollada mediante la combinacion de dos técnicas de
tincion tradicional (eosina-nigrosina y Giemsa), ha demostrado ser confiable en la
determinacion del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos ademas de su estado
acrosomal (Tamuli y col., 1994).

Si bien la mayoria de las investigaciones que han llevado a cabo la capacitacion
espermatica in vitro se utilizan agentes inductores de la exocitosis acrosomal, como el extracto
de zona peltcida solubilizada o agentes desarrollados para este fin como el ionoforo de calcio
A23187 y lisofosfatidilcolina (LC), existe una correlacion positiva entre el porcentaje de
espermatozoides capacitados y la ocurrencia de exocitosis acrosomal espontanea.
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3.3 TECNICAS DE SELECCION ESPERMATICA

Con el fin de descartar los espermatozoides muertos durante la congelacion y la
descongelacion, elegir los espermatozoides con mayor motilidad progresiva y separar los
espermatozoides del liquido seminal y del diluyente, se llevan a cabo técnicas de seleccion
espermatica como el swim-up y la gradiente de percoll.

La técnica de swim-up fue desarrollada por Parrish y col. en 1984 y se basa en la
capacidad migratoria de los espermatozoides. Estos son incubados en el fondo de un tubo con
medio de cultivo a 39°C por un periodo determinado, en el cual los espermatozoides con
motilidad progresiva rectilinea ascienden a través del medio. Luego, determinado volumen del
sobrenadante, que contiene la subpoblaciéon de espermatozoides con mejores indices de
motilidad, es extraido para determinar su concentracion. Si bien se obtienen espermatozoides
con muy buena motilidad, su rendimiento cuantitativo es bajo por lo que puede requerir el uso
de varias pajuela.

La técnica del percoll selecciona células en base al principio de sedimentacion en
gradientes de densidad. El percoll es una solucion coloidal que se emplea diluida en el medio
de cultivo a distintas concentraciones con el fin de separar el semen por centrifugacion
durante 30 a 40 minutos, los espermatozoides con mayor motilidad quedaran suspendidos en
un pellet, el que finalmente es extraido y lavado.

En base a los antecedentes antes mencionados, en el siguiente trabajo se proponen los
siguientes objetivos:

. Evaluar las caracteristicas seminales de tres carneros mediante pruebas rutinarias tales
como determinacion de volumen, concentracion espermatica, movimiento de masa,
movimiento progresivo, porcentaje de espermatozoides vivos-muertos y determinacion de
espermatozoides anormales.

. Establecer un protocolo de criopreservacion de semen ovino, que permita disponer de
espermatozoides descongelados de buena calidad.

. Lograr capacitacion espermatica in vitro en semen fresco y congelado mediante la
utilizacion de medio m-DM con heparina y evaluar la ocurrencia de reaccion de acrosoma
mediante el uso de la triple tincion NEG (nigrosina-eosina-Giemsa).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 REPRODUCTORES Y MANEJO

Los animales utilizados en este ensayo fueron tres carneros de 2 a 3,5 afios de edad,
pertenecientes al Instituto de Reproduccion Animal de la Universidad Austral de Chile. Estos
animales permanecieron estabulados con una alimentacién compuesta principalmente por
heno de pradera natural de buena calidad, alimento concentrado y agua ad-/ibitum.

42 RECOLECCION DEL SEMEN

Los carneros fueron sometidos a un periodo de entrenamiento de aproximadamente
dos semanas, durante este periodo se realizaron recolecciones experimentales con el fin de
lograr la aceptacion de la vagina artificial. Para la monta se utiliz6 hembras en celo colocadas
en un brete de monta. Para la deteccion de celo se utilizd un carnero celador provisto de un
chaleco que asegura una monta sin penetracion.

Los reproductores fueron sometidos a una frecuencia de recoleccion de semen de tres
veces por semana durante los meses de mayo y junio. En cada sesion de recoleccion se obtuvo
un eyaculado por reproductor.

43 EVALUACION DEL SEMEN

Las muestras tomadas en cada recoleccion fueron mantenidas a 30°C y luego
transportadas en un contenedor disefiado para evitar la perdida de temperatura hacia el
laboratorio de semen donde fueron depositadas en un bafio Maria a 30°C durante el tiempo de
evaluacion.

Primero se determin6 el volumen de cada eyaculado mediante un vaso colector
graduado, al mismo tiempo se evalud caracteristicas fisicas del semen, como color, olor y
cremosidad. A continuacion se evalud el movimiento de masa, colocando una pequefia gota
sobre un portaobjetos previamente temperado a 30°C, ésta fue observada con el menor
aumento en un microscopio de contraste de fases con platina temperada. La puntuacion
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otorgada a cada eyaculado vari6 de 1 a 5 segtn la densidad e intensidad de movimiento en
forma de ondas que presentd cada muestra (Anexo 3).

Luego se determind el movimiento progresivo de cada eyaculado, diluyendo una gota
de cada muestra en una gota de PBS (solucion tampdn fosfato) a 30°C para disminuir la
densidad y asi facilitar la lectura. Una gota de esta dilucion fue colocada en un portaobjetos y
tapada con un cubreobjetos. Se utiliz6 un microscopio de contraste de fases con aumento
320x. Este parametro midid subjetivamente, cual es la proporcion de células que presentan
movimiento hacia adelante. Deben observarse varios campos de la muestra para obtener un
valor representativo.

Para determinar concentracion espermatica se utilizaron dos métodos; primero se
utiliz6 el método de la camara de Neubauer, posteriormente se utilizdo un espectrofotdémetro
marca Turner modelo 360, el cual una vez calibrado, sirvio para facilitar la estimacion de la
concentracion en las muestras posteriores.

La estimacion del porcentaje de espermatozoides vivos de cada eyaculado, se realizo
mediante la técnica de tincién de eosina-nigrosina, en la cual se mezcld 2 gotas de nigrosina y
una de eosina con una gota de semen del mismo volumen sobre un portaobjetos en platina
temperada. Se hizo un frotis delgado que luego fue secado al aire y se observé al microscopio
con aumento de 320x. Con esta técnica los espermatozoides muertos se tifien de rojo ya que la
eosina difunde en sus membranas acrosdmicas, mientras que los vivos permanecen sin tefiirse
debido a la integridad de sus membranas.

44 PROCESAMIENTO Y CONGELACION DEL SEMEN

Se utilizé un diluyente compuesto por Tris, yema de huevo y glicerol (Anexo 1). Se
calculo el volumen de diluyente para obtener una concentracion de 100 millones de
espermatozoides por dosis (0,25 ml.) y se mezclo lentamente agregando siempre el diluyente
sobre el semen, manteniendo la mezcla a una temperatura de 30°C.

Cada una de las fracciones diluidas se envasé manualmente en pajuelas Minitiib® de
0,25 ml, luego fueron selladas en ambos extremos. Cada pajuela fue identificada con el
nimero del reproductor y la fecha de recoleccion. Una vez envasadas las dosis fueron
sometidas a un periodo de estabilizacion (equilibrio) de 2 horas a 5°C para finalmente ser
congeladas.

El proceso de congelacion se realizé en una caja de poliestireno con una gradilla en su
interior, manteniendo durante 8 minutos las pajuelas en vapor de nitrogeno liquido a unos 3-4
cms por sobre la superficie de éste, para lograr una curva de congelacion apropiada.
Finalmente las pajuelas fueron sumergidas en el nitrogeno liquido para ser congeladas y
almacenadas a —196°C en un envase criogénico.
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45 DESCONGELACION DEL SEMEN

Luego de mantener las pajuelas almacenadas en nitrégeno liquido al menos durante
una semana, se tomaron 5 pajuelas de cada carnero y fueron descongeladas por inmersion en
agua a 37°C por 15 segundos, secadas e inmediatamente se evalud el porcentaje de
espermatozoides vivos mediante tincion de eosina-nigrosina ademds del movimiento
progresivo por observacion al microscopio de contraste de fases (320x) de una gota diluida en
PBS.

46 PREPARACION DE LOS ESPERMATOZOIDES PARA LA CAPACITACION
IN VITRO

4.6.1 Semen fresco.

Alicuotas de 70 ul del eyaculado se colocaron bajo 2 ml de medio m-DM (Anexo 2)
con 50 ug de heparina por ml (H3393 Sigma) en 4 tubos y se realizo la técnica de seleccion
espermatica llamada swim-up e incubados por 2 horas en una estufa a 38,5°C. Luego se
recolectaron los 750 ul superiores de cada tubo para juntarlos en un tubo de centrifugacion de
15 ml. Este pool que contenia los espermatozoides con mayor motilidad, fue centrifugado por
5 minutos a 500 g. Del pellet resultante se tomaron alicuotas de 20 ul para realizar la triple
tincion nigrosina-eosina-Giemsa (NEG) con la cual se determind la relacion de
espermatozoides vivos-muertos y el grado de reaccion acrosomica.

4.6.2 Semen congelado.

Cuatro pajuelas (Minitib® 0,25 ml, con concentracion de 400 x 10°
espermatozoides/ml), fueron descongeladas en bafio Maria a 37°C por 30 segundos y
depositadas en un tubo de 15 ml. Posteriormente la suspension fue lavada con 5 ml de medio
m-DM (Anexo 2) y centrifugada por 5 minutos a 500 g. El pellet resultante se resuspendié en
1 ml de medio m-DM. Alicuotas de 100 ul de la suspension espermatica se colocaron bajo 1
ml de medio m-DM con 50 ug de heparina (H3393 Sigma) en 6 tubos donde se realizé swim-
up e incubacidn por 2 horas en una estufa de incubacion a 38,5°C. Luego se recolectaron los
750 ul superiores de cada tubo para juntarlos en un tubo de centrifugacion de 15 ml. Este pool
fue centrifugado por 5 minutos a 500 g. Del pellet resultante se tomaron alicuotas de 20 ul y se
realizo la triple tincion nigrosina-eosina-Giemsa (NEG).
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47 METODO DE TINCION NIGROSINA-EOSINA-GIEMSA (NEG)

Una gota de la suspension espermatica fue mezclada con una gota de eosina y dos de
nigrosina sobre un portaobjetos en platina temperada, se realizd un frotis fino el cual fue
secado al aire. Luego, el frotis fue fijado en una solucion al 4% de formaldehido en PBS por
diez minutos. Posteriormente se lavo durante 7 a 10 minutos en agua corriendo y luego una
vez en agua destilada, se volvio a secar al aire y se sumergi6é en una solucion al 20% de
Giemsa en agua destilada por 1 hora. Finalmente el frotis se lavd con agua destilada, se secod
y fue observado en microscopio de campo claro con aumento de 800x y aceite de inmersion.

Las células vivas aparecieron tefiidas con un tono rosado y las células muertas
aparecieron claramente tefiidas purpura en la region postacrosomica (Fotol). El estado del
acrosoma fue facilmente evaluado por la clara tincién parpura que presentd el contenido
acrosomal (Foto2).

B " >

Foto 1. Espermatozoides de carnero tefiidos con la coloracion NEG. Se puede observar las
diferentes intensidades de la tincion en el acrosoma y post-acrosoma.
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Foto 2. Espermatozoides de carnero tefiidos (NEG) con reaccion acrosomica (*).

Foto 3. Espermatozoides de carnero tefiidos (NEG). Espermatozoide muerto con
desprendimiento de acrosoma (a); espermatozoide vivo con desprendimiento de acrosoma (b);
espermatozoide vivo con acrosoma intacto (c).
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4.8 ANALISIS ESTADISTICO

En este trabajo se utiliz6 una prueba de Regresion Logistica comparandose
individualmente los resultados obtenidos para semen fresco y congelado con sus respectivos
controles, determinandose si las diferencias eran estadisticamente significativas. Para esto se
utilizo6 el Software estadistico Systat (v. 2.0).
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5. RESULTADOS

51 EVALUACION SEMINAL

Las caracteristicas del semen fresco obtenido por vagina artificial de los tres carneros
se presentan en la Tabla 1. En el Anexo 4, se muestra la totalidad de los datos obtenidos para
cada eyaculado de los tres carneros.

Tabla 1. Caracteristicas seminales de los tres carneros (n=12 por cada carnero). Se

presentan los valores con su respectiva desviacion estandar y entre paréntesis el rango
correspondiente.

VARIABLE CARNERO TOTAL
Durazno Melén Platano
VOLUMEN 0,7ml + 0,14 1,0ml + 0,15 1,5ml+ 0,2 1,1ml + 0,39
(ml) 0,6 -0,9) 0,8-1,3) 1,2-1,7) 0,6-1,7)
CONCENTRACION 3.100 + 580 4.070 + 392 3.258 + 812 3.476 +£ 740
(millones/ml) (2.230 - 3.761) | (3.390 - 4.940) | (2.030 - 4350) | (2.030 - 4.940)
MOVIMIENTO DE 3,612 35+0,5 3,8+ 0,7 3,609
MASA (puntaje 1-5)
MOVIMIENTO 74,2% £+ 5,9 72,5% +4,5 | 76,3% £10,7 | 74,3% +7.,5
PROGRESIVO (%)
ESPERMATOZOIDES | 74,9 %=+ 3,3 70,5% 4,0 | 72,7% 5,0 | 72,7% £ 4,5
VIVOS (%)
ESPERMATOZOIDES | 12,6% +2.4 141% +2,2 | 11,8% 1,7 | 12,8% +£2,2
ANORMALES (%)
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5.2 EVALUACION DE LA CONGELACION SEMINAL

En la Tabla 2 se presentan los resultados de motilidad progresiva y vitalidad
espermatica de semen fresco y congelado-descongelado.

Tabla 2. Motilidad progresiva y vitalidad espermatica de semen fresco y congelado-
descongelado.

MUESTRA SEMEN FRESCO SEMEN CONG./ DESC.
MOTILIDAD 74.5% +3.9 56.7% + 4.1
PROGRESIVA. (%)
ESPERMATOZOIDES 73.7% + 3.3 58.2% % 5.5
VIVOS (%)

5.3 CA}’ACITACI()N ESPERMATICA Y REACCION ACROSOMICA
ESPONTANEA

En la Tabla 3 se presenta el resultado de los conteos celulares y la clasificacion de
espermatozoides frescos y descongelados con y sin tratamiento de incubacion en medio m-
DM heparinizado (50 ug/ml).

Cada resultado representa la evaluacion de 15 frotis de semen fresco incubado con
heparina y 15 de semen congelado-descongelados incubados con heparina y sus respectivos
controles.

Tabla 3. Resultados obtenidos en la prueba de capacitacion espermatica y
reaccion acrosémica espontianea (CVAI: célula viva con acrosoma intacto; CMAI: célula
muerta con acrosoma intacto; CVRA: célula viva con reaccion de acrosoma; CMRA:
célula muerta con reaccion de acrosoma).

Tipo de Muestra %CVAI %CMAI %CVRA %CMRA
Semen fresco sin
heparina. 48,5 19 229 9,6
Semen fresco con
heparina. 34,9 14,1 44.4 6,6
Semen congelado
sin heparina. 39,7 18,7 28 13,6

Semen congelado
con heparina. 18,9 34,1 29,5 17,5
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Tabla 4. Porcentaje de células con acrosoma intacto y reaccion acrosémica en
semen fresco de carnero sin dilucion.

Tipo de semen

% Acrosomas intactos
(Media £ D.E.)

% Reaccion acrosomica
(Media + D.E.)

Semen fresco

92,92 2,01

7,08 £ 1,84

Como se observa en la tabla 4, el semen fresco ya presenta cierto porcentaje de

reaccion de acrosoma que en este caso lleg6 a un 7%.

Tabla 5. Porcentaje de células con reaccion acroséomica luego de la incubacion en

medio m-DM con y sin heparina.

Tipo de semen

% Reaccion acrosomica
sin heparina

% Reaccion acrosomica
con heparina

Semen fresco

32,5

51

Semen descongelado

41,6

47

Como se muestra en la Tabla 5, después de la incubacién en medio sin heparina se
registrd un 32,5% de espermatozoides con reaccion acrosomica para el semen fresco y 41,6%
para el semen descongelado. Luego de la incubacion en medio con heparina estos valores
aumentaron, llegando a un 51% de espermatozoides reaccionantes para el semen fresco,
siendo este aumento estadisticamente significativo (p<0,05) con respecto al grupo control; el
valor registrado para el semen descongelado luego de la incubacion en medio heparinizado fue
de un 47%, si bien este aumento no es significativo (p<0,05), podria interpretase como efecto
de la heparina.
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6. DISCUSION

6.1 EVALUACION SEMINAL

Como se muestra en la Tabla 1 los eyaculados colectados se caracterizaron por
presentar diferencias entre carneros, especialmente en cuanto a volumen y concentracion
espermatica, sin embargo, pese a estas diferencias todos los valores obtenidos para estos dos
parametros estan dentro de los rangos descritos como normales por Cole (1977) quien propone
para volumen un rango de 0,5 a 2 ml. y para concentracion espermatica un rango de 2.000 a
5.000 x 10 ° espermatozoides por ml.

En relacion al volumen, Evans (1987) establecid un rango mas estrecho (1 a 2 ml.), por
lo tanto algunos eyaculados, principalmente del carnero 1, estarian ligeramente fuera de este
rango.

Diaz y Arancibia (1971) propusieron volumenes con una media (= D.E.) 0,95 £+ 0,29,
cabe destacar que estos valores fueron obtenidos mediante electroeyaculacion. Seglin estos
ultimos datos las medias obtenidas por el carnero 1 serian inferiores a la normalidad, pero hay
que considerar que segiun Mattner y Voglmayr (1962), la recoleccion por electroeyaculacion
arrojaria eyaculados mas voluminosos, menos concentrados y con menor motilidad.

Los valores obtenidos para la motilidad progresiva y de masa presentados en la
Tabla 1 son similares a los propuesto por otros autores para carneros reproductores adultos.
Diaz y Arancibia (1971) obtuvieron en carneros adultos una media (= D.E.) de 3.348 £ 1.157
x 10 © espermatozoides por ml. y Asdell (1964) obtuvo una media (+ D.E.) 1.537 + 41 x 10 °
espermatozoides por ml.

Las variaciones observadas entre eyaculados, probablemente se deben a condiciones
ambientales, ya que se ha propuesto que a mayor pérdida de temperatura mas afectada se ve la
motilidad espermatica. Esto se observo particularmente en los dias mas frios donde se obtuvo
los eyaculados con valores de motilidad mas bajos.

Otro factor que influyé en los pardmetros de motilidad espermadtica fue el tiempo
transcurrido entre la obtencion del eyaculado y su evaluacion, a mayor tiempo transcurrido
menores fueron los valores de motilidad espermatica, viéndose mayormente afectada la
motilidad de masa. Este hecho debe considerarse si se desea trabajar rutinariamente con
semen de carnero, ya que en el Instituto de Reproduccion Animal el lugar donde se recolecta
el semen esta a unos 100 metros del laboratorio donde éste se evalta.
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En cuanto a la evaluacion de la morfologia de los espermatozoides, Diaz y Arancibia
(1971), establecieron una pauta de clasificacion del semen ovino:

Optimo, menos de 15% de anormalidades.
Bueno, entre 15-20% de anormalidades.
Regular, 20-25% de anormalidades.
Malo, mas de 25% de anormalidades.

Segin esta clasificacion el semen obtenido de los tres carneros puede ser
considerado Optimo en lo que se refiere al porcentaje de anormalidades.

Finalmente cabe mencionar que las diferencias cominmente encontradas en todas las
variables medidas en eyaculados de carneros y de otros mamiferos, pueden asociarse a las
diferencias en la constitucion genética, raza, edad, época del afo, alimentacion, frecuencia de
recoleccion y excitacion sexual previa a la eyaculacion (Hafez, 1996).

6.2 EVALUACION DE SEMEN POST-DESCONGELACION

Como se observa en la Tabla 2, la motilidad progresiva y la vitalidad espermatica
fueron los parametros elegidos para evaluar el efecto de la criopreservacion en los
espermatozoides, por ser estas dos variables la que mas se ven afectadas durante este proceso
(Salamon, 2000).

Tanto la calidad como la viabilidad de los espermatozoides de carnero se deterioran
como consecuencia de la congelacion y descongelacion (Fiser y col., 1991) provocando entre
otros, deficiencia en la integridad de las membranas espermadticas, perdida de motilidad
(Salamon 1995) y baja en las tasas de fertilidad (Watson 1981).

Luego de varias pruebas pre-experimentales de congelacion de semen, se observo que
menores tasas de dilucidon tienen como resultado una mayor proporcion de espermatozoides
vivos post-descongelacion y a su vez mayores indices de motilidad progresiva. Este hecho
coincide con lo descrito por D’Alessandro y col. (2001), quien afirma que las menores tasas
de mortalidad espermatica y de perdida de motilidad post-descongelacion se obtuvieron con
una concentracion de 400 millones de espermatozoides por ml.

Al comparar la vitalidad espermatica y el movimiento progresivo del semen fresco con
respecto al semen descongelado (Tabla 2), se observa que existe una disminucion de las dos
variables medidas. Esto coincide con lo expresado por Hafez (1996), quienes afirman que la
motilidad inicial del semen fresco de carnero varia entre 60 y 80%, a su vez Salamon y
Maxwell (2000), afirman que la motilidad post-descongelacion baja a valores de 40 a 60%.
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En el presente estudio, los porcentajes de motilidad progresiva obtenidos luego del
proceso de criopreservacion fueron similares a los descritos para semen ovino por Gil y col.
(2000), quienes usando un diluyente en base a leche descremada, yema de huevo, glicerol y
fructosa obtuvieron porcentajes de motilidad progresiva post-descongelacion de 55-59%.

D’ Alessandro y col. (2001), reportaron una motilidad progresiva post-descongelacion
de 61% usando un diluyente compuesto por Tris, yema de huevo, glicerol y fructosa.

El-Alamy y Foote (2001), utilizando el mismo diluyente usado en este trabajo
obtuvieron una motilidad progresiva post-descongelacion de 41-47%.

Estas diferencias son aceptables para un protocolo de criopreservacion de semen
ovino y son asociadas a los procesos fisicos propios del proceso.

En lineas generales el método de criopreservacion aplicado puede calificarse como
exitoso ya que permitié la recuperacion de un numero satisfactorio de células espermaticas
vivas con buena motilidad progresiva.

6.3 CAPACITACION ESPERMATICA IN VITRO

El primer signo de capacitacion espermatica observado consistio en un estado de
hiperactividad espermatica, aunque la motilidad progresiva disminuyd, se observo aumento de
los movimientos laterales del espermatozoide, presentando ésta una mayor frecuencia de
batido flagelar, este fendmeno segun Sudrez (1992), cumple varias funciones biologicas
necesarias para que se realice la fecundacion, entre las que se encuentran incrementar la
flexibilidad en el movimiento espermatico para facilitar su penetracion a través de las
sustancias viscosas del oviducto y del utero y aumentar asi las probabilidades de encontrar el
ovocito en el lumen del oviducto entre otras.

Otro fenomeno observado a la evaluacion microscopica del semen capacitado, fue la
formacion de algunos grupos de espermatozoides unidos por la regién acrosoémica que se
desplazaban como un conjunto. Esto concuerda por lo descrito por Parrish y col. (1988),
quienes afirman que la heparina induce cierto grado de aglutinacion espermatica y que ésta
aumenta a mayores concentraciones de heparina.

Como se observa en la Tabla 3, se produjo una considerable mortalidad espermatica
luego del tratamiento, teniendo en cuenta que luego de la seleccion espermatica (Swim-up) la
subpoblacion obtenida contaba con un gran numero de espermatozoides vivos. Cierto
porcentaje de esta mortalidad espermatica debe ser atribuido a la centrifugacion a la cual
fueron sometidos los espermatozoides durante el experimento. Otro porcentaje se le atribuye a
la perdida de las caracteristicas del medio de incubaciéon ya que periodos de incubacion
extendidos producen una aumento de la mortalidad espermatica atribuible al aumento del
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metabolismo y los requerimientos celulares, lo que produce un agotamiento de los nutrientes
que componen el medio de incubacion.

Los resultados obtenidos luego de la tincion de los espermatozoides incubados en
medio de capacitacion son presentados en la Tabla 3. El aumento en la presentacion de
reacciones acrosomicas se considera como un indicador de la capacitacion espermatica,
aunque cierta parte de este aumento se debe a otros factores como la eliminacion de sustancias
decapacitantes adheridas a la superficie de los espermatozoides.

Como se expresa en la Tabla 4, el semen autn sin ser tratado presenta cierto porcentaje
de espermatozoides con reaccion acrosomica, si bien este porcentaje es bajo, debe ser
considerado y no debe atribuirse al efecto de la incubacion.

Como se observa en la Tabla 5, luego de la incubacion en ausencia de heparina, existe
un alto porcentaje de espermatozoides con reaccion de acrosoma tanto en semen fresco como
en semen descongelado. Este hecho puede atribuirse a la dilucion, centrifugacion y a la
migracion espermatica en el medio de incubacion; ya que estos ejercen un efecto de lavado de
los espermatozoides lo que les permite liberarse de las proteinas del plasma seminal y factores
decapacitantes adquiridos durante el transito por el epididimo, cuya funcidén es retrasar la
capacitacion espermatica. La eliminacion de estos factores tendria una incidencia considerable
en el nimero de espermatozoides capacitados que presentan reaccion de acrosoma.

Los resultados presentados en la Tabla 3, muestran que la incubacion de poblaciones
espermaticas expuestas a condiciones de capacitacion, provoca un aumento en la tasa de
presentacion de reaccion acrosomica. Esto permite establecer que la inclusion de heparina en
el medio de incubacion afecta positivamente la presentacion de reaccidn acrosdmica
espontanea lo que esta directamente relacionado con el grado de capacitacion espermatica de
la poblacion.

Cabe destacar también el hecho de que al mantener semen fresco (sin dilucion) en
oscuridad y a temperatura ambiente se produce una maduracion prematura de las membranas
acrosomicas la cual lleva a la presentacion de capacitacion en una proporcion de la poblacion
espermatica. Esto fue demostrado en un estudio realizado por Pérez y col. (1997) quienes
afirman que la conservacion de semen fresco a temperatura ambiente durante determinados
periodos de tiempo produce capacitacion espermatica, registrandose luego de mantener el
semen durante cuatro horas alrededor de un 50% de espermatozoides capacitados.

En el caso de los espermatozoides sometidos a criopreservacion, la proporcion de
espermatozoides con reaccidon acrosdmica es aun mayor, ya que a los factores descritos antes
para el semen fresco se suma el efecto del proceso de congelacion-descongelacion, que como
fue descrito por Maxwell y Watson (1996), produce desestabilizacion de las membranas
espermaticas, lo que se refleja en cambios muy similares a la verdadera reaccion de acrosoma.
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De la proporcion de espermatozoides con reaccion acrosémica que se observa en la
Tabla 5, solo una fraccion corresponde al efecto capacitante de la heparina en el medio de
incubacion, ya que investigaciones anteriores han demostrado que tanto la congelacion-
descongelacion (Salamon, 1995) como la incubacion (Pérez y col, 1997) de espermatozoides
inciden en la presentacion de capacitacion espermatica y reaccion acrosomica.

En una investigacion realizada por Gil y col. (2003), se determind que luego del
proceso de congelacion-descongelacion de semen de carnero, el porcentaje de
espermatozoides con reaccion acrosOmica fue cercano al 15%. Por lo tanto hay que
considerar valores similares a este como efecto de la criopreservacion y no atribuirlo al efecto
de la heparina o al medio de incubacion.

En investigaciones realizadas por Cox y col. (1995) en semen caprino, se demostré el
efecto positivo de la heparina en la presentacion de capacitacion espermatica y reaccion
acrosémica, constatando un aumento considerable en las tasas de fertilidad de los
espermatozoides luego de una incubacion en medio heparinizado, produciendo capacitacion
espermatica y disminuyendo el tiempo de interaccion necesario entre el espermatozoide y el
ovocito para producir la fecundacion in vitro.

Parrish y col. en 1988, demostraron la habilidad de la heparina para producir
capacitaciéon espermatica y reaccion acrosdmica en espermatozoides bovinos, llegando a
obtener hasta un 80 % de espermatozoides reaccionantes. El mayor porcentaje de reacciones
acrosomicas en relacion al obtenido en este trabajo, se atribuye a mayores tiempo de
incubacion, al uso de Lisofosfatidilcolina (LC) un inductor de la reaccion de acrosoma en
espermatozoides capacitados y ademas al uso de microscopia electronica y de fluorescencia,
las que permiten captar con mayor agudeza los cambios de las membranas espermadticas que
sugieren la presentacion de reaccion acrosémica en diferentes grados.

Vilanova (1994), realiz6 una prueba de capacitacion espermadtica in vitro de
espermatozoides bovinos, los que fueron incubados por 6 horas en medio heparinizado. La
proporcion de espermatozoides con reaccion acrosdmica obtenida para semen descongelado
fue de alrededor del 70% cifra bastante alta si la comparamos con los resultados obtenidos en
este trabajo (Tabla 5). Estas diferencias, indican que deberia considerarse la aplicacion de
tiempos de incubacion mas prolongados, lo que podria producir un aumento de la
subpoblacion de espermatozoides capacitados con reaccioén de acrosoma.

Se debe tener en cuenta que en incubaciones mas extensas comienza a deteriorarse la
vitalidad y funcionalidad espermatica, por lo tanto se debe encontrar un punto de equilibrio
que arroje la mayor cantidad de espermatozoides capacitados y que a su vez éstos conserven
su fertilidad.

Si bien se registro un aumento en la presentacion de la reaccion acrosomica luego de la
incubacion en medio de capacitacion, este valor no corresponde al total de la poblacion
espermatica capacitada, ya que este método de tincion solo permite establecer la cantidad de
células con reaccion de acrosoma evidente.
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El uso de otras técnicas como la microscopia electronica y de fluorescencia permiten
saber con mas exactitud la proporcion de la poblacion espermatica que esta realmente
capacitada, ya que ponen en evidencia menores grados de alteracion de membranas
acrosomicas que indican capacitacion espermatica y que no se advierten con la tincion
utilizada en este trabajo.

Aunque quedan muchos detalles y factores a considerar en el proceso de capacitacion
espermatica in-vitro, los resultados obtenidos en este experimento son alentadores ya que en
dos oportunidades se utilizd espermatozoides capacitados por este método para pruebas de
fecundacion in vitro y en ambas se logro penetracion del ovocito y division celular, con esto
se establece que los espermatozoides sometidos a este tratamiento se capacitaron.

Como conclusion puede estimarse que:

° Las caracteristicas seminales evaluadas de los carneros en estudio estan dentro
de los rangos considerados normales.

o El protocolo de criopreservacion utilizado en este trabajo puede ser considerado
como satisfactorio, ya que arrojo un 58% de supervivencia espermatica con un 56% de
motilidad progresiva.

J La incubacion por dos horas en medio m-DM induce reaccion acrosdmica en
semen fresco y congelado-descongelado.

. La heparina aumenta significativamente (P<0,05) la presentacion de reaccion
acrosdmica en semen fresco con respecto al grupo control. Para semen congelado-
descongelado pese a que no se registraron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control, el leve aumento en la presentacion de reaccion acrosémica se atribuye a la
propiedad capacitante de la heparina.

. El proceso de congelacion/descongelacion aumenta la presentacion de
reacciones acrosomicas.
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ANEXO 1

Medio de capacitacion espermatica m-MD (modified Defined Medium).

Componentes g/l mM
NaCl 6,550 112,00
KCl 0,300 4,02
CaCl2e2H20 0,330 2,25
NaH2PO4eH20 0,113 0,83
MgCl2e¢6H20 0,106 0,52
NaHCO3 3,104 37,00
Glucosa 2,500 13,90
Acido piravicot 0,110% 1,25
Albtmina sérica bovina (BSA) 6,000
Sulfato de gentamicina 50 ug/ml
Heparina** 50 ug/ml
Agua destilada llevar a 1000ml

1 Cuando se usa acido piravico, el pH debe ser ajustado por adicion gota a gota de NaOH 1N
para llegar pH de 7.8.

*Puede usarse 0.1375 g/I de piruvato de sodio, lo que hace innecesario ajustar el pH con
NaOH.

** Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA.
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Preparacion del diluyente segtin Salamon’s artificial insemination of sheep and goats.

A 25 ml de agua destilada, agregar los siguiente:

Llevar a 50 ml con agua destilada.
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Sistema de puntuacion para movimiento de masa. (Salamon’s artificial Insemination of
Sheep and Goats, Evans G., WMC Maxwell, 1987).

Puntuacion | Clasificacion | Descripcion

5 Muy bueno Denso, muy rapido movimiento de olas.

No es posible ver células espermaticas individuales. 90% o
mas de actividad.

4 Bueno Movimiento vigoroso, pero las olas y remolinos no son tan
rapidos. 70-85% de células espermaticas vivas.

3 Regular Solo pequefias olas con movimiento lento. Es posible ver
células espermaticas individualmente. 45-65% células
espermaticas activas.

2 Malo No hay formacion de olas, pero es visible alguin movimiento
de espermatozoides. 20-40% de células vivas con movimiento
pobre.

1 Muy malo Solo pocos espermatozoides (10%) muestran signos de vida,
con débil movimiento.

0 Muerto Todos los espermatozoides carecen de movimiento.




ANEXO 4

Descripcion estadistica de las variables estudiadas (7) para cada individuo (3).

Carnero N°1: Durazno.

Variable Media | Desv. Estan. | Minimo | Maximo
VOL 0,7 0,36 0,6 0,9
CONC 3.100 581,35 2.230 3.761
MOT. PROG. | 74,17 5,97 70 90
MOT. MASA | 3,55 1,23 2,5 5
% VIVOS 74,92 3,26 67 80
% ANORM 12,71 2,44 8,5 15,5

Carnero N°2: Melon.

Variable Media | Desv. Estan. | Minimo | Maximo
VOL 1,03 0,15 0,8 1,3
CONC 4.070 3.92.31 3.390 4.940
MOT. PROG. | 72,5 4,52 65 80
MOT. MASA 3,5 0,52 3 4
% VIVOS 70,5 4,03 65 77
% ANORM 14,29 2,21 10,5 18




Carnero N°3: Platano.

Variable Media | Desv. Estan. | Minimo | Maximo
VOL 1,5 0,5 1,2 2
CONC 3.259 812,21 2.030 4.350
MOT. PROG. | 76,25 10,69 50 90
MOT. MASA | 3,83 0,72 2,5 5
% VIVOS 72,67 5,03 61 78
% ANORM 11,17 1,68 9 14
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ANEXO §
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Detalle de los resultados obtenidos para todos los eyaculados (n=12) sometidos a

evaluacion.

Carnero N°1: Durazno.

MUESTRA| VOL CONC. | M. MASA | M. PROG. | % VIVOS | %ANORM
1 0,6 2,6 4 75 80 14
2 0,7 2,33 3 70 75 9,5
3 0,7 3,72 4 70 75 8,5
4 0,9 3,32 4,5 75 74 10,5
5 0,9 3,74 3,5 70 67 11
6 0,8 2,35 4 90 73 15
7 0,7 2,23 3 75 75 15,5
8 0,6 3,58 3 70 73 11,5
9 0,7 3,76 5 80 76 15
10 0,6 3,18 2,5 70 78 13,5
11 0,6 3,3 3 75 75 13
12 0,7 3,1 4 70 78 15,5

Carnero N°2: Melon.

MUESTRA | VOL CONC. |M. MASA | M. PROG. | % VIVOS | %ANORM
1 1 4,3 4 70 70 15
2 1,3 4,9 3 65 67 12,5
3 1.1 34 3 70 65 10,5
4 0,9 4 3 70 72 11,5
5 1,2 3,6 4 75 68 13
6 1 4,1 4 75 70 14,5
7 1,1 4,4 4 70 65 17,5
8 0,8 3,9 3 70 72 14
9 1,2 4,2 3 80 76 15
10 1 3,9 4 75 75 15,5
11 0,9 4,1 3 80 77 14,5
12 0,9 4 4 70 69 18




Carnero N°3: Platano.
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MUESTRA | VOL | CONC. |M. MASA| M.PROG. | % VIVOS | %ANORM
1 1,2 2,96 4 70 68 12,5
2 1,2 2.3 5 75 70 14
3 1,3 4,35 3 70 61 11
4 1.4 2.4 4.5 80 70 10
5 1,5 2,03 4.5 80 75 9
6 1,2 2,67 3 70 78 10,5
7 1,7 4,34 4 85 70 13
8 1,6 4,1 3.5 75 76 12,5
9 1,2 3,05 3 85 77 9
10 1,7 3,81 4 85 78 9.5
11 1.4 3,65 4 70 75 10,5
12 1,6 321 25 85 74 12,5
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