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I.- INTRODUCCION

El aumento del valor y las posibilidades de comercializacion de los cachorros de
pura raza asi como el aumento de la importancia de la cria canina tanto desde el
punto de vista econémico, recreativo o para la obtencién de perros de trabajo ha
impulsado el desarrollo e implementacion de las biotecnologias reproductivas en
esta especie. La Inseminacion Artificial (IA) ha beneficiado el mejoramiento
genético en los perros de raza pura. El desarrollo de IA (la primera generacion de
biotecnologias reproductivas), junto con la criopreservacién de semen ha hecho
posible la distribucion por el mundo de material genético a un bajo costo. Diversas
metodologias de criopreservacion de semen, se estan aplicando cada vez con
mas frecuencia con el fin de establecer bancos de reserva genética para
conservar las diferentes especies en el futuro (1). Las especies en vias de
extincion son los principales impulsores y receptores de esta corriente (2). La
primera comunicacion de IA en caninos fue realizada en 1887 por Lazzaro
Spallanzani quien utilizé semen fresco (3, 4, 5). Sin embargo fue muchos afios
mas tarde cuando este topico se convirtio en foco de interés para la investigacion.
En 1956, Harrop (6) comunica que una de seis perras inseminadas con semen
refrigerado después de seis dias de almacenamiento resulté prefiada. En 1954,
Rowson (7) notifica la primera congelacién de semen exitosa en caninos y mas
tarde en 1969, Seager (8) obtiene la primera prefiez con semen congelado en
perros. Desde la ocurrencia de estos eventos, el interés de los criadores caninos
en la IA 'y la criopreservacién de semen han aumentado en forma creciente. Es asi
gue en el mundo, por aproximadamente 5 décadas, muchas camadas han nacido
a partir de 1A con semen fresco, refrigerado y congelado. Sin embargo las tasas de
prefiez obtenidas a partir de IA usando semen congelado son aun poco
satisfactorias y esto ocurre en particular con las obtenidas bajo condiciones
clinicas. En la clinica reproductiva diaria las variables asociadas al manejo del
semen en la descongelacién, a la técnica de 1A implementada y a la deteccion del
momento de mayor fertilidad estan fuertemente influenciadas por el entrenamiento
del operador actuante, a la infraestructura de la clinica en la que se realiza el

procedimiento y al estado de salud y nutricion de los reproductores utilizados (9,
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10, 11, 12, 13). Estos hechos se relacionan tanto con las particularidades de la
fisiologia reproductiva de la hembra como con la especial sensibilidad del semen
canino a los procesos de criopreservacion y la falta de desarrollo en esta area.
(12, 14). Es asi que son necesarias investigaciones dirigidas a mejorar la habilidad
para mantener la capacidad fecundante del semen congelado en caninos y
obtener asi tasas de prefiez y tamafios de camada satisfactorios.Para que sea
posible la interaccion 6vuloespermatozoide y el comienzo de una nueva vida, un
namero suficiente de espermatozoides fértiles debe arribar a la ampolla para
encontrarse con los oocitos y que ocurra asi la secuencia de eventos necesarios
para la fertilizacion (15, 16). Evaluacion de la calidad seminal y prediccion de la
capacidad fecundante Existen una gran variedad de pruebas de laboratorio que
han sido desarrolladas para evaluar la calidad del semen (integridad espermética y
capacidad fecundante) usado para IA, y predecir asi la capacidad fecundante del
mismo. El uso de estas pruebas en forma combinada puede aumentar la exactitud
en la estimacion de la funcion espermatica. Sin embargo, es imposible reemplazar
las pruebas de campo, pues las pruebas in vitro nunca podran predecir
exactamente que ocurrira cuando se encuentren 6vulo y espermatozoide in vivo
(15, 17). Los métodos mas precisos para evaluar la capacidad de fecundante del
semen luego de ocurrido un proceso de criopreservacion son las pruebas de
campo, es decir la inseminacién de un gran numero de hembras (18). Este hecho
fue posible en los animales de granja (19, 20, 21). Sin embargo, en pequefios
animales las pruebas de fertilidad a campo son dificiles de implementar ya que
usualmente solo un pequefio numero de hembras esta disponible para el estudio,

razon por la cual poseen baja sensibilidad.



II.- ANTECEDENTES

El semen puede ser conservado mediante refrigeracion o congelacion. La
refrigeracion disminuye la tasa metabdlica y prolonga la sobrevida espermética.
Los diluyentes de semen utilizados para refrigeracion protegen las membranas
espermaticas de los dafios causados por los cambios de temperatura, proveen
energia, estabilizan el pH y la presion osmotica (26). La yema de huevo es un
componente habitual de los diluyentes para semen debido a que sus fosfolipidos y
proteinas de baja densidad protegen al espermatozoide del shock de frio (42, 43).

En 1956, Harrop (6) comunica la primera prefiez en caninos con semen
refrigerado a 4° C durante 4 dias usando un diluyente a base de leche. Desde
entonces varios diluyentes han sido probados para su uso con semen canino (44,
45, 46). Uno de los diluyentes mas comunmente usados es el Tris-citrato
conteniendo 20% de yema de huevo (TYH) (45, 78), el cual permite el uso de
semen refrigerado con buena capacidad fecundante durante 24-48 horas pos-
refrigeracion, obteniéndose porcentajes de prefiez aceptables (62,5%; Fosberg 91,
46). Este diluyente se ha comparado in vitro con diluyentes preparados en base a
leche y yema de huevo; y crema de leche y yema de huevo, observandose
resultados similares en cuanto a la conservacion de motilidad espermatica e
integridad de membrana (46). El MRA® (glucosa, EDTA, citrato de sodio, acetato
de potasio, aminoglucésidos, excipiente tampdn), es un diluyente que posibilita
buena conservacion del semen porcino tanto en relacion a la viabilidad
espermatica como a la preservacién de la capacidad fecundante (27, 48). Este
diluyente con el agregado de 20% de yema de huevo permitié obtener en caninos,
pardmetros seminales (porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva, porcentaje de espermatozoides con
acrosoma intacto) significativamente mayores que el TYH cuando el semen fue
refrigerado durante 24, 48 o 72 hs tanto a 4° C como 15° C (78). Se ha observado
gue la longevidad del semen canino es significativamente mayor a 4° C que a 22°
C (47). Sin embargo no se observaron diferencias significativas cuando se

conservO a 4° C o 15° C (78). Tanto el tipo de diluyente usado como la
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temperatura de almacenado son factores que poseen gran influencia sobre la
capacidad fecundante del semen luego de la refrigeracion (50). ElI semen
refrigerado, no requiere el uso de equipos sofisticados para su preparacion y
puede utilizarse mediante la aplicacion de IA vaginal (2, 12). Para la refrigeracion
se colecta la fraccion espermatica del semen canino y se la mezcla con el
diluyente elegido, el cual debe encontrarse a la temperatura del semen en el
momento de la dilucion. Entre semen y diluyente debe respetarse una relacion 1:3
o 1:4. El semen asi preparado puede refrigerarse a 4 °C o 15°C y utilizarse para IA
lograndose tasas de prefiez aceptables durante las primeras 24-48 h. Previo a la
IA el semen refrigerado debe alcanzar lentamente la temperatura ambiente (12).
La utilizacién de semen refrigerado con diluyentes protectores como el tris-buffer
con el agregado de 20 % de yema de huevo permite conservar espermatozoides
con buena capacidad fecundante por un periodo de tiempo suficiente para
trasladar el semen e inseminar animales ubicados en localizaciones geogréficas
distantes. Esto hace posible la IA de una hembra con el semen de un macho que
se encuentre en otra provincia u otro pais limitrofe o cercano con minimo gasto y
baja complejidad de manejo. De esta manera se amplian las posibilidades de uso
de un reproductor, permitiendo la comercializacién de semen y facilitando el
intercambio genético entre diferentes establecimientos (40). Hasta hace poco
tiempo, se practicaba IA exclusivamente con semen fresco, posteriormente
comenzo a utilizarse semen refrigerado. En muchos paises de Europa asi como
en Estados Unidos la IA con semen refrigerado es una practica rutinaria, sin
embargo no ocurre lo mismo en Sudamérica. Este método de criopreservacion de
semen puede ser implementado con bajo costo, facil manejo y moderada
infraestructura, factores que pueden determinar, en el futuro, su uso rutinario en
Sudamérica, mejorando asi las posibilidades del uso del semen de reproductores
valiosos. Los procesos de congelacion-descongelacion resultan en reduccion de la
fertilidad del semen criopreservado si lo comparamos con el semen fresco. Este
hecho es el resultado tanto de la pérdida de viabilidad espermatica (poblacién de
espermatozoides muertos) como de las alteraciones funcionales instauradas en la

poblacion sobreviviente (28). Los espermatozoides criopreservados exhiben



modificaciones de membrana similares a las ocurridas en espermatozoides
capacitados, dichos eventos reducen la longevidad espermética (51). Estos
cambios similares a la capacitacion espermatica estan relacionados con eventos
gue desestabilizan las membranas. Un aumento de la tasa de concepcion puede
lograrse mejorando los métodos de criopreservacion tratando de prevenir o
minimizar la ocurrencia de los eventos que desestabilizan las membranas y
aumentando asi la cantidad de espermatozoides con capacidad fecundantes en la
poblacibn de espermatozoides sobrevivientes Iluego del proceso de
criopreservacion (27, 28). Existen variados tipos de dafios asociados tanto al
enfriamiento propiamente dicho como a los componentes de un diluyente. Estos
dafios estan relacionados con los cambios de temperatura (shock de frio), la
toxicidad de los crioprotectores y la formaciéon y disolucion de hielo en el medio
ambiente extracelular (26,52, 53, 54, 55). Cada paso del protocolo de
criopreservacion podria afectar la estructura de la membrana asi como el
metabolismo y la funcién celular. Sin embargo los pasos estan interrelacionados
entre si y un cambio en uno de ellos puede modificar el efecto de otras variables
(56). Las primeras prefieces obtenidas en caninos a partir de IA con semen
congelado fueron logradas utilizando lactosa y un diluyente con base Tris (8, 57,).
Desde entonces, variados diluyentes han sido evaluados para su uso en caninos,
sin embargo los diluyentes en Tris Base son aun los usados mas frecuentemente
(3, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,). En la actualidad, el glicerol es el crioprotector
usado con mas frecuencia en la preparacion de diluyentes de semen, habiendo
sido utilizado también el dimetilsulfoxido (DMSO) (61, 65). Existen otros
compuestos como el duodecil sulfato de sodio (SDS), glicina betaina, prolina y
metilxantinas que han sido incluidos en los diluyentes utilizados para congelacion
de semen canino (64,66, 67, 68,. La yema de huevo es el componente mas
efectivo para proteger al espermatozoide del shock de frio y es generalmente
incluido en los diluyentes utilizados para criopreservacion. Este componente
previene la aparicion de colas dobladas y protege la motilidad (69, 70). El
compuesto activo en la yema de huevo es la fraccion de lipoproteina de baja

densidad, una molécula de alto peso molecular que solo puede actuar en la



superficie celular (54). Se ha comprobado que la accion de ciertos detergentes
sobre las lipoproteinas de la yema de huevo mejora el efecto crioprotector de los
diluyentes de semen en algunas especies (68, 71, 72, 73). Compuestos
detergentes que contienen dodecil sulfato de sodio (SDS) solos o como un
componente del Equex STM® paste (detergente comercial) han sido incluidos en
diluyentes de semen usados para la congelacion de semen canino (12, 43, 74,
75). Se observo que la adicion de Equex STM paste a un diluyente con base Tris
mejora la supervivencia espermatica al descongelado (64, 68, 40) asi como la
capacida espermatica para unirse a la zona pelucida de ovocitos homoélogos (76,
77, 78). Pefa (68), observd un efecto benéfico en todos los indicadores de
viabilidad espermatica al utilizar dos pasos de dilucion en el protocolo de
congelacion cuando incorpora Equex STM paste al diluyente. Sin embargo no se
ha evaluado el efecto de diferentes concentraciones de Equex STM paste sobre la
viabilidad espermatica al descongelado. Notlhing (79) obtuvo altos porcentajes de
prefiez mediante IA intravaginal con semen criopreservado utilizando un diluyente
con el agregado de Equex STM paste. Asi mismo Rota (80) obtuvo buenos
resultados utilizando inseminacion artificial intravaginal e intrauterina con semen
congelado utilizando Equex STM paste. Sin embargo no existen estudios de
fertilidad en relacion con las concentraciones de Equex STM paste utilizadas en la
formulacién de los diluyentes. Diferentes tipos de azucares han sido incluidos en
los diluyentes usados para congelacion de semen canino (81, 82). Los azucares
utilizados poseen variadas funciones tales como proveer un sustrato energético
para las células espermaticas durante la incubacion, mantener la presion osmaética
del diluyente y actuar como crioprotectores (83). Se ha estudiado la influencia de
los azlcares (monosacaridos, disacaridos, trisacaridos), sobre la motilidad,
viabilidad y porcentaje de acrosomas intactos durante la dilucion, equilibracion y
congelacion de espermatozoides caninos (83). La suplementacion del diluyente
con azucares influencia la calidad esperméatica pos-equilibracibn y pos-
descongelacién. El tipo y localizacién del impacto protector del azucar sobre la
célula espermatica varia de acuerdo al tipo de azucar utilizado (83, 84, 85, 86, 87).

La trealosa es usada como una molécula protectora en la estabilizacion celular



durante la congelacion. Durante la congelacion ocurren fendmenos de
deshidratacion celular. Este azldcar es acumulado en altas concentraciones
(superiores al 20%) en muchos organismos capaces de sobrevivir a la
deshidratacion completa. Por ejemplo las levaduras utilizadas en panaderia, las
cuales han sido han sido estudiadas exhaustivamente, no sobreviven a la
desecacion durante la fase de crecimiento logaritmico (en la cual no poseen
cantidades significativas de trealosa), pero durante la fase estacionaria ellas
acumulan este azlcar y pueden desecarse satisfactoriamente (88, 89). Se ha
comunicado el efecto benéfico en la viabilidad espermatica al descongelado en
espermatozoides de carnero y equino cuando el diluyente es suplementado con
trealosa (90, 91, 92). Este disacérido posee un efecto protector relacionado con el
efecto osmaotico que produce y su interaccion especifica con los fosfolipidos de
membrana (85, 86). Por debajo de aproximadamente -5 °C, las células y el medio
que las rodea permanece no congelado gracias al superenfriamiento y al
descenso del punto de congelacion producido por los solutos protectores
presentes frecuentemente en el medio externo. Es asi que el contenido de la
célula permanece no congelado y superenfriado, presumiblemente pues la
membrana plasmética bloquea el desarrollo de cristales de hielo dentro del
citoplasma. El agua superenfriada de la célula, tiene por definicibn un potencial
guimico mayor que el agua parcialmente congelada existente en el exterior de la
célula. El medio externo de la célula como consecuencia de la congelacion parcial
y de la formacion de cristales de hielo, posee una concentracion de solutos mayor
en la fraccion liquida externa que antes de la formacion de los cristales de hielo
(87). Esto determina que el medio externo que rodea a la célula posea una mayor
presién osmotica que el medio celular interno. En respuesta a los fenédmenos
ocurridos y a las diferencias fisicoquimicas entre el medio interno y externo el
agua sale de la célula y se congela externamente. Si el enfriamiento es
suficientemente lento, la célula es capaz de perder agua y concentrar
suficientemente los solutos para eliminar el superenfriado y mantener el potencial
guimico del agua intracelular en equilibrio con el agua extracelular. El resultado es

que la célula se deshidrata y no se congela en su interior (93). Los azucares no



permeables (trealosa, lactosa, sacarosa, rafinosa) brindan un medio hiperténico
causando deshidratacion celular antes de la congelacion (85, 88, 94). Este efecto
osmatico disminuye el agua intracelular congelable y en relaciéon a esto la cuantia
de dafio celular por la cristalizacion del hielo (91, 95). El mayor grado de estrés
sufrido por los fosfolipidos de la bicapa lipidica de la membrana resulta en una
transicion de fase termotrépica, fusibn y aumento de la permeabilidad de
membrana. Debido a que el agua, ligada al hidrégeno de los grupos polares de las
cabezas, es removida por la deshidratacion aumenta la temperatura de transicion
(Tm) de gel a liquido cristalino. Sin embargo la solubilidad fosfolipidica de la fase
gel esta siempre disminuida relativamente en comparacion con lo que se observa
en la fase liquida cristalina y podrian existir diferencias de sensibilidad en la Tm en
el estado de hidratacion lo cual puede resultar en separacién fosfolipidica (85). La
trealosa posee una accion protectora relacionada con su interaccion especifica
con los fosfolipidos de membrana (84, 85, 88, 96) y puede ser capaz de prevenir la
separacion de fase y la fusion entre las bicapas durante la congelacion (14). Este
azucar muestra una interaccion directa con los fosfolipidos de las cabezas de los
grupos polares durante la desecacidén y congelacion, reduciendo las fuerzas de
Van der Waals entre las cadenas hidrocarbonadas que se relacionaria con la
disminucién de Tm (84, 96). El agregado de trealosa al diluyente utilizado para la
congelacion de semen canino podria mejorar la viabilidad espermética al
descongelado (97). El espermatozoide es una célula altamente especializada con
una membrana plasmatica que no solo ayuda a mantener la integridad celularsino
también participa en los eventos de fusion de membrana asociados con la
fertilizacion (98). La membrana plasmética es considerada como el sitio donde se
inicia la injuria inducida por la congelacién (99). En humanos, la integridad de la
membrana plasmatica y acrosomica fue estudiada mediante microscopio
electronico de transmision (MET) y se observo una correlacion positiva entre los
dafos observados y la fertilidad (100). En caninos se han estudiado los cambios
ultraestructurales presentes en las cabezas espermaticas usando MET (40).
Cuando se compararon los dos métodos de congelacion (Congelaciéon en termo de

nitrogeno vs congelacion sobre vapores de nitrogeno liquido) utilizados para



criopreservar semen en caninos (44,80) no se observaron diferencias entre los
métodos, y ningln método provocOd dafio mas extenso que el otro, ni mejord
significativamente la calidad esperméatica al descongelado. Sin embargo en ambos
meétodos se observaron importantes cambios a nivel de las cabezas en el semen
congelado, lo cual puede causar reducida longevidad espermatica y explicar las
bajas tasas de concepcion obtenidas con IA intavaginal en comparacioén con IA
intrauterina cuando se usa semen congelado (40, 101). Estudios dirigidos a
caracterizar el tipo y extension de los cambios ultraestructurales presentes en
espermatozoides caninos congelados con diferentes diluyentes podrian ayudar a
desarrollar nuevos diluyentes prediciendo en forma mas segura la fertilidad de ese
semen. El semen congelado puede ser almacenado por largo tiempo en bancos
de semen y preservar asi material genético, es asi que un reproductor puede ser
usado mucho tiempo después de su muerte. Inseminacion artificial con semen
congelado Tres puntos conforman las llaves del éxito para obtener buenos
resultados con la implementacion de IA en caninos: 1) Determinacion del momento
optimo para la 1A, 2) Uso de semen de buena calidad, 3) Uso de una adecuada
técnica de IA (12). El semen congelado luego de la descongelacion posee una
vida mucho mas corta que el semen fresco, debido a que los protocolos de
criopreservacion producen un namero potencial de factores de estrés que pueden
producir variados cambios en el espermatozoide (102, 103). Es asi que en
caninos, si se usa semen congelado, la IA debe realizarse entre el dia 4 y 7 del
estro, ya que este es el periodo 6ptimo para la concepcién. En este momento, el
espermatozoide posee altas probabilidades de interaccionar con ovocitos fértiles
en relacion al tiempo de vida de los mismos (10). La IA debe ser realizada con un
namero de espermatozoides vivos y competentes al descongelado suficientes
para obtener una alta probabilidad de fertilizacion. Es por esto que debe ISSN
0365-5148 Semen canino criopreservado Analecta Veterinaria 2006; 25 (2): 29-38
35 considerarse un protocolo de criopreservacion que no solo logre una gran
poblacién de sobrevivientes sino también la integridad de las células que la
conforman (102). En el perro se estima que entre 150 y 200 X 106

espermatozoides viables al descongelado son necesarios para obtener tasas



aceptables de prefiez (34). Debido a la corta sobrevida de los espermatozoides
congelados en comparacion con el semen fresco, el uso de IA intrauterina
aumenta las posibilidades de prefiez. La inseminacion artificial intrauterina puede
realizarse depositando el semen en el Gtero, a través de la cateterizacion de cervix
o inoculandolo directamente en el cuerpo o cuernos uterinos en forma quirdrgica.
Si bien la IA con semen fresco es una practica usada rutinariamente en la
reproduccion de pequefios animales, no ocurre o mismo con la IA con semen
criopreservado (refrigerado o congelado). Sin embargo, el continuo estudio de los
factores que posibilitan una mejor criopreservacion de semen relacionados con los
procesos de refrigerado, congelado y descongelado, posibilitaran en el futuro
aplicacion frecuente de esa biotecnologia.
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ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL PERRO.
3.1. Organos genitales del macho.
3.1.1. Escroto.

Es un saco membranoso dividido por un séptum medio en dos cavidades,
ocupadas cada una por los testiculos, epididimo y parte distal del cordon
espermatico. Esta situado entre la region inguinal y el ano (Sisson et al., 1993).
Un musculo especial en la piel del escroto, el dartos, regula la proximidad de los
testiculos a la pared abdominal influyendo asi sobre su temperatura (Allen, 1992).
La red compleja de suministro de sangre también contribuye a mantener la
temperatura de los testiculos por debajo de la temperatura normal del cuerpo. Esto
facilita el desarrollo 6ptimo de los espermatozoides (Cunningham, 1999; Davol,
2000).

3.1.2. Testiculos.

Los testiculos del macho canino son relativamente pequefios, tienen forma
oval o redondeada, su eje mayor es oblicuo y esta dirigido dorsal y caudalmente
(Allen, 1992; Sisson et al., 1993). Atraviesan el canal inguinal entre los 4 y 5 dias
de edad (Cunningham, 1999), y alcanzan su ubicacién en el escroto en 35
dias (Allen, 1992).

3.1.2 Epididimo.

El epididimo es largo, extremadamente enrollado sobre si mismo e
intimamente unido a lo largo de la parte dorsal de la superficie lateral del testiculo
(Allen, 1992; Sisson et al., 1993). Es una estructura formada por cabeza, cuerpo y
cola. Los espermatozoides maduran en su paso a través de él, y en el perro, este

recorrido se efectta en 14 dias (Allen, 1992).
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3.1.3 Conductos deferentes.

Los conductos deferentes, son la continuacion de la cola del epididimo, con
una ampolla estrecha en el perro y entran a la superficie craneodorsal de la
préostata (Cunningham, 1999; Davol, 2001; Sisson et al., 1993). Este conducto
transporta los espermatozoides desde el epididimo hasta la uretra, y tiene un

diametro de 1 mm aproximadamente (Allen, 1992).

3.1.4 Corddn espermatico (funiculos spermaticus).

El cordon esperméatico comienza en el anillo inguinal profundo, donde sus
partes constituyentes se juntan, se extiende oblicua y centralmente a través del
canal inguinal y pasa junto al pene para terminar en el borde de insercion del

testiculo.

Esta formado por las siguientes estructuras:

1. Arteria testicular.
Venas testiculares.
Linfaticos que acompafian a las venas.
Plexo testicular de nervios autbnomos.
Conductos deferentes, arteria y vena.

Haces de tejido muscular liso alrededor de los vasos.

N o g A~ WD

Capa visceral de la tunica vaginal.

El cordén espermatico y la tanica vaginal son largos y cruzan al lado del pene muy
oblicuamente. El extremo mas superior de la tlnica esta algunas veces cerrado,

de modo que no existe anillo vaginal (Sisson et al., 1993).

3.1.5 Canal inguinal.

Los vasos espermaticos y el conducto deferente penetran en el abdomen a
través de un espacio estrecho en los muasculos de la pared abdominal, que se

conoce como el canal inguinal (Allen, 1992)..
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3.2. Glandulas genitales accesorias.

3.2.1. Glandulas vesiculares.

Las glandulas vesiculares no estan presentes en el perro (Cunningham,
1999; Sisson et al., 1993).

3.2.2. Préstata.

Allen (1992), considera a la préstata como la Unica glandula accesoria en el
perro. La prostata es relativamente grande y a menudo esta alargada,
especialmente en los animales viejos (Cunningham, 1999; Sisson et al., 1993). Es
de color amarillento y con una estructura densa. Se localiza a la altura del borde
craneal del pubis o cerca de él, rodeando el cuello de la vejiga y la uretra (Sisson
et al., 1993). Es una estructura bilobulada en la entrada de la pelvis. La uretra
atraviesa la glandula antes de llegar a la base del pene. La prostata aumenta
normalmente de tamafio segun avanza la edad. Esta glandula produce una
secrecion transparente que es expulsada al interior de la uretra; ésta secrecion es
conocida como fluido prostatico, y constituye la primera y tercera fraccion del

eyaculado; tiene poder bactericida (Allen, 1992).

3.2.3. Glandulas bulbouretrales.

Las glandulas bulbouretrales no estan presentes en el perro (Cunningham,
1999).

3.3. Genitales externos.
3.3.1. Pene.

El pene esta compuesto de raiz, cuerpo y glande. En su parte caudal
existen dos cuerpos cavernosos visibles, separados por un tabique medio. En su
parte craneal hay un hueso, el os penis, que es un hueso rodeado por el

glande (Allen, 1992; Sisson et al., 1993). En los perros grandes alcanza una
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longitud de 10 cm. o mas. Esta considerado como una parte del cuerpo cavernoso

gue se ha osificado (Sisson et al., 1993).

El glande es muy grande y se extiende sobre toda la longitud del pene; su
parte craneal, llamada pars longa glandis, es cilindrica, con un extremo libre
puntiagudo, constituye las tres cuartas partes distales del glande y termina en la
abertura de la uretra; caudalmente existe un alargamiento redondeado, llamado
bulbo del glande, que sin ereccién es dificil de apreciar, pero que cuando el pene
se encuentra en ereccion consiste en un abultamiento mas o menos esférico
responsable de la fijacibn del pene en la vagina de la perra durante el
apareamiento (Allen, 1992; Sisson et al., 1993).

3.3.2. Prepucio.

El prepucio forma una vaina completa alrededor de la parte craneal del
pene (Sisson et al., 1993). Cubre completamente el pene no erecto (Allen, 1992).
La capa mas externa es ordinariamente integumento. Las capas internas son
delgadas, de color rojizo y aglandulares. Presenta una mucosa que se continla
con la mucosa del pene en el glande peniano. En estas capas hay muchos
ndédulos linfaticos, que son especialmente grandes y a menudo prominentes en el

fondo de la cavidad prepucial (Allen, 1992; Sisson et al., 1993).

3.3.3. Uretra masculina.

Este conducto tiene la mision de transportar tanto la orina como el semen al
extremo del pene (Allen, 1992). La parte pelviana de la uretra es relativamente
grande. Su primera porcion se extiende desde la vejiga y esta cubierta por la
prostata (Allen, 1992; Sisson et al., 1993).
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IV.- ENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION.

4.1. Hormonas Hipotalamicas.

4.1.1. Hormona liberadora de Gonadotropina (GnRH).

Es producida en el hipotdlamo (en la base del encéfalo) y transportada
hasta la glandula pituitaria anterior (adenohipofisis) mediante un sistema
especializado de vasos sanguineos. Esta hormona determina de forma selectiva la
liberacién de la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y de la Hormona Luteinizante
(LH) (Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991), éstas dos hormonas (FSH y LH)
participan en el control de la reproduccion en mamiferos machos vy
hembras (Ruckebusch et al., 1991).

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), se libera en pulsaciones
casi cada dos horas. Su liberacion se aumenta por la noradrenalina y el estradiol.
También influyen en la liberacién de GnRH las feromonas que estimulan el bulbo
olfatorio y sefales luminosas que actian en la retina. La dopamina, opiodes y
endorfinas inhiben la descarga de GnRH. También el tratamiento prolongado con
corticosteroides y el estrés tienen una retroalimentacion negativa en la produccién
de GnRH por el hipotdlamo. Cuando los niveles de estradiol son altos, el GnRH
favorece la produccion de la Hormona Luteinizante (LH) en lugar de Hormona
Foliculo Estimulante (FSH). En contraste, altas concentraciones de progesterona y
bajas de estr6genos apoyan una produccion hipotaldmica de GnRH, dando asi
prioridad a producir FSH (Ruckebusch et al., 1991).

4.2. Hormonas Hipofisiarias.
4.2.1. Hormona Foliculo Estimulante (FSH).
Es sintetizada y liberada en la adenohipdfisis por estimulacion de la
hormona liberadora de gonadotropinas hipotalamicas (GnRH) (Ruckebusch et al.,

1991). En la hembra es la responsable de estimular el desarrollo de los foliculos

en los ovarios (Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991). No han sido bien
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determinadas las concentraciones circulantes en la perra (Allen, 1992). La sintesis
y liberacion de Hormona Foliculo Estimulante (FSH), estd bajo la influencia de
altas concentraciones sostenidas de estradiol. Por el contrario una elevacion de
progesterona aumenta la produccion de GnRH, estimula la produccion de
FSH (Ruckebusch et al., 1991). En el macho es responsable de la estimulacion de
algunos de los procesos en la espermatogénesis (Allen, 1992; Ruckebusch et al.,
1991).

4.2.2. Hormona Luteinizante (LH).

Es producida en la adenohipofisis por estimulacion de la hormona
liberadora de gonadotropinas hipotaldmicas (GnRH) (Ruckebusch et al., 1991). En
la hembra es liberada en forma de pulsaciones cortas y la frecuencia de éstas
pulsaciones aumenta 1 6 2 semanas antes de comenzar el proestro. Las
concentraciones circulantes aumentan hasta alcanzar un maximo 48 horas antes
de que ocurra la ovulacion, por eso se le conoce como hormona ovulatoria (Allen,
1992; Ruckebusch et al.,, 1991). Su funcion es estimular la maduracion,
luteinizacion y ovulacion de los foliculos ovéricos (Allen, 1992), y mantiene la
luteinizacion folicular en la hembra que ovula (Ruckebusch et al., 1991), por lo cual
se considera luteotréfica (mantiene el funcionamiento de los cuerpos
luteos) (Allen, 1992).

En el macho es la responsable de la estimulacibn de las células
intersticiales (células de Leydig) en el testiculo para producir testosterona y
dihidrotestosterona, y por lo tanto se le conoce como hormona estimulante de las
células intersticiales (ICSH) (Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991).

Al inicio de la pubertad, los niveles altos de Hormona Luteinizante inducen a
los testiculos para producir testosterona, que llevara a la maduracién de los

espermatozoides (Davol, 2001).
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4.2.3. Prolactina.

Producida y liberada por la adenohipofisis. Actia sobre la glandula mamaria para
estimular la produccién de leche. Sus concentraciones en sangre suelen aumentar
de acuerdo a la disminucién de las concentraciones de progesterona, aunque en
algunos casos la progesterona puede estimular la liberacion de prolactina. La
prolactina también es considerada luteotrofica (mantiene el funcionamiento del
cuerpo lateo) (Allen, 1992).

4.3. Hormonas foliculares.

4.3.1. Estrégenos.

Hormonas esteroides producidas en la perra por foliculos en crecimiento.
Los principales son 17a-estradiol, 17p-estradiol y estrona, algunos de los cuales
pueden ser conjugados. Las concentraciones circulantes aumentan poco dias
antes del inicio del proestro, posteriormente se produce un aumento brusco de sus
concentraciones en sangre, alcanzando su maximo 48 horas antes de la oleada de
LH (Allen, 1992).
Los estrégenos determinan cambios que tienen lugar en el proestro, como
pueden ser: (Allen, 1992)
a) Flujo vaginal
b) Engrosamiento de la mucosa vaginal
c) Cambio en la consistencia de la mucosidad cervical
d) Tumefaccién de la vulva

e) Produccion de feromonas

4.3.2. Progesterona.

Es una hormona esteroide producida por foliculos maduros y por el cuerpo
ldteo. Las concentraciones circulares aumentan cuando los estrogenos alcanzan
su maximo, al final del proestro. La hormona es producida por las células de la

granulosa en vias de luteinizacion en los foliculos intactos (Allen, 1992).
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Los valores en el plasma aumentan de forma constante a un promedio de 2
a 3 ng./ml. y se incrementan en el momento de la ovulacion a més de 5 ng./ml. (5
a8 ng./ml.), las concentraciones maximas se alcanzan unos 20 dias después de
finalizado el estro, se encuentre la perra en gestacion o no. Posteriormente se
produce un descenso gradual hasta sus valores minimos, que son alcanzados 60
a 70 dias después de la ovulacion (Allen, 1992 Davol, 2000 Hutchison, 2001).

4.3.3. Prostaglandinas.

En la perra la produccion espontanea de prostaglandina por el Gtero no es
responsable de la lisis de los cuerpos luteos, tal como sucede en otras especies.
Los cuerpos lateos en la perra dejan de ser funcionales de forma gradual debido a
la ausencia de un apoyo tréfico (LH y/o prolactina) o porque tienen un ciclo vital
limitado (Allen, 1992), de 63 dias en las hembras prefiadas y de 100 dias en las

hembras no gestantes (Esquivel, 2002)

4.3.4. Androgenos.

Son producidos por células en los testiculos que forman pequefios islotes
entre los tubulos seminiferos; estas son las células intersticiales o células de
Leydig (Allen, 1992).

La conversion de testosterona a dihidrotestosterona inducira el desarrollo
de la glandula préstata, la uretra masculina, el pene, y el escroto (Allen, 1992;
Davol, 2001). Después, los testiculos descienden al escroto y completan el
desarrollo del sistema reproductor masculino (Davol, 2001). Los efectos
adicionales de la testosterona incluiran la induccion de otras caracteristicas fisicas
del género asi como los rasgos de conducta, incluyendo la conducta de
apareamiento y marcando de territorio con orina (Allen, 1992; Davol, 2001). En los
perros adultos las concentraciones de testosterona en plasma varian entre 0,5y
5,0 ng./ml. En perros castrados, los valores son inferiores a 200 pg./ml. (Allen,
1992).
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Se desconocen las funciones de éstas hormonas en la perra, pero se sabe
gue sus concentraciones circulantes alcanzan un méaximo al mismo tiempo que la
oleada de LH (Allen, 1992).

4.3.5. Inhibina.
Esta es una hormona producida en los testiculos por las células de Sertoli que
inhibe la liberacion de FSH (Allen, 1992; Davol, 2000; Ruckebusch et al., 1991).

No se ha demostrado su existencia en el perro (Allen, 1992)

V. FISIOLOGIA DE LA REPRODUCCION.

5.1.Fisiologia de la Reproduccion del Macho.

El testiculo es el 6rgano de apoyo para el sistema reproductor masculino;
sin embargo hay que recordar que todas las funciones testiculares se encuentran

influenciadas por el sistema neuroendocrino (Cunningham, 1999).

5.1.1. Espermatogénesis.

Constituye un proceso complejo mediante el cual se producen los
espermatozoides (células germinativas masculinas) en los tubos seminiferos de
los testiculos (Allen, 1992; Cunningham, 1999; Davol, 2001). Las células llamadas
espermatogonias, que son las precursoras de los espermatozoides, se dividen de
forma normal (mitosis) para dar origen a muchos espermatocitos. Los
espermatocitos se dividen posteriormente mediante meiosis, por lo que el nimero
normal de cromosomas queda reducido a la mitad (39) en las células resultantes
que son llamadas espermatidas y se describen como haploides (con la mitad del
namero normal de cromosomas; las células con 78 cromosomas son llamadas
diploides; en este namero se incluyen los dos cromosomas sexuales). Las
espermatidas se transforman en espermatozoides mediante un complejo
reagrupamiento de los organelos; basicamente el ndcleo pasa a formar la cabeza
del espermatozoide, el aparato de Golgi forma el acrosoma, y las mitocondrias y

centriolos intervienen en el desarrollo de la cola. La mayor parte del citoplasma
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queda en las células de Sertoli que aparecen sobre la membrana basal de los
tubos seminiferos que regulan la metamorfosis de espermétida a

espermatozoide (Allen, 1992; Cunningham, 1999).

La espermatogénesis comienza a los 4 meses de edad aunque los
espermatozoides no aparecen en el eyaculado hasta los 10-12 meses (Allen,
1992). En el macho reproductor, la produccion de semen es directamente
proporcional al tamafio testicular. EI semen se guarda en los compartimientos
extragonadales del epididimo y el conducto deferente (Cunningham, 1999; Davol,
2001). La cantidad de semen reservada dependera de la frecuencia e intervalos
entre eyaculaciones. Subsecuentemente la eyaculacién frecuente puede causar
una reduccién en el rendimiento del semen, ya que las reservas de semen se
vacian segun informes recibidos practicando una eyaculacion por dia, durante 5 a
7 dias. Por consiguiente, una vez que se vacian reservas, el nimero de
espermatozoides total sélo sera representado por la produccion diaria de semen
por los testiculos. Por ésta razon la recoleccion de semen se realiza cada dos

dias, para permitir que vuelva a tener reservas de espermatozoides (Davol, 2001).

Existen pocas pruebas a favor de que el eyaculado de un perro que realiza
cubriciones de forma infrecuente contendra un numero elevado de
espermatozoides anormales (Allen, 1992). Por el contrario, los machos con alta
demanda pueden experimentar fertilidad menos Optima en ciertos momentos a lo
largo de sus afios reproductores. La calidad del semen, por consiguiente, es
afectada a menudo por factores como la edad, el grado de excitacion, frecuencia

de eyaculacioén, técnica de la coleccién y manejo de la muestra (Davol, 2001).

El ciclo de la espermatogénesis, es decir, desde la division del
espermatogonio hasta la apariciéon del espermatozoide en el eyaculado, tarda 8
semanas; durante 2 de éstas semanas los espermatozoides maduran en el
epididimo (Allen, 1992).
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5.1.2. Control de la temperatura.

La espermatogénesis no puede producirse con la temperatura normal del
organismo en la mayoria de los mamiferos. Los mecanismos que mantienen los
testiculos del perro méas frios que el resto del organismo segun Allen (1992),
Cunningham (1999) y Davol (2001) son:

v Los testiculos se alojan fuera de la cavidad corporal en el saco escrotal.

v' El masculo cremaster puede influir sobre la distancia que media entre el
cuerpo y el testiculo.

v" El musculo dartos en la pared escrotal puede influir sobre el tamafio del
escroto y, en consecuencia, sobre la posicion de los testiculos.

v' La disposicion de los vasos sanguineos en el corddén espermatico
permite la refrigeracion de la sangre arterial mediante el retomo

sanguineo en el plexo pampiniforme.

5.1.3. Transporte del semen.

Los espermatozoides llegan inmaduros a la cabeza del epididimo;
presentan una gota de citoplasma residual en el cuello. Las células maduran
durante su paso a lo largo del epididimo que se debe posiblemente a la
produccion constante de mas semen en el testiculo. Al entrar en el conducto
deferente la gota (perla) se mueve hacia el extremo distal de la pieza media o es
expulsada del espermatozoide, que ahora se considera maduro (Allen, 1992). Una
vez maduros, los espermatozoides emigran de los testiculos al epididimo donde
se almacenan. Un extremo del epididimo se adelgaza en el conducto deferente, el
tubo a través del cual el espermatozoide maduro pasa para dejar el escroto
(Davol, 2001).

21



5.1.4. Ereccion.

La ereccion es un acontecimiento psicosomatico en el que intervienen los
sistemas vascular, neurologico y endocrino (Cunningham, 1999). Consiste en la
tumescencia del pene como resultado de una acumulacién de sangre en sus
tejidos provocada por la constriccion del retorno venoso (Allen, 1992;
Cunningham, 1999). Los factores que estimulan la ereccion en la mayoria de los
animales son el olor de una hembra en celo (estro) y la asociacion entre rutina y
coito, las vias mediante las que tales estimulos inician la ereccién son

probablemente nerviosos, aunque no se conocen completamente (Allen, 1992).

Lo primero que aparece es un engrosamiento del bulbo del glande. Entonces
el collar del glande se engruesa parcialmente. Este engrosamiento se propaga a
todos los espacios cavernosos. Cuando el pene esta completamente erecto, el
epitelio esta muy tenso y las venas superficiales son prominentes (Sisson et al.,
1993).

En los perros solamente se produce una ligera ereccion antes del coito; la
penetracion se ve favorecida por la rigidez del hueso peniano y la ereccion total se
produce una vez que el pene ha sido introducido en la vagina de la perra (Allen,
1992), el bulbo del glande se alarga tanto que no puede ser retirado de la
vagina (Allen, 1992; Sisson et al., 1993); por tanto, el macho y la hembra quedan
enlazados juntos durante 5 6 hasta 60 minutos (Sisson et al., 1993). S6lo después
de disminuir la ereccion puede separarse el macho de la hembra (Allen, 1992). La
ereccion disminuye porque después de la eyaculacién se produce un aumento en
el tono del musculo liso mediado por el nervio simpatico a nivel sacro, aumentando
la salida de sangre de los espacios cavernosos, ademas de producir una
contraccion del musculo retractor del pene que retira el pene hacia el interior del
prepucio (Cunningham, 1999), en el perro la detumescencia del bulbo, ocurre

antes que en la corona y en el collar del pene (Sisson et al., 1993).
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5.1.5. Eyaculacion.

Las contracciones del musculo uretral impulsan los fluidos procedentes de
los conductos deferentes y de la préstata hacia la uretra (Allen, 1992), es decir
durante la eyaculacion, el espermatozoide se arrastrara del epididimo a través del
conducto deferente y se combinaré con liquido seminal, secretado por la glandula

de la préstata, en la uretra de la préstata antes de expelerse (Davol, 2001).

El perro eyacularé el semen en tres fragmentos (Allen, 1992; Davol, 2001).

e Primera fraccion:

La primera fraccion del eyaculado es la fraccion preespermética que es un
volumen pequeiio de fluido claro (Davol, 2001) que se elimina durante la
excitacion sexual inicial. Su volumen es variable aunque generalmente es de
unos 0,5 ml. Puede ser eyaculada mientras el perro esta empujando al intentar
introducir su pene en la vagina de la perra, o puede ser expulsada tras la
penetracion. Procede de la prostata y su funcion puede ser la de lavar la vagina
de restos de orina (Allen, 1992).

e Segunda fraccién

La segunda fraccion es eyaculada generalmente después de la penetracion,
cuando el macho deja de empujar (Allen, 1992), sin embrago hay quien afirma
que durante la eyaculacion de este segundo fragmento, el perro empujara
vigorosamente (Davol, 2001). Esta porcion del eyaculado es rica en
espermatozoides y su volumen suele ser de 0,5 a 1 ml. (Allen, 1992; Davol,
2001). Procede de los conductos deferentes y es depositada en la mitad
anterior de la vagina al completarse la ereccion del pene (Allen, 1992). Durante
y poco después de la eyaculacion de esta fraccion, el perro desea
instintivamente girar, e incluso intentara caminar encima del brazo de la
persona que realiza la recoleccion si se esta realizando la recoleccion de

semen por medio de una vagina artificial (Allen, 1992; Davol, 2001).
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e Tercera fraccion:

La tercera fraccion procede de la préstata, suele ser expulsada mientras los
perros permanecen en pie, grupa con grupa y unidos (Allen, 1992; Davol,
2001). Su volumen puede ser de 15 a 20 ml. en razas grandes y depende
probablemente del tiempo que permanecen unidos. La funcion de la tercera
fraccion del eyaculado consiste probablemente en arrastrar a la segunda
fraccion, rica en espermatozoides, desde la vagina craneal hacia el uUtero de la
perra (Allen, 1992), sin embargo, no siempre es favorable el efecto de la tercera
fraccion sobre los espermatozoides ya que se trata de fluido prostatico (Davol,
2001). Al final de la eyaculacion se produce la desinflamacién del pene y su

retirada de la vagina (Allen, 1992).

VI. PRINCIPIOS GENERALES DE LA CRIOPRESERVACION DE SEMEN.

La preservacion del semen en diversas especies es un importante campo de
investigacion, tanto para facilitar las posibilidades de reproduccion de diversos
individuos y asi salvaguardar las caracteristicas genéticas encaminadas a la
mejora de las especies, como para la conservacion de muchas especies y razas
gue estan en extincibn o cuentan con pocos ejemplares. Como sabemos, el
proceso de refrigeracion forma parte del proceso de congelacion del semen; sin
embargo, también puede utilizarse como método de conservacion a corto plazo
para lo que necesita medios diluyentes adecuados que deben contener
componentes especificos, es decir, una solucion tampoén, sales, azucares y
sustancias que aporten una cierta proteccion de la membrana contra el descenso
de temperatura, como la yema dehuevo. A diferencia de la refrigeracion del
semen, el proceso de congelacion necesitatambién del empleo de un agente
crioprotector que permita un descenso mayor de la temperatura. Desde el
descubrimiento del glicerol como agente crioprotector efectivo (Polge y col., 1949)
y del establecimiento de las técnicas basicas de criopreservacion, el semen de
una variedad de especies se congela y utiliza con éxito en la inseminacién
artificial. Sin embargo y con excepcion de los bovidos, la utilizacidon generalizada

de semen congelado no se ha extendido a las otras especies domeésticas (Parks y
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Graham, 1992; Holt, 2000), en parte porque los protocolos de congelacion no
proporcionaron resultados aceptables de fertilidad (Parks y Graham, 1992). Las
diferencias entre especies se deben principalmente a diferencias en la fisiologia y
la bioguimica del espermatozoide y, también, a las variaciones en la anatomia y
fisiologia del tracto reproductor femenino que dan lugar a importantes diferencias
en las caracteristicas del transporte espermatico (Holt, 2000). La reduccién de la
temperatura por debajo de los 37°C vy, principalmente, de los 20°C induce una
serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el espermatozoide (Amann y
Pickett, 1987). EI mayor desafio para las células en el proceso de congelaciéon no
es resistir a las bajas temperaturas del nitrdgeno liquido, sino mantener la
viabilidad en un rango de temperaturas, entre los —15 y —60°C, que las células
experimentan por dos ocasiones, es decir, durante la congelacion y durante la
descongelacion. A —196°C no se producen reacciones térmicas, puesto que
debajo de los —130°C no existe agua en el estado liquido (Mazur, 1984).

Con el enfriamiento de la suspension celular por debajo de los 0°C, se producen
una serie de procesos nocivos para la célula que comienzan con la formacién de
hielo en el compartimento extra-celular. La membrana plasmatica actia como
barrera, impidiendo la expansion de los cristales de hielo del medio exterior hacia
el compartimento intra-celular (Watson, 1979). Las sales no forman parte de los
cristales de hielo, de modo que habra una considerable concentracién de sales en
la porcion remanente del agua no-congelada. EI aumento del gradiente osmatico a
través de la membrana plasmatica provoca la difusion del agua intra-celular hacia
el ambiente extra-celular, causando deshidratacion de la célula y de la membrana
plasmatica (Amann y Pickett, 1987). Por tanto la deshidratacion osmética, mas
gue la formacion de hielo intra-celular, es la principal causa de las alteraciones
ultraestructurales de la membrana y una de sus consecuencias es la pérdida de la
selectividad de la membrana (Parks y Graham, 1992).

Cuando las células estan sujetas a temperaturas inferiores a 0°C, inicialmente
“superrefrigeran”. EI modo en que recuperan el equilibrio depende del ritmo de
refrigeracion y de su permeabilidad al agua. Si el ritmo de enfriamiento es lento o

si la permeabilidad al agua es elevada, las células se equilibran por la
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transferencia del agua intra-celular hacia el hieloexterno, o sea, se equilibran por
deshidratacion; pero si son refrigeradas rapidamente o si supermeabilidad al agua
es baja, éstas se van equilibrar, en parte, por congelacion intra-celular (Mazur,
1970). El ritmo de enfriamiento debe, por tanto, tener en cuenta estos fenbmenos
(Amann y Pickett, 1987).

La presencia de hielo extra-celular, aunque puede deformar las células, no causa
ruptura de la membrana plasmatica ni tampoco dafios irreversibles (Watson,
1979). Por el contrario, la formacion intra-celular de cristales de hielo provoca
lesion y muerte de la célula. Dado que la formacion de hielo intra-celular es
dependiente del ritmo de congelacién y descongelacion, el estricto control del
ritmo del descenso y del aumento de la temperatura puede minimizar las lesiones
celulares causadas por el hielo intra-celular. Sin embargo, si el ritmo de
congelacion es extremamente rapido el hielo intra-celular constituye micro-
cristales y los dafios derivados son muy reducidos (Amann y Pickett, 1987).

El éxito final de un procedimiento de congelacion esta condicionado por el proceso
de descongelaciéon. Si el ritmo de enfriamiento es rapido, el de calentamiento
también lo debe ser; alternativamente, si el ritmo de enfriamiento es lento también
debe serlo el de calentamiento. Las células que contienen micro-cristales de hielo
intra-celulares deben ser re-calentadas muy rapidamente a fin de evitar la re-
cristalizacion de estos pequerios cristales, en grandes cristales que pueden dafar
las células (Amann y Pickett, 1987).

El proceso de criopreservacion incluye 5 etapas: dilucion, refrigeracion, adicion del
crioprotector, congelacion y descongelacion. Mientras que algunas fases son
relativamente inocuas, otras son muy estresantes, como es el caso de la
refrigeracion y la congelacién (Watson, 1995). Cada etapa del protocolo ejerce una
interaccion especial con la estructura, la funcidbn de la membrana y con el
metabolismo celular (Hammerstedt y col., 1990); pudiendo el espermatozoide
perder su capacidad de funcionar normalmente en cualquiera de estas etapas
(Watson, 1995). Por otra parte, dichas etapas del protocolo de congelacién se
influencian mutuamente, asi que los ritmos de cambio de temperatura elegidos en

una determinada etapa del proceso afectan directamente a los que se utilizaran en
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la etapa siguiente (Hammerstedt y col., 1990). Es por tanto que el logro de una
longevidad celular méxima, requiera que el ritmo de descongelacion esté en
concordancia con el ritmo apropiado de congelacion (Mazur, 1984).

La mayor parte de los estudios de criopreservacion han sido empiricos,
comparando la eficacia de distintos tratamientos a través de pruebas de
supervivencia in vitro (Watson y col., 1992). El resultado de un protocolo de
criopreservaciéon depende de una serie defactores como la composicion del
diluyente y la concentracion del crioprotector, el ritmo derefrigeracion y de
congelacion, y el ritmo de descongelacion (Mazur, 1984). Idealmente,estos pasos
deberian reducir al minimo los dafios celulares y asegurar una adecuada
longevidad in vivo e in vitro (Farstad, 1996). No obstante y a pesar de los
progresos en los protocolos de criopreservacion, los datos de motilidad y de
integridad de la membrana indican que solo cerca del 50% de las células
sobreviven al proceso de congelacion (Curry,2000).

Durante algun tiempo, se ha asumido que los espermatozoides que sobrevivian a
los procesos de refrigeracion, congelacion y descongelacidn eran semejantes a las
células precongeladas, es decir, que no se verian afectados por los tratamientos
de conservacion.

Sin embargo, Watson (1995) advierte que los espermatozoides supervivientes
presentan caracteristicas diferentes a las que tenian antes de la congelacién; lo
gue corrobora tras observar que, utilizando mismo namero de espermatozoides en
inseminacion artificial, los espermatozoides criopreservados proporcionan niveles
de fertilidad méas reducidos que el semen fresco (Watson, 1996). Asimismo, la
evidencia de que la motilidad del semen descongelado se mantiene durante
menos tiempo, en comparacioén con la del semen nocongelado, permite concluir
qgue los espermatozoides descongelados son menos resistentes y que el proceso
de congelacion altera las membranas (Parks y Graham, 1992).

La membrana plasmatica del espermatozoide esta altamente compartimentada, y
en cada compartimiento presenta una composicion y organizacion caracteristica,
lo que origina propiedades fisicas y funciones distintas (Holt, 1984). Asi, cada

compartimento es susceptible a las variaciones de temperatura y a los dafios

27



provocados por la congelacion de un modo diferente (Hammerstedt y col., 1990;
Parks y Graham, 1992).

Para Parks y Graham (1992), la conservacion de dichos compartimentos resulta
critica para las funciones del espermatozoide, ya que cada uno asume una funcién
muy especifica en la fecundacion. Estos compartimentos son principalmente: la
red mitocondrioflagelar (importante en el metabolismo y motilidad del
espermatozoide), el nacleo (necesario para el almacenamiento estable del ADN),
la cabeza (de cual destaca la porcion anterior, fundamental para la apropiada
activacion acrosomica) y el segmento posterior (imprescindible para la unién
espermatozoide-ovocito).

La refrigeracion y la congelacion son acontecimientos que pueden conducir a la
muerte o bien a alteraciones funcionales del espermatozoide. Las lesiones
causadas en la membrana y en los distintos organulos del espermatozoide derivan
de dos de los principalesmotivos de estrés de la criopreservacion: -las alteraciones
de la temperatura y - la formaciény disolucion de los cristales de hielo (Watson,
1995). Ademéas de la cristalizacion, también estan implicadas alteraciones
osmoticas, que conducen a dafios celulares evidentes (Homfo y Berg, 1989). En
consecuencia, la motilidad y la integridad acrosémica disminuyen de modo
significativo, tras la congelacion y la descongelacion.

6.1 Impacto de larefrigeracién y la congelacion en la estructuray funcién
espermaticas.

La reducida fertilidad del semen descongelado se atribuye principalmente a
las alteraciones en la estructura y funciéon de la membrana durante los procesos
de refrigeracién, congelacion y descongelacion (Parks y Graham, 1992). En
trabajos realizados con eyaculados de morueco, se observa que tras el proceso de
congelacion y descongelacion solamente entre el 40 y 60 % de los
espermatozoides preservan su motilidad, aunque apenas un 20-30% se mantienen
biol6gicamente integros. Esto es indicativo de que la motilidad y la estructura del

espermatozoide se afectan en distinto grado, desconociéndose si las alteraciones
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se producen simultaneamente o en distintas fases del proceso descongelacion y

descongelacién (Salamon y Maxwell, 1995).

6.1.1. Susceptibilidad al Choque Térmico.

Uno de los problemas mas evidentes en los procesos de conservacion del semen
es el conjunto de alteraciones en el espermatozoide, designadas colectivamente
como “choque térmico”. Dichas alteraciones se ponen en evidencia por la pérdida
irreversible de viabilidad que se produce cuando el espermatozoide se enfria
rapidamente a 0°C y cuya sefial mas evidente es la pérdida de motilidad tras el
calentamiento (Quinn y White, 1966); observandose movimientos circulares de los
espermatozoides y pérdida precoz de la motilidad. Ademas se observan otras
lesiones como son la disminucion de la produccion energética y el aumento de la
permeabilidad de la membrana (Watson, 1981a). Debido a este fenédmeno, la
refrigeracion previa a la congelacion se lleva habitualmente a cabo con mucha
precaucion, de modo que el enfriamiento se realiza lentamente, aunque ésto no
evita que los cambios de temperatura originen alteraciones en las membranas
(Watson, 2000).

La bibliografia consultada demuestra que el espermatozoide se hace susceptible
al choque térmico en la regién proximal del cuerpo del epididimo, cuando la gota
citoplasmatica se mueve en direccion a la porcion distal de la pieza intermedia; por
tanto, durante la maduracion del espermatozoide en el epididimo, éste adquiere la
motilidad pero también la susceptibilidad al choque térmico (White, 1993).

Existen evidencias de que el choque térmico y las lesiones irreversibles
asociadasresultan de alteraciones en la organizacion de los lipidos de la
membrana delespermatozoide o fases de transicion lipidica (Drobnis y col., 1993).
A la temperatura fisiolégica, los fosfolipidos de membrana estan en un estado mas
o menos fluido y sus cadenas de acidos grasos son flexibles (De Leeuw y col.,
1990). Se sabe que algunos lipidos de la membrana del espermatozoide, los
lipidos no-bicapa, asumen una disposicion hexagonal, estando implicados en la
formacion de un anillo alrededor de las proteinas que integran la membrana (Parks

y Graham, 1992). Asi que, la temperatura de la membrana disminuye por debajo
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de la temperatura de transicion de cada uno de los fosfolipidos individuales que la
componen. Estos sufren la fase de transicion termotrépica del estado liquido-
cristalino al estado gel, comenzando a agregarse (Quinn, 1989). Concretamente,
las cadenas de acidos grasos toman rigidez y se aislan en dominios de gel, de los
cuales son excluidas las proteinas de la membrana que se concentran en areas
fluidas; como se ha demostrado mediante microscopia electronica (De Leeuw y
col., 1990). Este fendmeno afecta las funciones de las proteinas, por ejemplo, en
los canales proteicos ionicos (Watson, 2000).

Los lipidos nobicapa son los que probablemente sufren en primer lugar la fase de
transicion, agregandose en micro-dominios de gel bi-capa. Tras la refrigeracion y
principalmente tras el calentamiento, los micro-dominios de lipidos bi-capa no
restablecen las asociaciones con los restantes componentes de membrana y las
regiones resultantes de agregados hexagonales pueden potencialmente
desestabilizar la membrana (Quinn, 1989).

La reorganizaciéon de los lipidos perturba principalmente las asociaciones
normales lipido-lipido y lipido-proteina que son imprescindibles para una funcién
normal de la membrana (Parks y Graham, 1992). La disposicibn anormal de los
fosfolipidos puede permitir la rdpida entrada de moléculas que en situaciones
normales atravesarian la membrana lentamente (Amann y Pickett, 1987). Tras la
descongelacién, la capacidad de fusidén y las respuestas de la membrana a las
sefales de transduccion pueden también verse alteradas, lo que conduce a la
capacitacion precoz y, en consecuencia, a la reduccién de la longevidad del
semen tras la descongelacion (Watson, 1995).
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Figura 2.1. Estructura de la membrana celular del espermatozoide y de las

alteraciones inducidas por el choque térmico (Tomado de Serres, 2003).
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La susceptibilidad al choque térmico varia con las especies, considerandose los
espermatozoides de toro y de cerdo entre los mas sensibles donde se manifiesta
pormarcadas alteraciones en el movimiento de iones, con acumulacion de Ca2+y
pérdidas de K+y Mg2+. Por el contrario, los espermatozoides del hombre, aves,
perro y conejo no evidencian Membrana original Refrigerada a 4° C Recalentada a
37° C Membrana alterada a 37° C alteraciones tan marcadas (Quinn y White,
1966). Ademas en los espermatozoides de toro y cerdo se ha detectado
acumulacion de Na+ (De Leeuw y col., 1990).

Algunos constituyentes de la membrana espermatica son altamente importantes
en el grado de susceptibilidad de los espermatozoides de las distintas especies al
choque térmico, esto es, los fosfolipidos y los &cidos grasos (Poulos y col., 1973;
Darin-Bennett y col., 1974).

De hecho, espermatozoides de toro, cerdo, conocidos por su elevada
susceptibilidad al choque térmico, presentan una elevada ratio entre 4cidos grasos
poliinsaturados y saturados de aproximadamente 2,5-3,3, mientras que
espermatozoides de conejo y hombre presentan una ratio de 1. Dicha ratio tiene
un efecto significativo en algunas propiedades de los sistemas de membrana y
esta correlacionado con la sensibilidad del espermatozoide al choque térmico
(Poulos y col., 1973). Asimismo, comparando la composicién de fosfolipidos y de
acidos grasos de la membrana espermatica de animales considerados como
relativamente resistentes al choque térmico, como es el caso del perro y del gallo,
se han observado también algunas diferencias en las proporciones relativas de
estos componentes. Sin embargo, la composicién en aldehidos y la ratio &cidos
grasos poliinsaturados/ saturados son semejantes en ambas especies, de

aproximadamente 1 (Darin- Bennett y col., 1974).

Otro factor también correlacionado con la susceptibilidad del espermatozoide al
choque térmico es la ratio colesterol/fosfolipidos, habiéndose observado que una
ratiosuperior a 0,5 confiere una mayor resistencia al choque térmico. Dadas las
propiedades delcolesterol en la estabilidad e impermeabilidad de la membrana y

en el control de la fluidez de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos, éste
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proporciona una estructura cohesionada en un determinado rango de
temperaturas. El colesterol existente en el espermatozoide de toro y de morueco
es la mitad del existente en el espermatozoide del conejo o del hombre (Darin-
Bennett y White, 1977). El papel inhibidor del colesterol en la desestabilizacion del
acrosoma quedo probado en el trabajo de Cross (1996), quien identifica al
colesterol como el agente del plasma seminal que decapacita los
espermatozoides. En el espermatozoide humano se observd durante el choque
térmico una pérdida relativamente menor de K+, que se consideré como una sefal
caracteristica de las lesiones del choque térmico, asi como un menor descenso de
la motilidad; hecho coexistente con el contenido particularmente elevado en
colesterol de su membrana (Drobnis y col., 1993).

En resumen, estos datos sugieren una fuerte relacion entre las ratios mencionadas
y la reaccion al choque, variable segun la especie, pese a la heterogeneidad de la
membrana del espermatozoide (Darin-Bennett y White, 1977) y a la
especializacion de las membranas plasméaticas y acrosomales en zonas o

dominios (Holt, 1984), lo que dificulta el establecimiento de generalizaciones.

6.1.2. Alteraciones morfofuncionales derivadas de la refrigeraciéon y la
congelacion.

6.1.2.1 Refrigeracion.

Los principales dafios celulares inducidos por la refrigeracion incluyen alteraciones
morfolégicas como ruptura de la membrana plasmatica (principal estructura
afectada durante la refrigeracién), degeneracion acrosomal y lesiones en las
mitocondrias (De Leeuw y col.,, 1990). La pérdida de las propiedades de
selectividad en la permeabilidad de la membrana es uno de los hechos que mas
precozmente se producen en el proceso (Quinn y col., 1980), y que, como hemos
visto, esta asociada a las fases de transicion de los lipidos de la membrana
debidas al choque térmico (Watson, 1981la; 1995; Drobnis y col., 1993). Esta

pérdida de selectividad puede observarse mediante tincion intra-celular con
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colorantes incapaces de atravesar la membrana cuando ésta permanece intacta
(Medeiros y col., 2002).

En el cerdo, los dafios en la membrana plasmatica del espermatozoide asociados
a la criopreservacion estan atribuidos a la refrigeracion de las células hasta 5°C,
mas que a los procesos de congelacién-descongelacion (Maxwell y Johnson,
1997). En el toro, la dilucion y refrigeracién a 5°C provocan edema del acrosoma
en el 50% de los espermatozoides (Jonesy Stewart, 1979). La actividad
respiratoria del espermatozoide disminuye, asi como laglucolisis, 10 que provoca
una reduccién en los niveles de ATP vy por ello, la pérdida de la motilidad. Por otra
parte, el ADN sufre degeneracion. Las alteraciones bioquimicas del
espermatozoide estan causadas, sobretodo por la pérdida de la selectividad de la
membrana y por la pérdida de enzimas y de fosfolipidos (De Leeuw y col., 1990).
La refrigeracion anticipa las modificaciones de la membrana plasmatica que
normalmente se producen durante la capacitacion (Watson, 1995); observandose
un incremento en la tendencia de las células a mostrar patrones tipicos de los
estadios de capacitacion, cuando son tefiidas con colorantes especificos. Estos
datos indican que la refrigeracion induce un estadio equivalente a la capacitacion
(Watson, 1996; Green y Watson, 2001); fendmeno también observado a nivel de la
reactividad y de la fluidez de la membrana y en las concentraciones celulares de
iones, como es el caso del Ca2+, ya aludido (Green y Watson, 2001). Ademas, el
aumento de Ca2+ intracelular durante la refrigeracién contribuye a las alteraciones
de capacitacion y al fenébmeno de fusién entre las membranas plasmatica y
acrosomal externa (Watson, 2000).

Sin embargo, estas alteraciones no reflejan la totalidad de los cambios detectados
durante la capacitaciéon in vitro, dando lugar a un estado de capacitacion
‘intermedia”. Estos espermatozoides muy probablemente no permanecerian
viables el tiempo suficiente para alcanzar el lugar de fecundacién y por eso, no
proporcionarian porcentajes de fertilidad normales in vivo (principalmente cuando
son inseminados en el tracto genital posterior). Por otra parte, podrian sufrir la
reaccion acrosOmica precoz y serian incapaces de fecundar el ovocito (Green y
Watson, 2001).
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6.1.2.2 Congelacion.

En cuanto a los dafios sufridos tras la congelacién, Salamon y Maxwell (1995),
esclarecen que las membranas plasmatica y acrosomal son méas sensibles que el
ndcleo y que la porcién intermedia; y que en el acrosoma, la membrana externa es
mas vulnerable que la membrana interna y que su contenido, es decir, que el
acrosoma propiamente dicho.

Las principales situaciones de estrés para las membranas en los procesos de
congelacion y descongelacion son de tipo térmico, mecénico, quimico y osmotico;
incluyendo: -la adicién del crioprotector antes de la congelacion, -las alteraciones
del volumen de la célula, -las contracciones y expansiones de la membrana, en
respuesta a las soluciones hiperosméticas crioprotectoras, -la deshidratacién
derivada de la congelacion, -las fases de transicion de los fosfolipidos de
membrana, asi como -los efectos de la elevadaconcentracién de solutos y -la
formacion intra-celular de hielo (Parks y Graham, 1992). Enconsecuencia, los
dafios en la membrana del espermatozoide incluyen alteraciones en su
organizacion, fluidez, permeabilidad y en su composicion lipidica (Watson, 1995).
Ademas de estos cambios se produce la pérdida de algunas proteinas de la
membrana durante estos procesos de congelacién y descongelacion (Ollero y col.,
1998a).

La microscopia electronica evidencia la pérdida de la integridad de la membrana,
constatada por plegamientos de la membrana plasmatica que rodea la regién
acrosomica y la regiéon intermedia (fotografia 2.1). También se ha observado la
ruptura de la membrana plasmética (Rodriguez-Martinez y col., 1993).

En el acrosoma, las lesiones son mas marcadas tras la descongelacion, pero ya
empiezan a evidenciarse tras la dilucion, refrigeracién y equilibrio (Oettlé, 1986a).
Estas alteraciones originan un edema en su porcion anterior, que la microscopia
electronica muestra como expansiones de la matriz acrosomal en forma de
pliegues y proyecciones.

Parece ser que la membrana acrosomal externa se puede dilatar para cubrir el

aumento del area acrosomal (Aalseth y Saacke, 1985).
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El espermatozoide de morueco parece presentar mas edema que pérdida de
material acrosomal, por lo que las lesiones parecen estar restringidas sobre todo a
las zonas apicales sin afectar a las zonas lisas del acrosoma. La microscopia
electronica, ademas del edema, permite visualizar una reduccién en la densidad
del material existente en el interior de esta estructura (Quinn y col., 1969). Sin
embargo, en la especie bovina, se ha sugerido que puede producirse ruptura de la
membrana plasmatica que cubre el acrosoma y de la membrana acrosomal
externa, con dispersion del contenido acrosomal en una elevada proporcion de
espermatozoides (Jones y Steward, 1979).

Los dafios acrosomales de muchas células, incluyendo la region ecuatorial, se
manifiestan por la vesiculacién acrosémica, conocida como reaccién acrosémica
“falsa” o por degeneracion celular (fotografia 2.2). Esta reaccién consiste en la
pérdida del acrosoma debido a la desintegracion de las membranas acrosomal y
plasmética durante la muerte celular y, a diferencia de la reaccion acrosémica
“verdadera” o fisiologica, estos espermatozoides no representan la poblacién
espermatica con posibilidades de fertilizar ovocitos (Way y col., 1995). En
ocasiones, la membrana plasmatica del espermatozoidepermanece intacta. Esta
preservacion de la membrana plasmética en casos en que elacrosoma se
presenta altamente modificado, es un aspecto notable. Este hecho puedecontribuir
a la deteccion errénea de un bajo porcentaje de anomalias acrosémicas cuando
se utiliza, como método de evaluacion de la morfologia espermética, un equipo
basico como el microscopio de contraste de fases (Rodriguez-Martinez y col.,
1993).

Fotografia 2.2. Presencia de vesiculas acrosomales; espermatozoide canino
(microscopia electronica; 40000 aumentos).
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En la pieza intermedia se observé pérdida de la matriz mitocondrial con evidencia
de disminucién en la densidad eléctrica de la matriz (Quinn y col., 1969; Jones y
Steward, 1979). Esta pérdida de material de las mitocondrias es esencialmente de
naturaleza proteica y no esta acompafada por alteraciones en la membrana
plasmatica que envuelve la pieza intermedia o en la morfologia de las criptas
mitocondriales (Quinn y col., 1969). Sin embargo, Jones y Steward (1979)
observaron ruptura de la membrana plasmatica al nivel de la pieza intermedia, que
junto con la pérdida de matriz mitocondrial, no habian sido observadas en la
refrigeracion. En cuanto a los filamentos axiales y a las fibrillas, Quinn y col.
(1969), afirman que éstos mantienen integramente su forma y densidad, tanto en
la pieza intermedia como en la parte proximal de la pieza principal.

Los trabajos de Homfo y Berg (1989), sobre espermatozoides de zorro, han
sistematizado las distintas alteraciones morfolégicas detectadas por la
microscopia electronica en tres categorias principales, de acuerdo con la
estructura afectada y el grado de lesién. Asi, han considerado una primera
categoria, en la cual se constatan discretas alteraciones en la membrana
plasmatica, pero acompafiada de vesiculacion y de desprendimiento de la
membrana acrosémica externa. La segunda categoria, la mas frecuente segun los
autores, consiste en una pronunciada vesiculacion de la membrana acrosémica
externa y desintegraciéon de la membrana plasmatica en el area proximal al
segmento ecuatorial;, en esta categoria, la densidad de la matriz acrosomal se
encuentra disminuida. Por dltimo, la tercera categoria, consiste en una extensa
pérdida de la membrana plasmética y ausencia total de la membrana acrosémica
externa.

El microanalisis mediante el sistema de microscopia electrénica por excitacion de
rayos X, en el espermatozoide de perro, pone de manifiesto una marcada
disminucién en la cantidad de la mayor parte de los elementos que componen la
cabeza del espermatozoide, principalmente en las concentraciones de fosforo y
sulfato, lo que sugiere alteraciones de la cromatina durante el proceso de

criopreservacion (Rodriguez-Martinez y col., 1993).
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También se producen alteraciones significativas en los elementos constituyentes
de la region post-acrosémica de la cabeza del espermatozoide, siendo notable la
disminucién de los niveles de potasio. Las alteraciones acrosémicas observadas
en una elevada proporcion de los espermatozoides, y la alteracion en la
composicion de las cabezas sugiere que las modificaciones inducidas por la
criopreservacién pueden afectar a su longevidad y a su capacidad fertilizante
(Strom-Holst y col., 1998).

Las lesiones ultra-estructurales del espermatozoide durante la congelacion y la
descongelaciéon se acompafan de alteraciones bioquimicas y de la pérdida de
algunosconstituyentes vitales (Salamon y Maxwell, 1995). La pérdida de enzimas
en el proceso decongelacion esta asociada al declive de la actividad metabdlica
(Watson, 1981a) y se reflejaespecialmente en las transaminasas ALT y AST, en la
hidrogenasa y la deshidrogenasa lactica (Singh y col., 1996). La determinacién de
enzimas ha sido utilizada para evaluar la integridad de las estructuras del
espermatozoide tras la congelacion (Pace y col., 1981) y tras la exposicion a
tratamientos con compuestos que inducen la disolucion de la membrana del
espermatozoide y del acrosoma (Churg y col., 1974).

Otro aspecto de la funcién espermética afectado por la congelacion es el proceso
de capacitacion. El espermatozoide congelado y descongelado puede desarrollar
reaccion acrosOmica y fecundacién con mas rapidez que un espermatozoide
fresco no-capacitado (Watson y col., 1992); presentando un estado semejante a la
capacitacién que contribuye a su reducida longevidad y su rapidez en penetrar los
ovocitos sin incubacién (Watson, 1995).

Una vez capacitado, el espermatozoide exhibe una tasa metabdlica elevada
(Cormier y col., 1997), motilidad hiperactiva (Curry, 2000), aumento de la fluidez y
de la permeabilidad de la membrana y sino llega a alcanzar la fecundacion, sufre
reaccion acrosomica espontanea debido al influjo descontrolado de Ca2+ (Cormier
y col.,, 1997). Sin embargo, una vez alcanzado un determinado grado de
desestabilizacion, el espermatozoide continlda progresivamente con la
degeneracion de la funcion de membrana hasta un punto en que es incapaz de

mantener la integridad de la misma, de modo que la capacitacion conduce
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inevitablemente a la muerte celular de los espermatozoides que no fecundaron
(Curry, 2000).

Las modificaciones derivadas de la congelacion afectan a la capacidad del
espermatozoide para mantener el aflujo del Ca2+. Una posible interpretacion seria
la disminucion de la actividad de la fosfolipasa-A2 tras la congelacion, responsable
de la reduccion de la actividad de la Ca2+-ATPasa, de la cual resultan el
subsiguiente aumento de Ca2+ en el espermatozoide y la capacitacion prematura
(Cormier y col., 1997).

Asimismo, los trabajos de Pérez y col. (1996) evidenciaron, a través de la prueba
de tincibn con clortetraciclina (CTC), que las alteraciones funcionales vy
estructurales derivadas de la congelacion del espermatozoide de morueco
resultaron en una mayor tendencia a la capacitacién y a la reaccion acrosémica.
Para Bailey y col. (2000), los futuros estudios en criopreservacion de semen,
considerando la mejora de la fertilidad del espermatozoide, deben tratar de evitar o
de revertir la crio-capacitacion.

La preservacion del espermatozoide canino también hace disminuir de modo
significativo la proporcion de espermatozoides no-capacitados. Las muestras de
semenrefrigerado y congelado presentan proporciones de espermatozoides no-
capacitados considerablemente mas bajas que las muestras de semen fresco,
presentando la tincién con CTC una evidencia de patrones de fluorescencia tipicos
de capacitacion. El tiempo necesario para la capacitacion suele ser mas reducido
en las muestras preservadas y los valores de los parametros de motilidad
espermatica, considerados como caracteristicos de la hiperactivacion, mas altos;
de modo que, el incremento en la velocidad curvilinea (VCL) y en el
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) se observaron con mayor precocidad
en las muestras preservadas. Este grupo de espermatozoides que se
desestabiliza con el proceso de criopreservacion, puede perder rapidamente su
capacidad fertilizante, lo que disminuiria la proporcidon de espermatozoides
disponibles para la fecundacion (Rota y col., 1999a). Centola y col. (1990),
utilizando la microscopia de fluorescencia con marcadores especificos del nucleo

y del acrosoma, demostraron que después de un ciclo de congelacion y
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descongelacion aumentaba el nUmero de espermatozoides no-viables que habian
sufrido una falsa reaccion acrosémica, asi como también aumentaba el porcentaje
de espermatozoides viables con reaccion acrosoémica. Por otra parte, disminuian
los espermatozoides viables con acrosoma intacto. La menor fertilidad del semen
congelado y descongelado podria, segun estos autores, estar relacionada con la
disminucién del nimero de espermatozoides con acrosomas funcionales e
intactos, factor esencial para su unién a la zona pelucida.

Por otra parte, varios estudios indican que el ciclo de criopreservacion aumenta la
peroxidaciéon de los lipidos de la membrana espermatica originando la formacién
de especies reactivas del oxigeno (ERO) y la reduccion del contenido en
fosfolipidos, especialmente los poli-insaturados (como la fosfatidilcolina y la
fosfatidiletanolamida). Estas alteraciones y la reduccion en la actividad de la
enzima superoxido-dismutasa, uno de los sistemas de proteccion de la célula
contra los efectos oxidativos, contribuyen a una funcién espermética defectuosa
con disminucion de la motilidad (Alvarez y Storey, 1992). El contenido elevado en
acidos grasos insaturados de los fosfolipidos hace al espermatozoide mas
susceptible a las lesiones de peroxidacion, que ademas de afectar a la motilidad,
también afectan al metabolismo, la ultra-estructura y la fertilidad (White, 1993).
Durante la preparacion del semen para la congelacion se puede reducir la
peroxidacién procediendo bajo condiciones anaerobicas, o adicionando anti-
oxidantes o agentes quelantes (Holt, 2000). Hasta el momento, no hay muchos
estudios sobre la produccion de ERO durante la criopreservacion del semen de
perro ni sus efectos en las funciones espermaticas. Las Tablas 2.1 y 2.2 muestran
un resumen de las consecuencias de la congelacion sobre el espermatozoide y de

coémo afectan a la fertilidad, respectivamente.

6.1.2.3. Consecuencias de la congelacion.

* Alteraciones en la estructura proteico-lipidica de la membrana
* Disminucion de la fluidez de la membrana
* Aumento de la permeabilidad de la membrana

* Pérdida de enzimas y de fosfolipidos

39



* Disminucidn de la actividad metabdlica

* Disminucién del consumo de ATP

* Plegamientos de la membrana plasmatica
» Edema e rarefaccion del acrosoma

* Vesiculacion acrosémica

* Formacion de radicales de oxigeno

6.1.2.4. Implicaciones en la funcionalidad espermatica.

* Muerte celular

* Disminucion de la motilidad

* Aumento de los espermatozoides capacitados
* Reaccion acrosémica precoz

* Reduccion de la longevidad

6.2. Protocolos de refrigeracion y congelacion.

Tanto la refrigeracibn como la congelaciébn requieren unos pasos que son
necesarios para logar la mejor proteccion posible de las células, hasta su

utilizacién eninseminacion artificial o fecundacion in vitro.

6.2.1. Dilucion y empleo de crioprotectores.

Tras la obtencion del semen, el primer paso a seguir es la diluciéon en un medio
adecuado para la supervivencia de las células durante su procesado y
conservacion. El tipode diluyente elegido y los ritmos especificos de refrigeracion,
congelacion y descongelacionson factores altamente importantes en la calidad del
semen calentado o descongelado, puesinfluencian la morfologia y la motilidad de
los espermatozoides y éstas, a su vez, influencian los indices de concepcion tras
la inseminacién artificial. En esencia, los diluyentes deberan mantener la
osmolaridad, el pH y la concentracion adecuada de iones del eyaculado. Es

fundamental que el diluyente aporte una fuente de energia y proteja a los
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espermatozoides de los dafios causados por la congelacién y la descongelacion
(England, 1993) y también por la refrigeracion y posterior calentamiento (Province
y col., 1984; Bouchard y col., 1990).

Existen referencias de inseminaciones artificiales en la perra de los siglos
dieciocho practicadas por Spallanzani y diecinueve por Rissi y Heape (Oettlé,
1993). Los primeros trabajos publicados sobre conservacion del eyaculado de
perro mediante refrigeraciéon son de 1952 (Brochart y Coulomb, 1952), mientras
que el primer registro de inseminacion artificial exitosa con semen diluido y
refrigerado data de 1954 (Harrop, 1954). Los diluyentes utilizados en estos
estudios contenian yema de huevo con solucién de citrato de sodio o fructosa
(Brochart y Coulomb, 1952), o bien la leche pasteurizada (Harrop, 1954). Tras
estos trabajos, otros autores aportaron mas conocimientos sobre los efectos de
distintos diluyentes en la refrigeracion del semen de perro (Foote, 1964; Foote y
Leonard, 1964; Gill y col., 1970; Seager y Fletcher, 1972). En 1975, Andersen
adapto al semen canino el diluyente TRISFructosa- Acido Citrico con 20% de
yema de huevo y glicerol al 8%; sin embargo, hoy se considera que para la
conservacion en refrigeracion del semen de perro esta desaconsejado el uso de
glicerol, ya que presenta un efecto depresivo en la motilidad (Province y col.,
1984).

En los afios 80 y 90 los diluyentes utilizados para refrigeracion estaban
constituidos esencialmente por yema de huevo o leche (Province y col., 1984;
Bouchard y col.,, 1990). Tanto la yema de huevo como la leche aportan
lipoproteinas de baja densidad, principalmente fosfolipidos que actlan
estabilizando las membranas nucleares sin que se produzcan cambios aparentes
en la composicion de las mismas (Parks y Graham, 1992).

La primera referencia de inseminacion artificial exitosa con semen congelado de
perro data de 1969 y fue realizada por Seager, consiguiéndose el nacimiento de 2
cachorros tras deposicién intra-vaginal del semen. La misma técnica de
inseminacién fue empleada en los trabajos siguientes del mismo autor (Seager y
Fletcher, 1973), y por Andersen (1972); pero los malos resultados de este ultimo

hicieron que el autor diera importancia al lugar de deposicion del semen, asi que
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opto por la deposicidn intra-uterina a través del canal cervical con el auxilio de un
espéculo apropiado y de un catéter metélico (Andersen, 1975), que se conoce
como catéter transcervical escandinavo.

En los primeros trabajos sobre congelacion de semen de perro se utiliza el formato
de pellets o pildoras (Seager, 1969), mientras que en los trabajos posteriores
Andersen (1972; 1975) emplea pajuelas de polivinilpirrolidona para el envasado y
almacenamiento del semen. Pese a que los trabajos relacionados con la
congelacion en pellets refieren resultados exitosos (Thomas y col., 1993) se
reconoce actualmente que es preferible la utilizacién de las pajuelas, ya que los
pellets comportan un mayor riesgo de contaminaciones, por agentes infecciosos o
por espermatozoides de otros perros; ademas del inconveniente de que su
identificacion es mas dificil (Linde-Forsberg, 2002). También es unanimemente
reconocido que la utilizacion de las pajuelas permite un mejor control de la

descongelacion.

6.2.1.2. Situacion actual de los procesos de refrigeracion y congelacién
para el semen canino.

En las distintas especies domesticas, incluida la especie canina, se han realizado
una considerable cantidad de investigaciones con el objetivo de mejorar la
viabilidad y la motilidad del semen preservado y, consecuentemente, la fertilidad.
Para ello, los protocolos de refrigeracién y congelacion han sido objeto de distintos
estudios sobre el uso de distintos diluyentes, diferentes proporciones de
crioprotectores, ritmos de refrigeracién, equilibrio y protocolos de congelacion y
descongelacién (Salamon y Maxweel, 1995; Farstad, 1996), llevados a cabo por
diversos grupos de investigacion en las dos ultimas décadas. Los avances en los
eguipamientos y en las técnicas de evaluacion del semen han posibilitado analizar
y conocer mas ampliamente el impacto de los diluyentes en la longevidad,
motilidad y velocidad de los espermatozoides tras la refrigeracion (Rota y col.,
1995; England y Ponzio, 1996; Pinto y col.,, 1999; Iguer-Ouada y Verstegen,
2001a) y la congelacién (Silva y Verstegen, 1995; Rota y col., 1997; 2001; Szasz y
col., 2000a).
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En la actualidad, el diluyente de semen canino mas utilizado en situaciones
practicas y experimentales sigue siendo el TRIS-Fructosa-Acido Citrico, con 20%
de yema de huevo y glicerol al 8%, si se pretende la congelacién (Dobrinski y col.,
1993; Silva y Verstegen, 1995; Rota y col., 1997), diluyente éste conocido por
proporcionar indices de concepcidon razonables. Sin embargo, las investigaciones
mas recientes estudian las posibilidades de suplementacion de este diluyente con
diversos azucares como la trehalosa, la xilosa y la maltosa (Yildiz y col., 2000),
metilxantinas como la pentoxifilina (Koutsarova y col.,, 1997) y detergentes
biolégicos como la Pasta Equex (Rota y col., 1997, 1999b; Pefia y col., 1998c;
Tsutsui y col., 2000 a,b; Pefia y Linde-Forsberg, 2000; Pefia y col., 2003a); los
Unicosaminoacidos estudiados en esta especie han sido la prolina y la glicina-
betaina (Pefia y col.,1998a), obteniéndose con la adicidbn de prolina buenos
resultados post-descongelacion.

Los estudios mas recientes siguen investigando y comparando los protocolos de
congelacion a fin de mejorar la supervivencia esperméatica post-descongelacion.
Pero no podemos olvidar, para obtener un elevado porcentaje de nacimientos en
esta especie, la necesidad de una rigurosa monitorizacién del ciclo estral de la
perra y el uso de una apropiada técnica de deposicion intrauterina del semen
descongelado; factores éstos tan importantes como el método utilizado en la
criopreservacion.

El uso de semen congelado fue aprobado por el AKC (American Kennel Club)
enl981, y tras 6 afios y medio se contabilizaron 101 registros de camadas
(Concannon y Battista, 1989). La dificultad en canalizar el cérvix canino para
realizar la inseminacion intrauterina puede ser el origen del poco interés suscitado
hasta entonces por la congelacién del semen de esta especie (Smith, 1986), pero
los autores coinciden en que este método proporciona resultados bastante mas
satisfactorios (Fontbonne y Badinand, 1993). Durante el afio 2000 el AKC registro
658 camadas obtenidas con semen congelado, lo que denota la existencia de un
gran interés entre los criadores por estas técnicas, en la actualidad (Linde-

Forsberg, 2002). En la bibliografia se encuentran referenciados indices
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denacimientos tras inseminacion intra-uterina con semen descongelado del orden
de 67% y 74% (Farstad, 1984; 1996) y de 73,6% (Fontbonne y Badinand, 1993).

En Espafia no hemos tenido una normativa legal para el uso de semen canino
congelado hasta el afio 2002, cuando la RSCE (Real Sociedad Canina de Espafia)

aceptd y reguld esta practica (www.cryocel.com, 2003).

6.2.1.3 Papel de los crioprotectores.

El proceso de criopreservacion ideal debe preservar, en la mayor proporcion
posible, la integridad de las diferentes estructuras del espermatozoide (Watson,
1995). La utilizacibn de un agente crioprotector es indispensable en la
minimizacion de los dafios que se producen en los espermatozoides durante el
proceso de criopreservacion (Gao y col., 1995); pues los crioprotectores tienen
efectos notables sobre los fendmenos que acompafian a la congelacion y la
descongelacién de las células vivas, proporcionando proteccién contra las fuertes
alteraciones que se producen en las estructuras celulares y extra-celulares y en
lacomposicion quimica (Fahy y col., 1990).

La yema de huevo y la leche han sido los primeros componentes utilizados
parapreservar a los espermatozoides del efecto del frio. Estas son sustancias
crioprotectoras puesto que durante los procesos de refrigeracion y congelacion
(Pickett y Komarek, 1966) minimizan la pérdida de los lipidos de membrana
aportandole fosfolipidos de bajo peso molecular (Graham y Foote, 1987). Los
crioprotectores se han clasificado segun su capacidad para atravesar la
membrana: en penetrantes como glicerol, DMSO, etilenglicol, y en no-penetrantes
incluyendo determinados azucares (Hammerstedt y col., 1990). Como se describe
mas adelante, en la actualidad se incorporan a los diluyentes otras sustancias
como detergentes y aminoacidos, combinadas generalmente con glicerol,
esperando preservar mejor la capacidad motil y fecundante de los

espermatozoides en los procesos de refrigeracion y congelacion.

44



6.2.1.3.1 Yema de huevo.

La yema de huevo es un componente basico que esta presente en casi todos los
diluyentes para refrigeracion y congelacién, cuyas caracteristicas protectoras
contra el frio son conocidas desde los trabajos de Phillips y Lardy (1940). Debido a
la compleja naturaleza de la yema, los investigadores se encontraron con
dificultades para determinar los factores especificos responsables de los efectos
beneficiosos y de su modo de actuacion; Kampschmidt y col. (1953) precisaron
que la yema contribuia beneficiosamente de dos maneras distintas: por
resistencia, protegiendo contra el choque térmico y por conservacion,
consiguiendo la supervivencia del espermatozoide. Asi, la porcion lipidica
constituida por los fosfolipidos, lecitina y cefalina, es efectiva en la proteccion
contra el choque térmico; hecho confirmado por Blackshaw (1954), quien precisé
que la lecitina era el principal fosfolipido protector. También Quinn y White (1966),
constataron que la lecitina impide el influjo y la acumulacion de Ca2+ en el
espermatozoide de toro y morueco. Durante el tiempo en que se desarrollo esta
investigacion sobre el empleo de la yema de huevo, algunos trabajos atribuyen la
actividad protectora de la yema, contra los choques térmicos y la pérdida de
motilidad, a la interaccién con la membrana (Watson, 1975a), mas concretamente,
a la débil interaccién de los fosfolipidos de la yema con la membrana plasmatica
(Quinn y col., 1980).

Ademas de Graham y Foote (1987) han sustentado que las lipoproteinas de baja
densidad son los componentes de la yema que consiguen el efecto crioprotector,
evitando el choque térmico y preservando la integridad de la membrana (Pace y
Graham, 1974; Foulkes, 1977; Watson, 1981b).

También se atribuyen a la yema propiedades protectoras contra los efectos
toxicosdel plasma seminal que desestabilizan la membrana del espermatozoide.
De modo que, la cantidad de yema contenida en el diluyente deberia ser
proporcional a la cantidad de plasma seminal en el semen diluido. Asi, en casos
en que el semen esté muy diluido existe, consecuentemente, una reducida
concentracion de plasma seminal y por ello, las concentraciones de yema pueden

ser reducidas sin impacto negativo en la fertilidad (Shannon y Curson, 1983 a; b).
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La estabilizacion de la membrana del espermatozoide humano por efecto de la
yema ha sido también confirmada por los trabajos de Bielfeld y col. (1990);
quienes comprobaron que la eliminaciéon de la yema por lavado originaba un
aumento significativo del nimero de espermatozoides con reaccion acrosémica,
siendo posible que mientras la yema se elimina haya una aceleracion en la
pérdida de colesterol y fosfolipidos, lo que causaria la desestabilizacion de la
membrana y, de este modo, la reaccion acrosomica.

Las investigaciones posteriores sobre la naturaleza de esta proteccion han
revelado que la fraccion catidonica e hidrosoluble de la yema, debido a su carga,
compite con los péptidos cationicos del plasma seminal en la unién a la membrana
del espermatozoide, evitando los efectos negativos de los péptidos (Vishwanath y
col., 1992). Otro trabajo reciente se refiere nuevamente a las lipoproteinas de baja
densidad, esta vez, como responsables del secuestro de las proteinas del plasma

seminal en el semen de toro (Manjunath y col., 2002).

6.2.1.4. Glicerol.

El glicerol es el crioprotector mas utilizado en los protocolos de congelacion del
semen de perro, y practicamente en todas las especies domésticas. Su
descubrimiento como agente crioprotector se debe a Polge y col. (1949) y ha
marcado un avance notable en la preservacion del semen, por medio de la
congelacion. Esta sustancia ocupa simultaneamente la membrana y los
compartimentos extra e intracelulares (Mazur, 1984).

Sin embargo, Amann y Pickett (1987), asi como Almlid y Johnson (1988), sugieren
que su principal efecto crioprotector se ejerce a nivel extra-celular. Su funcion a
este nivel consiste en aumentar el volumen del medio extra-celular y la proporcion
de agua en estado de nocongelacién, haciendo disminuir las concentraciones de
los electrélitos y por tanto,minimizando los “efectos de solucion” (Mazur, 1984);
ademas, y mediante la estimulacion osmotica de la deshidratacion celular,
consigue disminuir el volumen del agua intra-celular disponible para congelarse

(Medeiros y col., 2002). Los efectos sobre la osmolaridad celular no son los
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anicos, el glicerol también parece ejercer un efecto directo en la membrana
plasmatica (Parks y Graham, 1992).

Para Quinn y White (1966), dado que las consecuencias del choque térmico y de
la congelacion en el espermatozoide producen drasticos cambios en las
concentraciones de cationes, una de las funciones protectoras del glicerol parece
ser precisamente impedir la acumulacion de Ca2+ en el espermatozoide;
demostrando que la asociacién de glicerol con yema de huevo, citrato sodico y
fructosa protege al espermatozoide de toro y de cerdo contra el influjo de Na+ vy el
aflujo de K+. Ademas, para Medeiros y col. (2002), el glicerol también disminuye el
estrés osmaotico intracelular resultante de la deshidratacion que se produce por la
sustitucion del agua intra-celular, necesaria para el mantenimiento del volumen
celular, por la interaccion con iones y macromoléculas e incluso por la depresion
del punto de congelacion del agua.

Por otra parte, existe consenso en que a pesar de que el glicerol protege las
membranas del espermatozoide durante la criopreservacion, también ejerce una
cierta toxicidad celular (Fahy y col., 1990) que afecta a la membrana plasméatica
(Hammerstedt y col., 1990). Las alteraciones resultantes pueden mermar la
fertiidad del espermatozoide, aunque tenga motilidad tras la descongelacion
(Watson y col., 1979) y seguramente una adecuada produccion de energia, ya que
puede afectar a otros aspectos importantes (Amann y Pickett, 1987).

Los efectos toxicos del glicerol comprenden alteraciones de: -las caracteristicas
fisicas del citoplasma, en su organizacién y viscosidad, -la permeabilidad y la
estabilidad de la membrana plasmatica, -la union no-covalente de las proteinas a
la superficie del espermatozoide, y -el metabolismo y equilibrio bioenergético
(Hammerstedt y Graham, 1992). Es probable que el glicerol influya en la
reorganizacion de los fosfolipidos y de las proteinas de la membrana plasmaticay,
de este modo, afecte al potencial de fusion de la membrana (Amann y Pickett,
1987). Sin embargo, el glicerol es perjudicial para las estructuras del
espermatozoide en distintos grados, pareciendo que las membranas de las
mitocondrias estan mas afectadas que las membranas acrosomales y plasmatica
(Garnery col., 1999).

47



La sensibilidad a los efectos toxicos del glicerol varia considerablemente con la
especie. Por ejemplo, la susceptibilidad del espermatozoide de cerdo,
principalmente para las lesiones acrosomales, puede justificar la baja fertilidad del
espermatozoide descongelado en esta especie, cuando se compara con especies
mas resistentes como el toro (Curry, 2000). También en el espermatozoide equino
el glicerol deprime la fertilidad (Bedford y col., 1995), algo semejante a lo que
sucede en el espermatozoide de cerdo (Demick y col., 1976).

La concentracion optima para una determinada especie representa siempre
uncompromiso entre los efectos protectores y los efectos tdéxicos (Watson y col.,
1979). Por otraparte, la preservacion de la motilidad y la integridad de las
membranas (plasmatica yacrosomales) exigen concentraciones de glicerol
ligeramente distintas (Almlid y Johnson,1988). Sin embargo, un estudio sobre la
congelacion del espermatozoide de cerdo pone enevidencia que es posible
congelarlo sin glicerol cuando los diluyentes contienen el 10% deazucar (maltosa
mono-hidrato) y el 30% de yema de huevo (Abdelhakeam y col., 1991).
Investigaciones sobre la criopreservacion del espermatozoide humano manifiestan
lainterferencia ejercida por el glicerol en la capacidad fertilizante puesto que, en
comparaciéncon muestras frescas no tratadas se obtienen indices menores de
penetracion de ovocitospor espermatozoides descongelados. Sin embargo,
cuando el glicerol esta presente durantela capacitacion espermatica y la
penetracibn de ovocitos, se consigue un porcentaje bastanteelevado de
penetracion. También parece ser que después del tratamiento con glicerol
elespermatozoide desarrolla una dependencia al mismo, y que en su ausencia se
reduce dichacapacidad de penetracion (Jeyendran y col., 1985). Otros estudios
sobre la penetracién dezona pelldcida por espermatozoides frescos de morueco
muestran que la adicion del 10% deglicerol al semen diluido, 30-90 minutos antes
de la incubacion, estimula la penetracion de lazona; concluyendo los autores que
el glicerol estimula y sincroniza la reaccién acrosémica,lo que podria ser una de
las causas de los bajos indices de concepcion tras inseminacioncon semen
congelado y descongelado. Los mecanismos que justifican este hecho

puedenestar relacionados con la union de los éacidos grasos al glicerol que
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desestabilizaria lamembrana o incluso con el aumento de la presién osmatica del
medio de cultivo debido a lamera adicion del glicerol (Slavik, 1987).

La supervivencia del espermatozoide descongelado puede estar influenciada por
elmodo en que el glicerol es adicionado antes de la congelacion (Fiser y Fairfull,
1989) y porcomo es eliminado tras la descongelacion, ya que ambas operaciones
pueden crear unconsiderable estrés osmoético, resultando en dafios celulares (Gao
y col.,, 1995). El estrésosmotico esta relacionado con las diferencias en la
permeabilidad relativa al glicerol y alagua de la membrana plasmatica. Tras la
exposicidn a un soluto permeable, como es el casodel glicerol, el espermatozoide
encoge debido a la pérdida del agua y después se hincha, asique el agua y dicho
soluto permeable entran en la célula. Cuando estas células sesuspenden en un
medio iso-osmotico, inicialmente se hinchan ya que el agua entra en lacélula y
después encogen debido a que tanto el agua y como el soluto se mueven hacia
elexterior de la célula (Ball y Vo, 2001).

La motilidad y la integridad de la membrana parecen estar afectadas de modo
distintopor el estrés osmatico, asi que la motilidad es mucho mas sensible a las
condiciones anisoosmoéticasque la integridad de membrana, especialmente en
condiciones hipotonicas frentea hipertdnicas (Gao y col., 1995). Tras la exposicién
a condiciones de estrés hipo-osmoético,los dafios en el espermatozoide no
revierten por la exposicion posterior a condiciones isoosmaticas,ya que la
motilidad no mejora después del restablecimiento de la osmolaridadnormal.
Ademas, el potencial de membrana de las mitocondrias est4 afectado por
lassituaciones de estrés osmdético. Por tanto, las lesiones en la membrana
plasmatica y en lasmitocondrias pueden estar asociadas al declive de la motilidad
observado en el estrésosmoético (Ball y Vo, 2001). La tolerancia osmética relativa
del espermatozoide parece diferirentre especies, dado que la capacidad relativa
del espermatozoide para sobrevivir al estrésosmotico esta relacionada, en parte,
con la capacidad del espermatozoide para sobrevivir ala criopreservacion (Wessel
y Ball, 2004).

La adicién de glicerol y la pérdida intracelular de agua durante la congelaciéon

reducencasi a la mitad el volumen (isotonico) del espermatozoide mientras que
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durante ladescongelacién, cuando se suspende en una solucion isotonica, la
célula expande 2 vecessu volumen (Parks y Graham, 1992). Hammerstedt y col.
(1990) proponen un mecanismo deacomodacion del volumen de la membrana a
través de la formacion de pliegues hacia elinterior (invaginacién) y exterior
(evaginacion).El hecho de que el glicerol también puede ser nocivo en la
descongelacién fueobservado por Amann y Pickett (1987), quienes sostienen que
durante la descongelacion, alcontrario que en la refrigeracién y la congelacion, el
glicerol se desplaza del interior hacia elexterior de la célula. Cuando la
permeabilidad de la membrana es insuficiente, paraacomodar este movimiento,
resultan dafios permanentes que estaran seguramenteexacerbados cuando el
espermatozoide se coloca en el tracto genital femenino, que es hipoosmaticofrente
al diluyente.

Otros autores defienden que mas que la rapida adicion del glicerol es su
rapidaeliminacion lo que origina mayores dafios a las células, observandose
declives en laviabilidad, motilidad y potencial de las membranas mitocondriales; de
modo que su retiradapor dilucion en medio isotdénico y en un solo paso resulta
perjudicial para la motilidad eintegridad de la membrana del espermatozoide
fresco equino (Ball y Vo, 2001); habiéndosecomprobado mejoras significativas en
la dilucién en varios pasos (Wessel y Ball, 2004). Sinembargo, el tipo de dilucion
tras la descongelacion no afect6 la motilidad del espermatozoidedescongelado.
Otro importante aspecto en todo este proceso es la temperatura elegida para
laadicion de glicerol: a 37°C, a temperatura ambiente (22-25°C), o a 4-5°C
(Hammerstedt ycol., 1990). En el espermatozoide de cerdo, su adicion a 5°C
permiti una  mejorsupervivencia  pos-descongelacion que a  30°C;
independientemente de que la adicion y laretirada del glicerol se hayan realizado
bien en uno o varios pasos (Fiser y Fairfull, 1989). Elhecho de que la motilidad y la
integridad acrosomal se mantuvieran en niveles razonablestras la rapida dilucion
pos-descongelacién, con la consecuente disminucion de laconcentracion de
glicerol, hace prever que los efectos del estrés osmaotico sean menosimportantes

gue los efectos téxicos (Fiser y Fairfull, 1989).
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En el perro no se observaron diferencias entre la adicion de glicerol en uno o
variospasos, a la temperatura ambiente o a 5°C (Fontbonne y Badinand, 1993), y
tampoco entre laadicion de glicerol a 37°C versus a 4°C tras 1 o 2 horas de
refrigeracion (Pefiay col., 1998b).

Estos resultados permitieron concluir que el glicerol penetra rapidamente en
elespermatozoide, tal como ya lo habia comunicado Almlid y Johnson (1988) para
elespermatozoide de cerdo. Silva y col. (2003) tampoco encontraron diferencias en
la adiciondel glicerol en uno o 3 pasos en la motilidad, longevidad y morfologia;
sugiriendo que elespermatozoide canino parece ser, en comparacion con otras
especies como el caprino,menos sensible a los dafios osmaticos causados por la
adicion del glicerol en un paso.

En relacion a las concentraciones de glicerol empleadas en la congelacion
delespermatozoide de perro, los trabajos refieren indices de gestacidbn mas
importantes conniveles entre 4 y 8% (Ferguson y col., 1989). También en los
trabajos de Cardoso y col.(2003) con un diluyente de agua de coco, los
porcentajes de 4, 6 y 8% han proporcionadobuenos resultados en la preservacion
de la motilidad, velocidad y morfologia delespermatozoide canino. Mientras, otros
trabajos sugieren que la motilidad posdescongelaciénes superior con glicerol a 8%
que a 4 0 6% (Mayenco y Gomez-Cuétara, 1996; Pefia y col., 1998b).

En los espermatozoides de perro, algunos de los efectos perjudiciales del glicerol
sonya conocidos; se sabe que la adicion de este crioprotector afecta a la union de
losespermatozoides a los ovocitos homologos, a pesar de no afectar tan
severamente a lamorfologia, la motilidad y la preservacién del acrosoma.
Habiéndose sefialado que ladeteccion de las lesiones causadas por el estrés
osmoético y provocadas por la adicion delglicerol pueden no observarse mediante
los procedimientos de tincion rutinaria ya que, ladeteccion del grado de dafio en el
espermatozoide puede depender bastante del método deevaluacion. El estudio de
la penetracidon de ovocitos homadlogos es un método mas completode evaluacion

gue la valoracion de la morfologia y la motilidad (Hay y col., 1997a).
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6.2.1.5. Dimetilsulfoxido.

Los efectos toxicos del glicerol han impulsado el estudio del empleo de
otroscrioprotectores como el dimetilsulfoxido (DMSO). Esta sustancia permite la
fusion de lasmembranas a una temperatura aproximada de 0°C, evitando la
difusion de los cationes ydemas componentes intracelulares a través de las
roturas de membrana causadas por laformacion intracelular de hielo (Shier, 1988).
Su adicion al diluyente no ha sido beneficiosapara la supervivencia del
espermatozoide descongelado de perro, s6lo o en combinaciéon conel glicerol,
resultando en una marcada reduccion de la motilidad (Olar y col., 1989).
Tambiénse han utilizado otras sustancias, que sustituyen o se combinan con
glicerol, con mejor éxitoque el DMSO, como el etilenglicol, la pasta Equex® e
incluso aminoacidos, esperandoconseguir una mejor proteccion de las

membranas.

6.2.1.6. Etilenglicol.

El etilenglicol (EG) es un polialcohol (C2H602) crioprotector cuyo peso
molecular(62,07) es inferior al del glicerol (92,10) (Massip, 2001). Es utilizado
universalmente en lacongelacién de tejido ovarico (Rodrigues y col., 2004; Demirci
y col., 2003) y de embrionesde distintas especies (Le Gal y col., 1993; Massip,
2001; Nowshari y Brem, 2001).

La utilizacion de EG como crioprotector, en la congelacién del semen de toro
haejercido un menor efecto inhibitorio en la motilidad que el glicerol o el DMSO
(Guthrie y col.,2002), reduciendo la extensibn de las conocidas ‘“lesiones
osmoticas” y presentando portanto, potencial como crioprotector alternativo al
glicerol. En el semen ovino, el EG utilizado aconcentraciones entre el 1,5y el 6%
ha proporcionado buenos porcentajes de motilidad posdescongelacién(Molinia y
col., 1994).

En la congelacion del espermatozoide equino, Montovani y col. (2002)
consideran,basandose en los valores de la motilidad progresiva del

espermatozoide descongelado, queel EG podria sustituir al glicerol si se utiliza en
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la misma concentracion que éste (3%), oincluso mas reducida. Asimismo, los
trabajos de Henry y col. (2002) en esta especie lo hansugerido, y ademas
puntualizan que el EG, solo o en combinacion con glicerol, haproporcionado
buenos resultados en la motilidad progresiva y en la preservacion de laintegridad
de la membrana del espermatozoide y del acrosoma. La posibilidad de que el
EGprovoque menores “lesiones” osmoticas que otros crioprotectores en el
espermatozoideequino, considerado como un espermatozoide con limitada
capacidad de tolerancia acondiciones aniso-osmoticas, tendria como
consecuencia un menor perjuicio para lamotilidad y la viabilidad tras la
descongelacion; hecho también observado por Ball y Vo(2001). Por otra parte, los
trabajos de Alvarenga y otros (2000) han concluido que laspropiedades
crioprotectoras del EG han sido semejantes a las del glicerol en la congelaciondel
espermatozoide equino, a niveles de conservacion de la motilidad y de
integridadacrosomal.

En otras especies como el ratén, en que la congelacion del eyaculado es
considerada mas dificil que en las restantes especies domesticas (Sztein y col.,
2001), el EG parece un crioprotector prometedor, capaz de minimizar las lesiones
de la membrana plasmatica (Agca y col., 2002). Por el contrario, Storey y otros
(1998) evidenciaron en esta especie una rapida pérdida de la integridad del
espermatozoide fresco en presencia de 6% de EG. La adicion de EG al 4°C al
semen de la Chinchilla lanigera aporté mayor proteccion que la adicion de glicerol
(Carrascosa y col., 2001).

En la congelacién del semen de perro, el EG parece aportar resultados
comparables a los del glicerol, al nivel de motilidad y velocidad espermatica, asi
como en la preservaciéon de su estructura (Santos y col., 2001), e incluso, podria
sustituir al glicerol (Soares y col.,, 2002). Ademas, la buena respuesta del
espermatozoide tras la exposicion a soluciones hiperténicas de EG hace sugerir
gue este puede ser utilizado como crioprotector alternativo al glicerol (Songsasen
y col., 2002). Sin embargo, otro estudio muestra que la integridad y la motilidad
han sido mejor preservadas con glicerol al 7% que con EG al 7 y 4% (Cavalcanti
ycol., 2002).
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6.2.1.6. Adicién de azUcares.

Los azucares han sido afiadidos a los medios diluyentes como sustancias capaces
de aportar energia a los espermatozoides pero disacaridos como trehalosa y
sucrosa pueden proporcionar estabilizacion de la membrana debido a su
capacidad para asociarse a las membranas mas fuertemente que el glicerol
(Anchordoguy y col., 1987). Adicionalmente, Chen y col. (1993) aseveran que las
membranas de los espermatozoides de toro son impermeables a los disacéaridos,
pudiendo causar remocion parcial del agua del espermatozoide, y asi reducir la
posibilidad de formacién de hielo intracelular. En este trabajo los azlcares
trehalosa y sucrosa causaron pequefias mejoras en la supervivencia durante el
proceso de congelacion y descongelacién. En los trabajos de Woelders y col.
(1997), la trehalosa y sobretodo la sucrosa ejercié proteccién contra los dafios
derivados de la congelacion rapida. Para estos autores, la presencia de los
azucares hace a lasmembranas del espermatozoide bovino menos vulnerables a
las rapidas alteraciones queocurren durante el rapido aflujo de agua; siendo
también probable que altere el patrén decristalizacién, previniendo de igual modo
las lesiones de congelacioén rapida.

6.2.1.7. Adicion de Equex®.

La adicion de aminoacidos en los diluyentes parece tener resultados positivos
tanto en la refrigeracion como en la congelacion del semen de especies pecuarias.
Las caracteristicas que poseen estos componentes han motivado su inclusion en
los medios de dilucion para refrigeracion y congelacién de semen de diferentes
especies. La suplementacion con taurina de un medio de refrigeracion mejoro la
motilidad y la supervivencia del espermatozoide equino tras 24 h de
almacenamiento (ljaz y Ducharme, 1995). La glicina-betaina aumentd la motilidad
de los espermatozoides de toro mantenidos en condiciones de refrigeracion

(Zhang y col., 2001) y la adicibn de L-arginina permiti6 un incremento en el
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metabolismo del espermatozoide epididimario del macho cabrio protegiéndolo
contra la peroxidacion lipidica (Srivastava y col., 2000).

La adicién de taurina en los medios de congelacion resulté en una mayor motilidad
tras la descongelacion en el toro (Chen, 1993) y en el ovino (Sanchez-Partida y
col., 1997),asi como la prolina en el morueco (Sanchez-Partida y col., 1992; 1998),
en el perro (Pefia ycol., 1998a) y el caballo (Trimeche y col., 1999). La inclusién de
glutamina también resultd enmayor motilidad y velocidad espermatica en el
hombre (Renard y col.,, 1996), en el caballo (Trimeche y col., 1999) y en el
espermatozoide epididimario del macho cabrio (Kundu y col., 2001).

Distintos investigadores atribuyen estas mejoras a caracteristicas metabdlicas
(Renard y col., 1996) y crioprotectoras de los amino&cidos (Renard y col., 1996;
Pefia y col., 1998a), junto con la proteccidon que permiten contra el choque térmico
gracias a la interaccion con los fosfolipidos de membrana (Sanchez-Partida y col.,
1998) y a propiedades osmorreguladoras (Sanchez-Partida y col., 1997; Trimeche
y col., 1999). También es sefialada la proteccion contra los dafios causados por la
peroxidacion lipidica (ljaz y Ducharme, 1995; Srivastava y col., 2000). Para Chen y
col. (1993), los aminoacidos son capaces de aportar proteccidon a la membrana del
espermatozoide, lo que aumenta su supervivencia en el tracto genital de la
hembra. Ademas, a los aminoacidos se les atribuyen propiedades potenciadoras
de la eficacia del glicerol (Kundu y col., 2001). No obstante, es sabido que sus
mecanismos de proteccion son independientes del glicerol y no podran sustituirlo
(Renard y col., 1996; Trimeche y col., 1999). Por otra parte, concentraciones
elevadas de aminoacidos suelen ser prejudiciales, ya que una elevada presion
osmoética anula los efectos beneficiosos (Trimeche y col., 1999). Otros autores
advierten que sin yema o glicerol en el diluyente de congelacion los efectos

protectores de los aminoacidos no son observados (Sanchez-Partida y col., 1992).

El sodio-dodecil-sulfato (SDS) es un detergente soluble, ambifilico y aniénico que
solubiliza eficazmente los lipidos de membrana (Helenius y Simons, 1975). El SDS
y la trietanolamina-lauryl-sulfato son los principios activos de la Equex- STM Paste

y la Pasta Equex.
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En la bibliografia, los primeros trabajos que informan de la inclusion de estos
compuestos en los diluyentes de congelacion versan sobre la congelacion de
semen de cerdo (Graham y col., 1971a,b; Pursel y col., 1978), y hacen referencia
a sus efectos beneficiosos en la preservacion de la motilidad y en la integridad del
espermatozoide postdescongelaciéon (Graham y col., 1971a) asi como, en la
preservacion del acrosoma y de su capacidad fecundante (Pursel y col., 1978).
Posteriormente, fueron constatados sus efectos beneficiosos en la motilidad y en
la preservacion de los acrosomas en el espermatozoide bovino (Ahmad y Foote,
1986; Arriola y Foote, 1987). La adicion de Equex STM Paste a los
espermatozoides de ciervo dio lugar a buenos resultados en el mantenimiento de
la motilidad, viabilidad e integridad acrosomal (Cheng y col., 2004). También su
inclusion en el proceso de congelacion de espermatozoides de morueco mejora
significativamente su motilidad pos-descongelacion (El-Alamy y Foote, 2001), asi
como la motilidad y en la preservacion del acrosoma en la congelacion de
espermatozoides de macho cabrio (Aboagla y Terada, 2004). Su adicién también
ha sido beneficiosa en la criopreservacion del espermatozoide epididimario del
ratdn (Penfold y Moore, 1993; Nakatsukasa y col., 2001). Sin embargo, el Equex
STM Paste ha reducido la longevidad pos-descongelacién de espermatozoides
epididimarios de gato, con disminucién en el porcentaje de espermatozoides
motiles y de membranas intactas, a pesar de presentar efectos positivos en la
integridad del acrosoma (Axnér y col., 2004).

Mientras que en los primeros trabajos los efectos protectores de estos compuestos
eran atribuidos a una interaccion con la yema de huevo o con la membrana del
espermatozoide (Graham y col., 1971a), los trabajos posteriores han precisado
gue su accién principal parece pasar por la modificacion de los componentes de la
yema de huevo (Pursel y col., 1978; Arriola y Foote, 1987; Penfold y Moore, 1993);
concretamente los fosfolipidos, que es probable actien aumentando Ila
permeabilidad de la membrana del espermatozoide y reduciendo el stress
osmoético en la congelacién y la descongelacion (Arriola y Foote, 1987).

La adicion de estos compuestos detergentes a diluyentes desprovistos de

yemaacarrea marcados efectos nocivos en la preservacion del acrosoma y en la
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motilidad (Pursel y col., 1978; Foote y Arriola, 1987); recomendandose que
siempre que se reduzca el porcentaje de yema también reduzca
proporcionalmente la concentracién de detergentes (Arriola y Foote, 1987). Este
hecho parece ser corroborado por otro estudio, en el que concentraciones
elevadas de SDS proporcionan efectos nocivos en la motilidad e integridad
acrosomal, que se pueden atribuir al aumento de moléculas libres del SDS, no
unidas a la yema, y que se unen directamente a la membrana del espermatozoide
causando efectos prejudiciales (Aboagla y Terada, 2004). Es probable que la
yema neutralice el potencial efecto espermicida de los detergentes o que la
interaccion yema-espermatozoide en el equilibrio, previo a la adicion de los
detergentes, impida la aparicion de lesiones (Foote y Arriola, 1987).

En el espermatozoide de perro, los efectos beneficiosos del Equex STM Paste,
han sido demostrados a nivel de la integridad de la membrana inmediatamente
tras la descongelacion, durante la incubacién in vitro al 38°C y a lo largo de su
longevidad (Rota y col., 1997; Pefia y col., 1998c). En relacién a la motilidad, los
efectos beneficiosos fueron observados inmediatamente tras la descongelacion
(Pefa y col., 1998c) y tras 1, 2 y 3 horas de incubacion (Rota y col., 1997);
utilizandose una concentracion del 0,5%. También Tsutsui y otros (2000a; b)
encontraron efectos beneficiosos en la motilidad y en la preservaciéon de los
acrosomas con la utilizaciéon de porcentajes del 0,5-1%. Sin embargo, los efectos
beneficiosos de este detergente no quedaron probados en la fertilidad in vivo, esto
es, porcentaje de gestaciones y numero de fetos (Rota y col., 1999b), al contrario
de lo que observaron Tsutsui y otros (2000c).

Adicionalmente a los efectos sobre la motilidad y la integridad de membrana, Pefia
y Linde-Forsberg (2000), observaron mejoria en la calidad de la motilidad
espermatica con el Equex STM Paste, sin que fueran perceptibles los patrones de
motilidad indicativos de hiperactivacion cuando los espermatozoides se someten a
condiciones de capacitacion in vitro. Segun estos autores, sus efectos
beneficiosos sobre la membrana plasmatica resultan de la reduccion de las fases
de transicion lipidica y de la proteccion de las bombas i6nicas de membrana, de

modo que las concentraciones intra-celulares de Ca2+ serian mas bajas. La
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adicion de Equex STM también mejora la capacidad de unién a la zona pellcida
de los espermatozoides preservados (Strom Holst y col., 2000).

La fuente del SDS es importante, el estudio comparativo entre los efectos del
Equex STM Paste y de la Pasta Equex reveld que la dltima no proporcioné
mejoras, mientras que laprimera ha mejorado motilidad, supervivencia y
longevidad in vitro (Pefa y col., 2003a).

El momento de la adicion del SDS es otro aspecto a tener en cuenta, parece ser
gue sus efectos son mas evidentes cuando el espermatozoide se expone a esta
sustancia al final del periodo de equilibrio, antes de la congelacién, en vez de
durante todo el periodo de equilibrio (Pefia y Linde-Forsberg, 2000). Esta menor
duracion de la exposicion ha sido mas beneficiosa, sobretodo, para preservar la
morfologia de los acrosomas que la motilidad espermatica (Pursel y col., 1978).
Parece evidente que el contacto prolongado del espermatozoide con el SDS o con
las lipoproteinas solubilizadas de la yema, ejerce un efecto negativo y directo en
las membranas dandoles un exceso de fluidez (Pefay col., 2003a).

Hay que tener en cuenta que el SDS, cuando es utilizado a una elevada
concentracion y dado que es un detergente aniénico muy comunmente utilizado en
la solubilizacion de membranas, causa su lisis y ruptura (Helenius y col., 1979);
siendo por tanto, empleado en la extraccion de las proteinas del espermatozoide
al 2% (Mendoza y col., 1992) y en la descondensacion de la cromatina nuclear
(Huret, 1986), en el espermatozoide humano. Otros detergentes, como el Tritdn X-
100 y la Hiamina 2389, son utilizados para - inducir la reaccion acrosémica y la
activacion, posiblemente por modificacion de los componentes de la superficie y
de la estructura de la membrana del espermatozoide y alteracion su permeabilidad
(Yanagimachi, 1975) e incluso, para inducir la disolucion de la membrana del
espermatozoide y del acrosoma y asi estudiar el contenido enzimatico de esta

estructura y la liberacion de enzimas de la pieza intermedia (Churg y col., 1974).

a. Taurina e hipotaurina.

La taurina (4cido 2-aminoetano sulfénico) es uno de los aminoéacidos libres

presentesen mayores concentraciones en los tejidos animales (Huxtable, 1992).
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Este aminoacidoregula una vasta serie de funciones biolégicas tan diversas como
el ritmo cardiaco, latemperatura corporal, la excitacién neuronal, la vision, la
motilidad espermatica, elmetabolismo energético y la osmorregulacion (Jacobsen
y Smith, 1968; Huxtable, 1992;Shaffer y col., 2000). También su precursor, la
hipotaurina, participa en la proteccion de lasmembranas biologicas bajo aquellas
situaciones que conduzcan a la peroxidacion lipidica(Pasantes-Morales y Fellman,
1989) y en la regulacion osmdtica del fluido uterino humano,donde la taurina es el
aminoacido que se encuentra en mayor cuantidad (Casslén, 1987).

En la mujer se supone que, a parte de la osmorregulacion, la taurina puede actuar
en el mantenimiento de la motilidad del espermatozoide en el fluido uterino,
protegiéndole contra la influencia adversa de las elevadas concentraciones de K+
existentes en este ambiente (Casslén, 1987). La taurina y la hipotaurina estan
igualmente presentes en el fluido del oviducto y/o del utero de animales como la
vaca (Meizel y col., 1980; Guérin y col., 1995),coneja (Meizel y col., 1980; Miller y
Schultz, 1987; Guérin y col., 1995), macaca (Meizel ycol., 1980) y cerda (Guérin y
col., 1995).

Los efectos de la taurina en las membranas alteradas por la peroxidacion lipidica
son probablemente mediados por una accion reguladora, evitando la pérdida de
iones y la excesiva entrada de agua a la célula, lo que contribuye al mantenimiento
de la integridad funcional y estructural (Pasantes-Morales y Fellman, 1989). Pese
a este efecto, la taurina parece no tener un efecto anti-oxidante directo (Aruoma y
col.,, 1988; Pasantes-Morales y Fellman, 1989). Contrariamente, la hipotaurina
parece ser un eficaz quelante del idn hidroxilo (OH-) (Aruoma y col., 1988; Fellman
y Roth, 1985; Pasantes-Morales y Fellman, 1989), y el CIOH- (Aruoma y col.,
1988). Los tejidos poseen sistemas capaces de oxidar la hipotaurina dando lugar a
la taurina, que proviene de la reaccion del radical OH- con la hipotaurina (Fellman
y Roth, 1985).

En el tracto reproductivo masculino de varias especies se encuentran niveles
significativos de taurina e hipotaurina, como en el hombre (Meizel y col., 1980;

Holmes y col., 1992), el cobaya y el hamster (Meizel y col., 1980), el ratdon

59



(Kochakian, 1975; Fraser, 1986), el toro (Guérin y col., 1995) y el cerdo (Van der
Horst y Grooten, 1966; Johnson y col., 1972).

Van Der Horst y Grooten (1966), aislan taurina e hipotaurina en el semen de perro
y Buff y col. (2001) en el de gato. Las elevadas concentraciones de hipotaurina en
el tracto reproductor masculino pueden estar justificadas por su papel anti-
oxidante en la proteccion de las membranas de los espermatozoides, que en
general, son altamente insaturadas (Huxtable, 1992). En el toro, los niveles de
hipotaurina y taurina son varias veces superiores a los del hombre (Guérin y col.,
1995). En el perro, la presencia de hipotaurina en el espermatozoide y en el
plasma seminal fue demostrada por Van der Horst y Grooten (1966). En el cerdo,
ambos aminoé&cidos estan presentes en el espermatozoide, el fluido epididimario y
las vesiculas seminales; sobretodo asociados a la fraccion rica en
espermatozoides del eyaculado y también del epididimo (Johnson y col., 1972),
como Yya lo habia reflejado el trabajo de Van der Horst y Grooten (1966). En el
ratbn también estan presentes elevadas concentraciones de taurina y de
hipotaurina en el epididimo, principalmente de taurina en la cola del epididimo;
demostrandose también la relacion entre testosterona e hipotaurina, dado que tras
la castracién casi desaparece la hipotaurina de la préstata y de la vesicula
seminal, reapareciendo tras la administracion de testosterona (Kochakian, 1975).
La presencia de taurina y, sobretodo, de hipotaurina a elevadas concentraciones
en el plasma seminal sugiere que el epididimo o el testiculo son sus lugares de
origen (Johnson y col., 1972). Sin embargo, datos revelados por métodos
inmunohistoquimicos dan a conocerque la localizacion de la taurina en el tracto
reproductivo del ratdén incluye las células intersticiales del testiculo (las células de
Leydig), las células endoteliales vasculares y,principalmente, las células epiteliales
del conducto eferente. El epididimo asi como los tubulos seminiferos han
resultado imuno-negativos, lo que permitio a los autores sugerir que el lugar
especifico de produccién de taurina sean los conductos eferentes (Lobo y col.,
2000).

En el hombre, la taurina y la hipotaurina estan presentes a niveles significativos en

el propio espermatozoide, pero soélo la taurina ha sido detectada en el fluido

60



seminal. Los niveles de hipotaurina espermatica se encuentran disminuidos en los
eyaculados de hombres infértiles, en cuanto que los de taurina estan aumentados,
lo que sugiere que en estos pacientes se produce un incremento en la oxidacion
qgue permite la conversion de hipotaurina en taurina (Holmes y col., 1992).

Estudios previos han probado que incubando el semen de hamster con taurina,
ésta estimula y mantiene la motilidad durante la capacitacion (Mrsny y col., 1979;
Leibfried y Bavister, 1981; Alvarez y Storey, 1983; Fraser, 1986) igual que con
hipotaurina, y que ambas son eficaces en la estimulacion de la fecundacion in vitro
en el hamster (Leibfried y Bavister, 1981). Aunque ambas se consideran eficaces
en la estimulacion de la motilidad del espermatozoide de hamster, la capacidad de
la hipotaurina es 3 veces superior a la de la taurina (Gwatkin, 1983).

Los efectos de proteccion y osmorregulacién de la taurina en situacion de estés
hiperosmoético en el espermatozoide del chimpancé han sido demostrados en el
trabajo de Ozasa y Gould (1982). Este papel osmorregulador también es atribuido
a la hipotaurina en el espermatozoide de cerdo (Jonhson y col., 1972).

Algunos trabajos en el espermatozoide del conejo dan a conocer que la taurina y
la hipotaurina previenen la pérdida de motilidad del espermatozoide e inhiben la
peroxidacion lipidica, siendo la hipotaurina mas eficaz que la taurina. La presencia
de hipotaurina en un medio con elevadas concentraciones de K+ redujo la
produccion del anién superoxido (O2 2-), uno de los radicales de oxigeno que mas
induce la peroxidacion lipidica en el espermatozoide del conejo, lo que demuestra
sus efectos protectores. El modo de accion de estos aminoacidos en el
mantenimiento de la motilidad del espermatozoide puede ser a través de la
inhibicion de la peroxidacion lipidica (Alvarez y Storey, 1983).

Otra posibilidad de actuacién de la taurina y la hipotaurina en el mantenimiento de
la motilidad espermatica, sugerida a partir de los trabajos de Mrsny y Meizel
(1985), es a traves de la inhibicion de la enzima Na+-K+ ATPasa. La disminucién
de la actividad de esta enzima reduce el influjo del K+ extra-celular, y asi, sus
efectos inhibitorios sobre la motilidad del espermatozoide. Adicionalmente, otro
posible mecanismo derivado de la inhibicién de estaenzima es el aumento de los

niveles intra-celulares de Ca2+, y, en consecuencia, la motilidadespermatica
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(Mrsny y Meizel, 1985). El posible papel de la taurina en la modulacion del flujo de
Ca2+ fue objeto de estudios anteriores; asi, algunos trabajos sugieren la
interferencia de la taurina en la cinética del Ca2+ en la contractibilidad cardiaca,
bien porque aumenta la afinidad de las estructuras celulares por el Ca2+ (Dolara y
col., 1973a) o la capacidad mitocondrial de unién al Ca2+, afectando al consumo
mitocondrial de oxigeno (Dolara y col., 1973b). En el sistema nervioso central y
periférico, la taurina también puede actuar como modulador de la excitabilidad de
membrana, disminuyendo la concentracion intracelular del Ca2+ libre (Kuriyama,
1980). No obstante, la incubacién en un medio que contenia taurina no afect6 a la
motilidad ni a la concentracion intracelular libre del Ca2+ del espermatozoide de
gallo, en los trabajos de Barna y col. (1998), aunque estos autores defienden que
la taurina afecta de alguna manera la formacién del huevo.

Posteriormente, se demostré que la adicion de hipotaurina reactiva la motilidad de
los espermatozoides inmoviles de hamster. Teniendo en cuenta que la
reactivacion se produjo tras el lavado y dilucién de los espermatozoides en un
medio quimicamente definido, se sugirid6 que la hipotaurina podria ser necesaria
para la manifestacion de la motilidad espermética en el hamster y que su pérdida
en los lavados y dilucion seria el factor responsable de la inmovilizacion del
espermatozoide (Boatman y col., 1990). También Fraser (1986) habia observado
previamente la disminucion de la motilidad tras el lavado de espermatozoides
epididimarios de ratén y su posterior incremento después de la adicion de taurina.
La taurina, aparte de ejercer un efecto positivo en la motilidad espermatica, influye
positivamente en la fecundacion (Leibfried y Bavister, 1981) y en el desarrollo
embrionario; de hecho, la inclusién de taurina en un medio de cultivo dio lugar a un
mayor namero de embriones de 2 células que alcanzaron la fase de blastocisto
(Dumolin y col., 1992).

Ademas, sus niveles se elevan en los fluidos uterinos durante el periodo de pre-
implantacion de los embriones de conejo (Miller y Schultz, 1987).

Pese al papel fundamental que la taurina parece tener en el mantenimiento de la
motilidad espermatica en el hamster (Mrsny y col., 1979; Leibfried y Bavister,

1981), su presencia no es imprescindible en el raton, lo que hace deducir
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diferentes respuestas a la adiccion de taurina e hipotaurina en las diferentes
especies (Fraser, 1986). En el hombre, la suplementacibn del medio de
preparacion de los espermatozoides con hipotaurina no afectd a la motilidad
progresiva de los espermatozoides, asi como tampoco ejercio una proteccion de la
integridad del ADN, ni afectd a la produccién de ERO; sin embargo, consiguio
unasignificativa proteccién contra éste y contra los dafios ejercidos por el H202 en
el ADN celular (Donnelly y col., 2000).

La taurina también es capaz de influir en la capacitacion espermatica. Ya desde
las primeras investigaciones se observan probables efectos en la estimulacién de
la capacitaciébn del espermatozoide de hamster (Mrsny y col., 1979), ademas
Meizel y col. (1980) consideran que la taurina y la hipotaurina pueden mantener y
estimular la motilidad espermatica asi como estimular la capacitacion y/o la

reaccion acrosémica.

b. Glutamina.

Los efectos protectores de la glutamina quedaron probados en los trabajos
realizados sobre la congelacion de fibroblastos de hamster (Kruuv y col.,1988;
Kruuv y Glofcheskl, 1990; 1992), donde se demuestra que tanto la glutamina como
también la prolina aportaron mayor proteccion celular que otros 15 aminoacidos
(Kruuv y Glofcheski, 1992).

El mecanismo de proteccion de la glutamina en la congelacion de fibroblastos
parece ser independiente del DMSO, propileneglicol (Kruuv y col.,1988) o glicerol
(Kruuv y Glofcheski, 1990) y actua protegiendo las proteinas de la membrana con
lo que contribuye a la manutencion de su actividad funcional (Kruuv y col.,1988).
Sin embargo, en la congelacion de enzimas como la alcohol-deshidrogenasa
hepatica, la glutamina no actia independiente del DMSO (Heinz y col., 1990) asi
como en la proteccibn de la Ca2+-ATPasa del reticulo sarcoplasmatico del
musculo esquelético, donde la glutamina aporta una proteccion mediana (Lalonde
y col., 1991).
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c. Prolina.

Este amino&cido existe naturalmente y a elevadas concentraciones en las plantas
halofitas, estando su concentracion directamente correlacionada con la tolerancia
a la sal. Estos datos sugieren que sus funciones estan relacionadas con la
regulacion osmotica celular, en medios salinos (Steward y Lee, 1974). Estudios en
cloroplastos han demostrado su papel crioprotector, observandose también que
aporta resistencia a las plantas donde se acumula (Heber y col., 1971).

Por otra parte, estudios realizados en la congelacion de fibroblastos han
demostrado la eficacia crioprotectora de la prolina en la preservacion de la
estructura y la funcién de las membranas (Rudolfh y Crowe, 1985; Anchordoguy y
col., 1987; Kruuv y Glofcheski, 1990).

También presenta efecto protector en la congelacion de enzimas como se ha
probado con lalactato-deshidrogenasa (Carpenter y Crowe, 1988).

El mecanismo protector de las membranas parece iniciarse con la interaccion
hidrofobica de la prolina en las cadenas de hidrocarbonadas de la membrana
(Anchordoguy y col., 1987).

6.2.1.8. Otros compuestos.

En conjunto con otros crioprotectores como el glicerol, ciertas sustancias han sido
utilizadas con éxito, como el factor activador de plaguetas (PAF) y la pentoxifilina,
ambos han mejorado la motilidad pos-descongelacion del espermatozoide humano
(Bell y col., 1993). Igualmente, la adicion de lacto-albumina bovina, la vitamina E,
asi como el, BSA (albumina sérica bovina) y el plasma seminal bovino y ovino
(Ollero y col., 1996; 1998b) han protegido al espermatozoide ovino de los dafios
de la criopreservacion. La vitamina E ha sido igualmente beneficiosa en la
proteccion contra la peroxidacién lipidica en el espermatozoide de macho cabrio
(Srivastava y col., 2000). La inclusion de acidos linoleico-oleico y vitamina E

conjuntamente con proteinas del plasma seminal presenta efectos beneficiosos en
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la supervivencia del espermatozoide de morueco y previene los dafios de la
membrana derivados del choque térmico (Pérez-Pé y col., 2001). Sin embargo,
Alvarez y Storey (1993) no encontraron efectos beneficiosos en la presencia de
BSA ni de vitamina E en la preservacion de la motilidad pos-descongelacion del

espermatozoide humano.

6.3. Periodos de refrigeracién y de equilibrio.

Un aspecto a tener en cuenta en un protocolo de congelacion es el periodo de
refrigeracion, es decir, incluyendo desde la recogida y dilucion del semen hasta
que éste alcanza a una temperatura de 4-5°C y el siguiente periodo de equilibrio, a
esta temperatura, antes de congelacion.

Para Januskauskas y col. (1999), es importante que la refrigeracién o enfriamiento
se realice bajo condiciones 6ptimas, puesto que los espermatozoides de la
mayoria de los mamiferos son sensibles al enfriamiento rapido, pudendo afectar a
su supervivencia postdescongelacién. Estos autores estudiaron dos ritmos
distintos de refrigeracion (4,2°C/min y 0,1°C/min) de los espermatozoides de toro,
a lo largo de un periodo de 4 horas para refrigeracion y siguiente equilibrio, no
existiendo diferencias significativas entre los parametros de viabilidad y fertilidad.
Los trabajos de Fiser y col., (1996) en el espermatozoide de cerdo muestran los
efectos beneficiosos de periodos largos de equilibrio, observandose mejores
porcentajes de espermatozoides moéviles y de mantenimiento de la integridad
acrosomal tras 4 horas deequilibrio a 5°C. Estos trabajos evidenciaron que no es
necesario un crioprotector como elglicerol a ésta temperatura, ya que el semen sin
glicerol se comporta de igual modo que elsemen “glicerolado” a la exposicién a
5°C; pareciendo que este periodo de equilibrio seria sobretodo importante para
que puedan producirse alteraciones en la membrana plasmatica del
espermatozoide, haciéndole menos susceptible a las lesiones de la
criopreservacion, ya que, como evidencié Almlid y Johnson (1988) la penetracion
del glicerol es muy rapida. El equilibrio se obtiene en muy poco tiempo (menos de

30sg), no necesitando, por ello, de un periodo de exposicion largo. Estos datos
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hicieron que Fiser y col. (1996) se cuestionaran la necesidad de equilibrio del
espermatozoide en la presencia de un crioprotector, en este caso el glicerol, o si,
como sugieren, que el semen sea expuesto a la temperatura de 5°C y que glicerol
sea adicionado en cualquier momento proximo a la congelacion, dada su rapida
penetracion en la célula. De hecho, la duracién de la exposicion al glicerol en la
precongelacién, en el rango de 0,5 a 75 minutos, no tuvo efecto alguno en la
viabilidad postdescongelacion. Sin embargo, la temperatura a la que se realiza la
adicion del glicerol, como ya ha sido mencionado, parece ser un factor importante
en el espermatozoide de algunas especies como el cerdo; habiendo estos autores
observado una reduccion en la supervivencia pos-descongelacion cuando el
glicerol es adicionado entre 20°C y 0°C a diferencia de la adicién a 5°C (Almlid y
Johnson, 1988).

En la congelacion del semen de perro la mayoria de los estudios no han evaluado
completamente el ritmo de refrigeracion o el periodo de equilibrio antes de la
congelacion y han utilizado valores arbitrarios (England, 1993). La escasa
investigacion llevada a cabo sobre el periodo de equilibrio en la congelacién del
semen de perro hace que no esté, habitualmente, separado del tiempo de
refrigeracién (Farstad, 1996).

En la bibliografia encontramos estudios como el de Andersen (1980) quién, tras
ladilucion del semen, utilizé un periodo de refrigeracion y equilibrio de cerca de 2 a
3 horas. Olar y col. (1989) analizaron distintos periodos de refrigeracion y de
equilibrio, y observaron que un periodo de refrigeraciéon de 1, 2 o 3 h y un periodo
de equilibrio de 1 o 2 h no afectaron la motilidad precongelacion. Sin embargo, los
mejores resultados de motilidad posdescongelacion han sido observados cuando
utilizaban 1 h de refrigeracién y 1 h de equilibrio o 2 h de refrigeracién y 2 h de
equilibrio. Los trabajos de Hay y col. (1997a) acerca de la penetracion de zona
pelucida homologa tras refrigeracion rapida de los espermatozoides en 30 min, en
comparacion con la refrigeracion lenta a lo largo de 3 h, pusieron de manifiesto
que la refrigeracion lenta de los espermatozoides de perro no afecté a la
capacidad de penetrar ovocitos. Al revés, la refrigeracion rapida indujo un marcado

declive en el nUmero de espermatozoides unidos por ovocito y origind dafios como
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el descenso de lamotilidad y la pérdida del acrosoma; pudiendo estos ultimos
observarse a posteriori delprimero.

Los estudios para obtener la mejor velocidad de refrigeracion deben tener en
cuenta la influencia del tipo de diluyente. En los trabajos de Bouchard y col. (1990)
los parametros de motilidad se han mantenido mejor cuando el semen era
refrigerado a 4°C a velocidades rapidas y media. También observaron que el
diluyente constituido con leche descremada y glucosa present6 mejores resultados
gue otro que contenia yema de huevo-citrato y azucares, lo que puso en evidencia

la interaccion entre tipo de diluyente, temperatura y tiempo.

6.4. Ritmos de congelacion y descongelacion.

La extension de los dafios sufridos por los espermatozoides durante la
criopreservacion estd, en parte, relacionado con las velocidades a que éstos son
congelados y descongelados (Mazur, 1984). Los ritmos de congelacion y
descongelacién deben ser investigados y optimizados conjuntamente con las
concentraciones de glicerol, pues la supervivencia de las células depende de
estas variables y de sus importantes interacciones (Watson y Martin, 1975;
Robbins y col., 1976; Mazur, 1984; Fiser y col., 1993). Ademas, en el intento de
obtener el mejor protocolo de criopreservacion, debe buscarse optimizar y
mantener la integridad acrosomal y la motilidad (Fiser y col., 1993).

Robbins y col. (1976) observaron, en la congelacion del espermatozoide de toro,
gue para aumentar la concentracion de glicerol a fin de proporcionar una buena
crioproteccion seria necesario aumentar también la velocidad de descongelacion.
Estos autores defienden que el glicerol es habitualmente adicionado al semen a
concentraciones “normales” pero su concentracion va aumentar a niveles
“perjudiciales” durante la congelacién y la descongelaciéon, debido a la
deshidratacion derivada de la formacion de hielo. En consecuencia, el semen
congelado y descongelado rapidamente tendra una menor exposicion a los solutos
y al crioprotector concentrados. Un trabajo de Rota y col. (1998) sobre congelacion
del espermatozoide canino en el que analizaron dos concentraciones de glicerol,

el 3 y 5%, asi como 2 ritmos de descongelacién 38°C/1lmin o 70°C/8sg,
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constataron que el porcentaje mas alto de glicerol asociado a la mas rapida
velocidad de descongelacion proporcionaron el mayor porcentaje de
espermatozoides vivos y moviles; asi como, una mayor supervivencia durante la
incubacion.

Existe consenso en que para minimizar la duracibn de exposicion del
espermatozoide a las distintas situaciones de estrés de la congelacion, y asi
proporcionar una Optima supervivencia, es necesario un ritmo de congelacion
rapido y también un tiempo suficientepara permitir que el agua salga de la célula
por O6smosis evitando la formacion de hielo intracelular,letal para el
espermatozoide. Generalmente, el espermatozoide es congelado a unritmo de 15-
60°C/min (Watson, 2000).

También existe interaccion entre la composicién del medio diluyente y el ritmo de
congelacion, puesto que Woelders y col. (1997) congelando a velocidades mas
elevadas de lo normal, en presencia de azUcares y osmolaridad elevada del medio
(hiperténico) han conseguido una alta proteccion contra los efectos de un ritmo
rapido de congelacion.

Para el semen de perro, algunos autores consideran mejores los ritmos de
congelacion més lentos, como 5,1°C/min versus 8°C y 18,8°C/min (Dobrinsky y
col., 1993).

Por otra parte, Olar y col.(1989), consideré el ritmo moderado de congelacion (5°C
y 20°C/min) como el mejor, mientras que Hay y col. (1997b) encontraron mas
efectos beneficiosos en el ritmo de 12-28°C/min que en el lento (0,5°C/min) o en el
muy rapido (99- 214°C/min). Estas diferencias pueden justificarse por el hecho de
que los estudios hayan utilizado distintos diluyentes, asi como, distintas
condiciones de congelacién y descongelacion, y diferentes métodos de evaluacion
del semen tras la descongelacion. Rota y col. (1998) que compararon un ritmo
lento (10°C/min) y otro rapido (50°C/min) de congelacion, no demostraron
diferencias significativas entre éstos con respecto a la supervivencia pos-
descongelacion.

Yu y col. (2002) trabajando con espermatozoides epididimarios, conocidos por su

menor susceptibilidad al choque térmico, y teniendo en cuenta sus resultados in
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vitro para la motilidad y la integridad de membrana, consideran el ritmo de
11°C/min como el ritmo de congelaciéon 6ptimo para una descongelacién rapida y
el de 3-11°C/min para una descongelacion mas lenta, lo que evidencio igualmente
la interaccion entre el ritmo de congelacion y de descongelacion.

La velocidad de descongelacion es uno de los factores mas importantes que
afectan decisivamente a la viabilidad del espermatozoide (Fiser y col., 1993). Esta
debera estar en concordancia con el protocolo de congelacién (Mazur, 1984);
siendo que los efectos de las velocidades de descongelacién en la supervivencia
del espermatozoide dependen del ritmo previo de congelaciéon (Watson y col.,
1992; Fiser y col., 1993). La existencia de la interaccion entre las dos velocidades
fue descrita en la congelacion de espermatozoides de cerdo (Fiser y col., 1993;
1996), toro (Robbins y col., 1976) y hombre (Henry y col., 1993).

Las velocidades rapidas de congelacion exigen ritmos de descongelacion
igualmenterapidos, con el fin de recuperar el equilibrio osmético, la re-hidratacion y
las propiedades dela membrana, de modo semejante al que fue realizado durante
la congelaciéon (Farstad, 1996). Para Henry y col. (1993), la supervivencia de las
células congeladas con velocidades rapidas es superior cuando las
descongelaciones también son rapidas. Por otra parte, estos trabajos en el
espermatozoide humano, evidenciaron que cuando la velocidad de congelacion es
lenta, la motilidad, funcién mitocondrial e integridad de la membrana son inferiores
cuando el espermatozoide es descongelado rapidamente a diferencia de si se
hace lentamente.

Habitualmente, cuando la descongelacion del semen de especies domésticas,
previamente congelado en pajuelas sumergidas en nitrogeno liquido o en pellets
en hielo seco, es rapida se producen mayores proporciones de espermatozoides
motiles y con el acrosoma intacto (Fiser y col., 1993). En el espermatozoide de
perro, la descongelacion a temperaturas elevadas, como 70°C, durante tan solo 8
segundos favorece mas la recuperacion de la motilidad y la longevidad
espermatica que a 37°C durante 1 minuto (Rota y col., 1998).

Hay que tener en cuenta que las descongelaciones lentas resultan prejudiciales ya

que proporcionan tiempo suficiente para que los pequefos cristales de hielo intra-
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celulares se agreguen constituyendo grandes cristales, en un proceso denominado
de recristalizacion (Mazur, 1984). Estos cristales causan dafios y muerte celular,
por la ruptura fisica de la membrana plasmética y de los organulos (Henry y col.,
1993). El aumento de la velocidad de congelacion y de descongelacion minimiza el
tiempo de exposicidon de la célula a una zona de temperatura intermedia en la que
se producen los efectos de solucidn; este principio es generalmente aceptado en
la congelacion de distintos tipos de tejidos y células (Saacke, 1983).

VII. Evaluacion de la calidad espermatica.

7.1. Principios generales.

La evaluacion del semen antes, durante y después de los procesos de
conservacion ha sido la base del desarrollo de los métodos de preservacion
seminal en los laboratorios de investigacidon (Saacke, 1983). Las pruebas
laboratoriales que tienen por objeto la evaluacion in vitro de la fertilidad seminal y
la apreciacion de los dafios que se producen en elespermatozoide, derivados del
proceso de conservacion previo a la inseminacion, crean lanecesidad de técnicas
rapidas y exactas (Smith y Murray, 1997).

Pese a que las funciones desempefiadas por el espermatozoide se desarrollan en
una compleja secuencia.

Continuamente se cuestiona si una determinada prueba laboratorial o la
combinacion de varias diferentes puede predecir la fertilidad del semen de una
determinada muestra o de un macho. De un modo general, los datos publicados
tienen un valor muy limitado en el establecimiento de correlaciones entre pruebas
de laboratorio y fertilidad. Para que dicha correlacion pueda establecerse es
fundamental disponer de sistemas de analisis precisos, especificos y rigurosos asi
como datos de la fertilidad precisos y exactos. Todas las pruebas de laboratorio
implicadas en la evaluacién de la calidad seminal deben ser cuidadosamente
validadas y, una vez establecidas, su precisién debe ser monitorizada diariamente
(Amann, 1989).
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7.1.1 Atributos del espermatozoide fértil.

1. Estructura normal de los componentes funcionales vitales.

2. Procesos metabdlicos adecuados a nivel de las funciones celulares como la
produccion de energianecesaria para la motilidad, mantenimiento del potencial de
membrana, de los micro-ambientesionicos, pH y otras.

3. Motilidad suficiente para permitir la penetracion a través del cérvix y de la union
Utero-tubdrica, ypermitir la salida de las zonas de “almacenamiento” espermatico
en la mucosa y el istmo del oviducto,para contactar con el ovocito y penetrar las
envolturas alrededor del mismo.

4. Mantenimiento de las proteinas periféricas e integrales de la membrana
plasmética, esenciales ofacilitadoras de la supervivencia en el ambiente del tracto
reproductor femenino.

5. Respuestas apropiadas al micro-ambiente y estimulos en el trato reproductor
femenino.

6. Mantenimiento de las proteinas (probablemente integrales) de la membrana
plasmatica, esenciales alreconocimiento y union del espermatozoide a la zona
pelicida y a la membrana vitelina.

7. Mantenimiento de las enzimas del acrosoma, como pro-enzimas o en forma
inhibida, pero disponiblesen el tiempo apropiado para facilitar la penetracion de las
envolturas del ovocito.

8. Membrana plasmatica con capacidad de ser alterada de modo oportuno, para
permitir la fusibn con lamembrana acrosomal externa durante la reaccion
acrosomica o para permitir la fusion deespermatozoide y membrana plasmatica
del ovocito.

9. Momento preciso de los innumerables pasos en la secuencia de eventos entre
que la espermatida esformada por la division del espermatocito secundario hasta
que la misma célula entra en el ovocito yforma el pronidcleo masculino, cuyos
cromosomas se unen con los del prondcleo femenino y producenun embrion con

la méaxima probabilidad de supervivencia.
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10. ADN debidamente estabilizado por las nucleoproteinas, pero capaz de sufrir
descondensacion en elmomento apropiado del proceso de fecundacion.

En la evaluacion de la calidad seminal, con el objetivo de predecir la
fertilidad, es esencial que sean realizados analisis de algunos parametros
independientes, y si es posible evaluar cada atributo usando mas de un analisis
adecuado. La precision de cualquier prueba de laboratorio puede estar
influenciada por la variacion biolégica, por el error humano implicado en la
realizacion del analisis y por la manera de trabajar del equipo. Por tanto, para que
las pruebas laboratorios, sean consideradas Utiles en la prediccion de la fertilidad
ha de tenerse prudencia en la seleccion de atributos que se analicen, debiendo
alcanzar un amplio rango de valores que puedan ser medidos por dichos analisis
con alta precision, y han de ser independientes entre si pero correlacionados con
la fertiidad (Amann, 1989). Idealmente, los datos laboratorios y de fertilidad
deberian provenir de la misma muestra, hecho que se puede realizar en los
bévidos pero imposible en otras especies, como la humana. Los datos de fertilidad
basados en inseminaciones de eyaculados humanos individuales se consideraron
demasiado imprecisos para ser significativos. Ademas, en el toro es posible
recoger varios eyaculados en un intervalo de 30 a 90 min que pueden ser reunidos
en una muestra Unica, un pool que puede ser usado para evaluaciones
laboratoriales y para inseminacion artificial, pudiendo ser preparadas 600 o hasta
1000 muestras a partir de un pool. Evidentemente, la fertilidad de una muestra de
semen bovino puede ser establecida con mucha mas precision que la de una

muestra de semen humano (Amann, 1989).

7.1.2. Semen fresco.

En la evaluaciéon de rutina de un eyaculado fresco generalmente estan incluidas
ladeterminacién inmediata del volumen, de la concentracién y del porcentaje
deespermatozoides que exhiben motilidad progresiva, siendo estos los parametros
mas importantes en la toma de decisiones que conciernen a un posterior
procesamiento del eyaculado, como dilucion y congelacion (Rodriguez-Martinez y

col., 1997). Otros pardmetros también analizados son la morfologia, el pH seminal,
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la longevidad de la motilidad y el status bacteriolégico (Malmgren, 1997). Pese a
que estas pruebas proporcionan una cantidad apreciable de informacion, sus
correlaciones con la fertilidad son un tanto conflictivas (Malmgren, 1997), tal como
ya lo habian sefialado Linford y col. (1976). Sin embargo, estos autores
evidenciaron gque era posible establecer limites, fuera de los cuales las muestras
de semen pueden ser consideradas de mala calidad y descartadas. También la
determinacién de la concentracion y el estudio de la morfologia espermatica
permite, dado su valor diagndstico, la eliminacién de eyaculados de sementales
con una fertilidad potencialmente baja antes de la preservacion (Rodriguez-
Martinez y col., 1996). De un modo general, el espermiograma facilita la deteccién
de eyaculados con una capacidad fecundante posiblemente baja, pero no es
capaz de predecir el resultado de algunos sementales cuyos parametros
seminales estan dentro de los limites normales, especialmente en la congelacion
(Rodriguez-Martinez y col., 1996).

En el perro, la mayoria de los investigadores defienden que solo eyaculados con
un minimo de 85-90% de motilidad o 75-85% de motilidad progresiva deben ser
considerados Utiles para congelacion, y que las muestras con menos de 70% de
motilidad son malas candidatas a la congelacién (Concannon y Battista, 1989). Sin
embargo, en esta especie la informacion sobre la relacién entre la calidad seminal
y fertilidad es escasa (Morton y Bruce, 1989; Linde-Forsberg, 1995). La mayoria
de los estudios de las variables en la congelaciéon han estado limitados en esta
especie por la falta de indicadores concretos de fertilidad (Concannon y Battista,
1989). Tampoco existe mucha informacion relativa a las variaciones en la calidad
de semen fresco de perros fértiles, pero parece ser que el rango de valores
seminales compatibles con la fertilidad es mayor que el esperado (Tabla 2.4) v,
por otra parte, que los perros con mala calidad seminal pueden ser fértiles, en

determinadas circunstancias (England y Allen, 1989).

a. Caracteristicas del eyaculado de perros fértiles*

Parametro
Motilidad (%) 89,5+7,6

73



Volumen (mL) 1,2+0,7
Concentracion (x106/mL) 299,6+127,9
Numero total de esp. en un eyaculado (x106) 332,75+166,5
Morfologia normal (vivos) 78,2+7.9
Anomalias primarias (vivos y muertos) 1,6£2,6
Anomalias secundarias (vivos y muertos) 10+5,4

(*n=28) (Adaptado de England y Allen, 1989)

Los pardmetros de calidad del semen fresco no parecen predecir la motilidad
progresiva posdescongelacién, como fue observado por Nothling y col. (1997), con
excepcion de la persistencia de las gotas citoplasmaticas, que se correlacionaron

negativamente con la motilidad posdescongelacion.
7.2 Semen refrigerado y congelado.

En cuanto a la evaluacion de la calidad espermatica después de un calentamiento
a 37°C en un semen refrigerado o bien tras la descongelacion, la prueba mas
adecuada para evaluar la eficacia de las técnicas de congelacion del semen seria
la evaluacion de los porcentajes de concepcion (Oettlé, 1986a; Watson, 1996) y
del tamafio de la camada resultante de la inseminacion artificial (Farstad, 1996).
Ambos son indicativos de la eficacia de la fecundacién de los ovocitos por
espermatozoides con capacidad para mantener y sustentar el desarrollo
embrionario (Watson, 1996). Sin embargo, el prolongado intervalo interestral de la
perra compromete seriamente las pruebas de fertilidad in vivo (Bouchard y col.,
1990) que, por su parte, exigen un considerable dispendio de tiempo y recursos
(Watson, 1979). Estos analisis resultarian completamente impracticables cuando
estan implicadas especies o0 razas exoticas (Harrison, 1998). También hay que
tener en cuenta que la fertilidad de una muestra seminal es una variable continua,
asi que serian necesarias multiples inseminaciones para el establecimiento de una

correcta evaluacion (Watson, 1979).
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Seria, por otra parte, practicamente imposible obtener datos con significado
estadistico a partir de eyaculados Unicos (Harrison, 1998). Ademas de exigir un
namero substancial de animales, las pruebas de fertilidad dependen de
determinados factores que no estan exclusivamente relacionados con la calidad
del semen, como es el caso de la dosis de inseminacion, el volumen, nimero de
inseminaciones, lugar de deposicion del semen, momento Optimo de la
inseminacion y factores individuales de la hembra (Farstad, 1996).

Las investigaciones alternativas a los ensayos de fertilidad incluyen pruebas in
vitro que valoran las diferentes caracteristicas de los espermatozoides necesarios
para la fecundacién, como son la motilidad progresiva, la viabilidad y la integridad
de las membranas plasmética y acrosomica. Combinando dos o méas de estas
pruebas es posible obtener una correlacion importante con el potencial fertilizante
de la muestra de semen (Amann y Hammerstedt, 1993). Otros analisis incluyen las
concentraciones de metabolitos, la actividad de enzimas especificas y la
interaccién espermatozoide-ovocito (Den Daas, 1992).

Para Harrison y col., (1996) las pruebas de fertilizacion in vitro serian claramente
los mas apropiados para la evaluacién global de las funciones de fecundacion del
espermatozoide; de modo que, con los progresos en las condiciones de cultivo,
éstas pruebas podrian ser utilizadas en el futuro para evaluar la capacidad de
fecundacion y desarrollo embrionario del espermatozoide. Sin embargo, estos
autores advierten que para la realizacion de esta prueba es necesario un largo
namero de ovocitos madurados, lo que hace la técnica altamente costosa para un
andlisis de rutina por lo que se han sugerido pruebas funcionales alternativas
como el ensayo de hemizona. Es, ademas, una técnica lenta y muy exigente en

recursos y pericia (Harrison, 1998).

7.3Pruebas clasicas de evaluacion seminal.

Estos incluyen principalmente la motilidad y longevidad, viabilidad, concentracion,

morfologia e integridad de la membrana plasmatica y del acrosoma.
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7.3.1. Motilidad espermaética.

La motilidad es considerada el criterio mas importante en la evaluacion de la
fertilidad del macho, el objeto de su estimacion es determinar la proporcion de
espermatozoides maoviles y la proporcion de los que se mueven progresivamente
(Malmgren, 1997). La motilidad del espermatozoide es un factor critico en el
proceso de interaccion de los gametos; una disminucién en la velocidad y en la
proporcion de células moéviles progresivas refleja lesiones celulares que pueden
reducir las posibilidades de fecundacion (Kjaestad y col., 1993). Motilidad y
velocidad esperméticas muestran dos aspectos distintos de la actividad flagelar,
pero ambos dependen de la funciébn del axonema, por tanto, se espera una

correlacion entre estos parametros (Kjaestad y col., 1993).

7.3.2. Estimacion subjetiva.

La estimacion visual del porcentaje de espermatozoides mdviles es el examen
laboratorio, para evaluacion de la calidad espermética, més frecuentemente
realizado(Budworth y col., 1988); existiendo una variacion, que puede ser
marcada, entre los técnicos del mismo o de distintos laboratorios en la apreciacion
subjetiva de la motilidad progresiva de una muestra (Amann, 1989).

Para mejorar el rigor de este examen algunos aspectos técnicos deben ser
estandarizados, como es el caso de -la previa dilucion del semen (fresco), para
evitar la aglutinacion de los espermatozoides y reducir la influencia de la
concentracion y del pH seminal, -la utilizacion de las mismas condiciones como la
concentracion apropiada y un volumen constante de muestra asi como -la
dimensién del cubre y el control estricto de la temperatura del equipamiento y del
material (Malmgren, 1997) y la misma ampliacion microscopica (Concannon y
Battista, 1989). El entrenamiento y la experiencia del técnico son aspectos
igualmente importantes (Linford y col.,, 1976). Cuando se trata de comparar
diferencias entre tratamientos las estimaciones de motilidad deben ser efectuadas

por el mismo individuo (Concannon y Battista, 1989).
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7.3.3. Andlisis computarizado (CASA).

La determinacion objetiva de la motilidad de una muestra no siempre es posible
basandose en un examen visual, por la subjetividad inherente y a la reducida
cantidad de la muestra. En consecuencia, evaluar una muestra o un protocolo de
criopreservacién de semen con base en este parametro podra resultar en una baja
correlacion con la fertilidad in vivo. Desde los afios ochenta, este problema esta
perdiendo importancia con la introduccion de los sistemas de analisis de imagen
computarizados (figura 2.3), CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), que han
sido desarrollados inicialmente para su uso en el andlisis de la motilidad del
semen humano (Johnson y col., 1996). Estos sistemas computarizados posibilitan
un analisis de la motilidad automatico, rapido y objetivo (Anzar y col., 1991;
Malmgren, 1997), basado en la evaluacion de los espermatozoides
individualmente, proporcionando un calculo preciso de los distintos parametros
seminales (Verstegeny col., 2002).

Inicialmente su aplicaciéon ha sido problematica en el semen de las especies
animales, pero con las mejoras introducidas durante afios, estos sistemas estan
siendo ampliamente utilizados en la investigacion y en la industria (Johnson y col.,
1996). Estos sistemas minimizan la subjetividad de la apreciacion humana siendo
particularmente ventajosos en situaciones de evaluacion de un gran numero de
muestras o cuando existen frecuentes cambios de los técnicos del laboratorio (Tuli
y col., 1992). Los trabajos de Farell y col. (1998) indican que el porcentaje de
células moviles detectadas por CASA ha sido masalto que el detectado
subjetivamente, lo que sugiere que el sistema CASA proporciona una estimacion
mas discriminatoria que los métodos subjetivos.

El concepto general subyacente a los sistemas de analisis de la motilidad
espermatica reside en la utilizacibn de un microscopio de contraste de fases
(contraste negativo), a partir del cual y por medio de una camara de video se
obtiene la imagen de la muestra y se digitaliza. A continuacion, son aplicados
varios algoritmos para analizar la motilidad espermatica (Amann, 1989).
Basicamente existen 2 tipos principales de sistemas CASA, uno que captura una

secuencia de 20 imagenes en aproximadamente 0,8 segundos y analiza los
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movimientos del espermatozoide retrospectivamente y otro que opera en tiempo
real en periodos de tiempo prolongados (Holt, 1996).

Las mediciones de la cinética individual de cada espermatozoide estan basadas
en la hipétesis de que la motilidad espermatica revela informacion acerca de la
actuacion funcional del axonema y de las membranas (Davies y Siemers, 1995).
Los sistemas miden los movimientos de los espermatozoides en 10 parametros
diferentes y procesan los respectivos datos (Johnson y col., 1996) (Tabla 2.5). En
comparacion, resulta mas exacto el analisis computerizado de una muestra que el
realizado visualmente por distintos técnicos (Tuli y col.,, 1992). EI CASA
proporciona estimaciones de multiples caracteristicas del movimiento espermatico
con alta probabilidad de repeticion (Farrell y col., 1998).

A pesar de la naturaleza automética del proceso y la objetividad de los resultados
es importante proceder a la validacion cuidadosa del sistema (Malmgren, 1997).
Tal como en algunos métodos cualitativos, el rigor y la precision estan limitados
por factores bioldgicos y técnicos (Tabla 2.6) incluyendo las condiciones en que se
realiza la medicion como la temperatura, el tipo de camara utilizada y su
profundidad y los métodos de medicion (Davis y Siemers, 1995). Los valores de
los parametros del sistema son distintos para las distintas especies, debiendo
éstos junto con el medio diluyente, los procedimientos y todos los factores que
afectan estar claramente adaptados a la especie y a las condiciones del
procedimiento; debiendo corresponderse con las caracteristicas particulares de los
espermatozoides, su concentracion, velocidad, tamafio y la temperatura
(Verstegen y col.,2002).

La exactitud de estos métodos es también dependiente de las especificaciones del
software (Rodriguez-Martinez y col., 1996). Por otra parte, estos instrumentos no
estan libres de la influencia del técnico que analiza las muestras, siendo aspectos
esenciales -un control de calidad interno, -una correcta definicion de las
condiciones de preparacion de la muestra y del funcionamiento del sistema, asi
como -una estricta preparacion del técnico (Rodriguez- Martinez y col., 1997).
Ademas, este sistema permite al técnico alterar los parametros del andlisis con

facilidad y, por visualizacion del monitor, comprobar si se esta permitiendo una
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correcta discriminacion de las particulas; hecho especialmente importante en la
identificacion correcta de los espermatozoides moviles, inmoviles y de particulas
estaticas que no sean espermatozoides (Tardif y col., 1997). Dentro de los
parametros que el técnico puede controlar destacan la intensidad, el tamafio de
las particulas, el ritmo de adquisicion de imagenes (entre 15, 30 y 60 Hz) y la
seleccion del numero de imégenes incluidas en el andlisis de motilidad (Verstegen
y col., 2002).

Las desventajas de estos sistemas estan, en resumen, relacionadas con los
costes del equipo, la necesidad extrema de validacion, el control de calidad y de la
estandarizacionde las mediciones realizadas (Verstegen y col, 2002). La
aplicacion del CASA paraevaluacion de rutina en los laboratorios de reproduccion

animal sigue limitada por sus costes(Johnson y col., 1996).

Factores técnicos que afectan las mediciones cinéticas del espermatozoide

1. Condiciones de medicién (temperatura, tipo de camara, profundidad, medio de
suspensioén, longitud de onda y intensidad)

2. Estabilidad matematica de la medicion

3. Exactitud y precision del equipo

4. Ritmo de captura

5. Tamafio de la muestra

6. Andlisis estadistico

7. Estado bioldgico de la muestra

Se reconoce que los sistemas CASA proporcionan datos fiables solo en un rango
Optimo de concentracion espermatica, dado que en presencia de pocos
espermatozoides el andlisis es logisticamente impracticable mientras que, en
presencia de demasiados surgen errores en la estimacion de la concentracién y de
los movimientos, debido al cruzamiento de trayectorias de los espermatozoides

(Irvine, 1995). Las muestras de semen fresco deben ser diluidas antes del analisis
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computarizado a fin de reducir la concentracién de espermatozoides y asi, permitir
el andlisis de las trayectorias individuales; de modo que el diluyente utilizado para
reducir la concentracién debe estar libre de particulas de tamafio semejante al
tamafo de la cabeza del espermatozoide, para evitar su clasificacibn como
espermatozoide inmovil (Malmgren, 1997). También en la evaluacion de semen
bien calentado o descongelado es recomendable la previa dilucion, a fin de
proporcionar una concentracion mas apropiada para la evaluacion computarizada
de motilidad espermatica, que en el semen de toro es de 10-12 millones/mL
(Amann, 1989). Para el sistema computarizado Hamilton-Torn la concentracion
optima para evaluacion esta en el rango 5-50 millones/mL (Irvine, 1995), mientras
que Verstegen y col. (2002) refieren que la mayoria de los sistemas CASA pueden
funcionar para estimaciones de concentracion y de motilidad con muestras en el
rango 20 a 50 hasta 300 millones/mL, pero recomienda su verificacion manual.

Las caracteristicas de motilidad del espermatozoide congelado en un diluyente
que contiene glicerol suelen ser considerablemente distintas de las caracteristicas
gue han sidomedidas en una muestra de semen fresco y diluido en un medio con
menor viscosidad(Amann, 1989). El analisis de la concentracién y de la motilidad
de las muestras depende de si éstas son frescas o descongeladas, exigiendo
distintos valores de los parametros, teniendo en cuenta el medio de congelacion
con el que el eyaculado fue previamente diluido (Verstegen y col., 2002).

El nimero de campos a analizar depende del nUmero de espermatozoides por
campo (Budworth y col., 1988), pero se considera de un modo general que
aumentando el numero de campos y de células analizadas incrementara la
precision de los resultados (Malmgren, 1997). Aumentando el nimero de campos
se observa una disminucion en el error estandar de pardmetros como el
porcentaje de espermatozoides moviles y de la velocidad lineal, pero parece no
existir ventaja en analizar mas de 200 espermatozoides por muestra (Budworth y
col.,, 1988). Ademas, el técnico debe controlar la temperatura del equipo, del
diluyente y del porta y eliminar o minimizar las potenciales fuentes de error como

la presencia de detritus (Budworth y col., 1988).
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Estos equipos también pueden proporcionar la determinacion de la concentracion,
proceso rapido y fiable (Anzar y col., 1991) que presenta una elevada correlacién
con la espectrofotometria (Farrel y col., 1998) y de la morfologia (Coetzee y col.,
1999). Se recomienda una adecuada dilucion del semen para el calculo de la
concentracion y asi, evitarla presencia simultanea de 2 o mas espermatozoides en
el mismo punto (Anzary col., 1991).

Algunos autores han observado cierta sobrestimacion en el calculo de la
concentracion que puede ser debida a las colisiones, ya que la evaluacion correcta
se obtuvo realizando los calculos tras matar los espermatozoides con una solucion
hipertdnica de NaCl al 9% (Verstegen y col., 2002). Al evaluar la concentracién es
necesario tener en cuenta determinados factores, ya que tanto el diluyente
utilizado (su densidad y su previa ultrafiltracién) como los valores del programa
afectan significativamente a dicha estimacion.

También el ligero movimiento de fondo causado por el movimiento de las células y
el movimiento de la solucibn puede conducir al recuento de falsos
espermatozoides moviles; ésto puede evitarse diluyendo las muestras a la ratio
mas apropiada y utilizando una gota del volumen adecuado (Anzar y col., 1991).
En muchos estudios, el andlisis cuantitativo de la motilidad espermatica conlleva el
tratamiento de los datos en valores de la media o mediana, derivados de la serie
de los trayectos espermaticos medidos individualmente. Este método es
conveniente para el analisis de datos, especialmente cuando hay un gran namero
de muestras, pero es probable que se pierda informacion o que ésta sea poco
clara (Holt, 1996); pudiendo el analisisestadistico clésico revelarse inadecuado
para la evaluaciéon de la motilidad espermatica(Verstegen y col., 2002). Se
reconoce que el eyaculado contiene distintas poblaciones y que éstas pueden ser
seleccionadas (por ejemplo, mediante swim-up), por este motivo y en este caso
concreto, es logico proceder a alguna seleccion de las sub-poblaciones del
conjunto de datos aplicando filtros numéricos (Holt, 1996). Con relacién al andlisis
de datos, es preferible aplicar un analisis multifactorial que permita la
fragmentaciéon de la poblacion de espermatozoides en sub-poblaciones. El

procesamiento de imagenes digitalizadas pos adquisicion permite exactamente el
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analisis de parametros morfologicos, particularmente de la cabeza, y la distincion
de sub-poblaciones en relacion con las caracteristicas de motilidad (Verstegen y
col., 2002), estudio éste ya efectuado en el espermatozoide fresco y refrigerado de
caballo (Quintero-Moreno y col., 2003).

El mayor interés de estos sistemas en el estudio de la motilidad espermatica es la
posibilidad de estandarizar los analisis y asi permitir comparaciones entre
laboratorios; para ello se requiere que los instrumentos operen bajo condiciones
estandarizadas de temperatura, tipo de camara de incubacion, composicion del
medio y numero de células, asi como, variables operacionales, que incluyen la
velocidad de captura de imagenes, magnificacién e iluminacién (Irvine, 1995). Sin
embargo, existe todavia una falta de uniformidad entre los equipamientos y los
analistas, que hace dificil la definicibn de valores estadndar de motilidad normal
(Malmgren, 1997). Los autores proponen que los estudios que hagan uso de los
sistemas CASA deben referenciar clara y ampliamente los métodos utilizados,
como el ritmo de adquisicion, tiempo de captura, nimero de células examinado,
tipo y profundidad de camara, modelo de equipo y version de software,
microscopio Optico y magnificaciéon. Es frecuente que estos datos no sean
referidos en las publicaciones, reduciendo las posibilidades de comparacién de
trabajos entre distintos laboratorios (Verstegen y col., 2002).

La cuestion de si las determinaciones computarizadas de la motilidad espermatica
pueden predecir el potencial fertilizante de una muestra mejor que los métodos
convencionales necesita ser mas investigado (Malmgren, 1997). La motilidad y la
velocidad espermatica (rectilinea y lineal, respectivamente) evaluadas por estos
sistemas mostraron correlacién con la fertilidad (indice de fertilidad competitiva,
una medida de la fertilidad relativa) en el espermatozoide descongelado de toro
(Budworth y col.,, 1988). En conclusion, la evaluacion computarizada de la
motilidad puede ser muy util y con el perfeccionamiento en la deteccion de la
imagen y en el analisis debe mejorar la medicién de los atributos de la motilidad
espermética. Estos pueden, si se disponen de datos exactos y precisos de
fertilidad, correlacionarse con la misma (Amann, 1989). Los trabajos de Bailey y
col. (1994)
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observaron la correlacion entre los valores del ALH y los niveles de Ca2+ intra-
celular del espermatozoide descongelado y el flujo de Ca2+, lo que podria predecir
la fertilidad en esta especie; encontrando reduccion de fertilidad en la presencia de
niveles de Ca2+ intracelulares superiores a los del espermatozoide fresco.
Ademas, los trabajos de Farrell y col. (1998) han encontrado una elevada
correlacion entre la combinacion de variables como ALH/BCF/LIN/VAP/VSL y
fertilidad del espermatozoide de toro.

La eficacia de estos equipos también ha sido comprobada en la evaluacion de los
pardmetros de motilidad del semen de perro (Ellington y col., 1993; Ginzel-Apel y
col., 1993; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001b). Ellington y col. (1993) destacan la
influencia del analista en la seleccion del intervalo de valores utilizados en el
analisis, proponiendo que éste deba ser siempre referido en los trabajos; también
sugieren que se deben utilizar limites de motilidad elevados de forma que se
puedan analizar mas células mdéviles y, en consecuencia, se diferenciaran mejor
las células funcionales de las células moribundas en una poblacion. La presencia
de sub poblaciones esperméticas con caracteristicas de motilidad distintas en el
eyaculado de perro fue determinada por Rigau y col. (2001), aunque el analisis
estadistico no ha permitido una precisa identificacién de estas poblaciones.

Por otra parte, Iguer-Ouada y Verstegen (2001b) constataron la influencia de la
temperatura en los pardmetros de motilidad, siendo los 38°C la temperatura
recomendada; ésta es la temperatura fisiolégica del Gtero y proporcionara unas
condiciones similares a las fisioldgicas durante la fecundacion.

La motilidad de una muestra es también dependiente del ambiente y de las
condiciones en las cuales el semen es analizado, no habiendo necesariamente
una medida exacta de viabilidad en todas las condiciones (Saacke, 1983). Las
observaciones de De Leeuw y col. (1991) evidenciaron que el porcentaje de
células inmoviles aumentaba cuando el semen era incubado a 37°C durante 30
min, sin embargo, la mayoria de estas células recuperaron la motilidad cuando el
semen sé introducia en el mucus vaginal obtenido de vacas en estro. Dobrinski y
col. (1993) observaron que la viscosidad del medio diluyente afecta a la velocidad

de los espermatozoides de perro, reduciéndola; pero defienden que en contacto
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con los fluidos del tracto genital femenino ésta también se eleva, no atribuyendo
asi demasiada importancia a este parametro. Harrison y Vickers (1990)
constataron que los espermatozoides inmdviles con membrana intacta
recuperaban la motilidad tras la adicion de ditiotereitol, de modo que, las células
intactas mantenidas bajo condiciones ideales, han sido capaces de expresar
motilidad; ademés afirman que una motilidad pobre no indica siempredafio celular.
Estos hallazgos les permitieron concluir que la manifestacion de la motilidad no es
sistematicamente un parametro fidedigno de la integridad celular.

En el perro, el uso de materiales toxicos, como los utilizados en las vaginas
artificiales, para la recogida de semen pueden inducir una pérdida de motilidad en
los espermatozoides de machos fértiles cuando ambos entran en contacto (Oettlé,
1993). Asi, un contacto de corta duracién puede tener como consecuencia un
efecto dafiino en la motilidad, mientras que el contacto prolongado produce
ademas alteraciones en la morfologia espermética (England y Allen, 1992). Los
parametros de motilidad y velocidad pos descongelacion han presentado, una
relacion significativa con la fertilidad in vivo en el semen de toro, proporcionando
una base segura para la prediccion de la fertilidad (Kjaestad y col., 1993). En el
espermatozoide humano, la motilidad y la velocidad de espermatozoides
preparados por swin-up han tenido un efecto significativo en los indices de
fertilizacion in vitro (Bongso y col., 1989). Sin embargo, otros autores no
encontraron correlaciones estadisticamente significativas (Januskauskas y col.,
1999). A pesar de algunas divergencias, la motilidad permanecerd como el
parametro mas importante en la determinacién de la viabilidad en una muestra
fresca, la determinacion del grado de dafio causado por la congelacion-
descongelacion e incluso para “predecir” el potencial fertilizante de la muestra
(Rodriguez-Martinez, 1998).En el semen equino, a pesar de que la relacion entre
motilidad espermatica y es algo pobre, Voss y col., (1981) determinan que tanto la
motilidad como la calidad de la motilidad parecen ser los mejores criterios en la
prediccién rutinaria de la fertilidad.En el perro, la motilidad ha sido un parametro
muy utilizado para evaluar los efectos de distintos protocolos de congelacién

(diluyentes, periodos de equilibrio, ritmos de congelacion y de descongelacion) y
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basandose en sus valores, los investigadores han conseguido mejorar dichos
protocolos (Concannon y Battista, 1989). En esta especie, la motilidad de un
eyaculado normal debe exceder el 70% (Linde-Forsberg, 1995), pudiendo variar
entre 66-90% (Concannon y Battista, 1989). La motilidad post-descongelacién en
la especie canina es el mejor indicador de su fertilidad, en comparacién con la
morfologia o la integridad del acrosoma (N6thling y col., 1997). La comparacion de
la motilidad precongelacién versus la post-descongelaciéon es utilizada como
medida del éxito de la técnica de congelacion, de modo que la mayoria de los
investigadores hace esfuerzos para obtener una motilidad post-descongelacion de
por lo menos del 50-65% (Concannon y Battista, 1989). Sin embargo, los autores
consultados advierten que muestras pos-descongelacionque presenten apenas 30
a 40% de motilidad frecuentemente no son descartadas, ya que elnamero total de
espermatozoides moviles deseados para la fertilidad la oscila entre 35 y 100
millones por dosis (Fastard, 1998) cuando se practica una inseminacion
intrauterina transcervical (Andersen, 1975).

7.4. Prueba de termo resistencia

Consiste en medir el tiempo durante el cual el espermatozoide mantiene su
viabilidad y motilidad cuando es incubado a la temperatura corporal (mimetizando,
en cierto modo, el ambiente fisiolégico del tracto genital de la hembra), tras el
calentamiento del semen refrigerado o tras la descongelacion. Esta prueba se
considera también importante en la prediccion de la capacidad fertilizante de la
muestra (England, 1993); siendo ademas bastante razonable ya que el semen
debe mantener la viabilidad, a esa temperatura, durante un determinado periodo
de tiempo en el genital femenino. La incubacion también puede tener un
importante caracter informativo ya que permite revelar dafios latentes derivados
del proceso de preservacion y que potencialmente pueden reducir la vida funcional
del espermatozoide (Saacke, 1983).

En el semen equino, dicha prueba permite solo obtener una informacion de valor
limitado en la prediccion del potencial fertilizante de una muestra, considerandose

gue seria mas importante evaluar su longevidad en el tracto genital femenino tras
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la rapida deposicion del semen en el Utero de la yegua, dada la baja relacion real
gue existe entre la motilidad y la fertilidad para esta especie (Voss y col., 1981).
Debe tenerse en cuenta que la motilidad de los espermatozoides durante la
incubacion in vitro en un determinado diluyente es probablemente distinta a la que
presentan in vivo; ya que in vivo el espermatozoide no permanece en el diluyente,
sino que se rodea por los fluidos y las condiciones especificas del trato genital
femenino (Saacke, 1983).

Concannon y Battista (1989) consideran, no obstante, que esta prueba debe ser
realizada rutinariamente en la evaluacion de las técnicas de congelacion del

semen de perro, dada su ya reconocida termolabilidad pos-descongelacion.

7.4.1. Concentracion.

En la mayoria de las especies ganaderas, las mediciones de concentracién son
realizadas con el espectrofotometro, un método indirecto que relaciona el grado de
dispersiéon de luz con un namero de espermatozoides en funcién de una curva de
calibracion.

Para la realizacibn de dicha curva es necesario determinar previamente la
concentracioncelular de distintas muestras, mediante una camara de recuento
microscopica, para poderestablecer dicha relacion. El uso de este método se ha
extendido dado que, como sugiere Den Daas (1992), la mayor desventaja del
recuento con cadmara microscoépica del eyaculado de especies pecuarias es el
elevado numero de células que debe ser contada y la elevada dilucion de semen
previa al recuento, para obtener la mayor exactitud posible.

En el semen de perro la determinacion de la concentracion es frecuentemente
calculada utilizando una camara de recuento de Neubauer modificada y el nimero
de espermatozoides es calculado multiplicando la concentracién por el volumen de
la segunda fraccion del eyaculado, habiéndose recogido exclusivamente dicha
fraccion (England y Allen, 1989) o a traves de fotometros calibrados para el semen
de perro (Farstad, 1998b). En cuanto a los valores de la concentracion
espermatica en el perro, England y Allen (1989) refieren en un estudio realizado

en 28 perros fértiles una concentracion media de 299,6+127,9 millones de
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espermatozoides por mililitro, mientras que Farstad (1998b) refiere entre 100-700
millones/mL.
7.4.2. Morfologia.

El estudio de la morfologia es un componente importante en la evaluacion de la
calidad seminal (Malmgren, 1997), indicadora del status fisiolégico o patolégico de
la produccion espermatica y del almacenamiento en los conductos extra-
gonadales (Saacke, 1983). En los toros sementales durante las estaciones de
reproduccion, el estudio morfolégico es un método seguro y econdémico de
monitorizar las funciones de testiculo, epididimo y glandulas anejas (Rodriguez-
Martinez, 1998). El hecho de que la fertilidad disminuye cuando el porcentaje de
células anormales aumenta ha quedado establecido hace tiempo (Oettlé, 1993).
En el toro, la morfologia se estudia rutinariamente en extensiones secas y tefiidas,
principalmente para examinar la forma de la cabeza y la presencia de otras
células; mientras que las extensiones “humedas” de células fijadas y no tefiidas
(fijadas en suspensiéon) son utilizadas para el examen de otros aspectos del
espermatozoide preservado, principalmente tras la congelaciéon y descongelacion,
valorandose las lesiones de la membrana, del acrosoma y las anomalias de la
forma de la cola, siendo estas ultimas frecuentemente producidas por el manejo
del semen (Rodriguez-Martinez, 1998).

En especies como la equina, la morfologia no asume la misma importancia en la
prediccion del potencial fertilizante que en otras especies domesticas (Voss y col.,
1981), dada la variabilidad entre las caracteristicas morfolégicas observadas entre
garafiones y entre eyaculados de los mismos animales. Los autores también
refieren una considerable variabilidad entre los investigadores en relacion a la
clasificacion morfologica del espermatozoide equino, tal como fue posteriormente
constatado en el perro (Kustritz y col., 1998), lo que suscita la necesidad del
establecimiento de una nomenclatura estandarizada para las evaluaciones
morfologicas.

En el semen de perro, la morfologia del espermatozoide suele ser evaluada con
microscopio optico convencional o con microscopio de contraste de fases con o

sin tincién (Kustritz y col., 1998). Entre las técnicas de tincion mas utilizadas
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destaca la eosina-nigrosina (Bartlett, 1962; England y Allen, 1989), el Giemsa-
Wright rapido, conocido por Diff-Quick, la eosina Y/ nigrosina, conocido por
Hancock, la eosina B/ nigrosina (Kustritz y col., 1998) y azul de anilina o cristal
violeta (Keenan, 1998). El porcentaje de espermatozoides con morfologia normal
en el perro varia entre el 65-90% (Farstad, 1998b). En esta especie la morfologia
parece estar relacionada con la fertilidad. En un trabajo de Oettlé (1993), la
morfologia fue, en comparacién con la motilidad, el pardmetro que mayor
correlacion positiva presentd con la tasa de fertilidad; las anomalias morfoldgicas
estuvieron asociadas a fertiidad disminuida, ya que un porcentaje de
espermatozoides normales inferior a 60% resultd en fertilidad disminuida. Este
autor presentd un sistema de clasificacion basado en la estructura afectada del
espermatozoide, siendo cada una subdividida segun el grado de afectacion
presente en mayores o menores (Tabla 2.7). Cuando en el espermatozoide estan
presentes mas de una anomalia, la clasificacién debe tener en cuenta la anomalia
de mayor importancia, o la mas predominante, si estan presentes anomalias de
igual importancia. En trabajos previos, la clasificacion esta en la estructura del
espermatozoide afectada, diferenciandose el defecto en cuestion en anomalia
primaria y secundaria (Bartlett, 1962; Christiansen, 1984) segln tengan su origen
en el testiculo o fuera de él. Independientemente del sistema de clasificacion
utilizado, deben evaluarse morfolégicamente por lo menos 200 espermatozoides
por muestra (Malmgren, 1997).

Las anomalias mas frecuentemente encontradas en la cabeza del espermatozoide
de perro son las cabezas hinchadas y los acrosomas hinchados y “protuberantes”;
en la pieza intermedia se han encontrado gotas proximales y distales asi como
piezas intermedias torcidas y en la cola se observaron colas torcidas y enrolladas
a nivel de la pieza intermedia (Kustriz y col., 1998). En un estudio realizado por
Morton y Bruce (1989) sobre 167 perros fértiles el porcentaje de células normales
fue de 69,1%, las anomalias en la cabeza de 5,62%, en la pieza intermedia 13,4
%, y en la cola 4,7%. Estos autores destacan que algunos defectos morfoldgicos,
como es el caso de persistencia de gota proximal en el tracto intermedio, estan

asociados a porcentajes de concepcion mas reducidos. ElI motivo por el cual los
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espermatozoides con gota proximal no congelan bien podria estar relacionado con
elcontenido de las gotas en enzimas lisosomales, asi, tras la congelacion y la
descongelacién sufre destruccién de su membrana, causando liberacién de las
enzimas hidroliticas y rompiendo la membrana del espermatozoide vy, en
consecuencia, afectando severamente su motilidad. Este defecto origina una
motilidad post-descongelacion inferior a la aceptable del 50%, mientras algunas
anomalias en el cuello como fractura y, en piezas intermedias y colas como las
dobladas o las enrolladas cursan con motilidades practicamente nulas (Morton y
Bruce, 1989).

Clasificacion morfologica del espermatozoide canino

Morfologia normal

Anomalia acrosomal
» Mayores: picudo, quistico o con defecto de ‘crater’, distribucion irregular

* Menores: reaccion acrosdmica, edema, dafio severo, pérdida.

Anomalia en la cabeza

» Mayores: macroceféalica, microcefalica, piriforme, defecto en diadema, vacuolas
nucleares, espermatozoide estriado, formas dobles, pleomorfismo grave o formas
raras.

* Menores: cabezas estrechas, defectos en la base, cabezas destacadas, des

condensacion nuclear.

Anomalias en la pieza intermedia
» Mayores: gota citoplasmética proximal, ruptura de la pieza, defecto de seudo-
gota, pieza doblada.

* Menores: gota distal

Anomalias en la cola
* Mayores: enrollada alrededor de la cabeza o de la pieza intermedia, cola doble

* Menores: cola torcida, en latigo, enrollada en la porcion terminal.

Aglutinacion

» Cabeza con cabeza, cabeza con cola, cola con cola, o adhesién a otras células

(Adaptado de Oettlé, 1993)
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La comparacion de distintas técnicas de tincion ha demostrado que bien el
colorante o bien la técnica de preparacion pueden alterar la morfologia del
espermatozoide, creandose artefactos que potencian la aparicion de determinados
tipos de anomalias y, simultaneamente, disminuyen otras. Ademas, el dominio de
la técnica es fundamental para la comparacién de la morfologia de muestras del
mismo animal o de perros distintos (Kustritz y col., 1998).

7.4.3. Integridad del acrosoma.

El espermatozoide eyaculado y fresco no puede experimentar la reaccion
acrosomica verdadera cuando es expuesto a inductores bioldgicos de la misma,
debiendo primeramente sufrir el proceso de capacitacion (Cross y Meizel, 1989).
La capacitacion espermatica implica algunas alteraciones fisiol6gicas previas a la
reaccion acrosomica en la membrana del espermatozoide y es por tanto un pre-
requisito para ella. La reaccion acrosdmica consiste en la fusién de la membrana
acrosomal externa y la membrana plasmatica, resultando en la liberacion del
contenido acrosomal (Way y col., 1995). La capacidad para sufrir la reaccién
acrosdmica resulta in vivo del contacto del espermatozoide con la zona pellcida
(Harrison, 1998); pudiendo esta capacidad del espermatozoide para responder a
los inductores de la reaccién acrosomica ser utilizada como marcador de este
estado fisiolégico de capacitacion (Cross y Meizel, 1989).

En el proceso de dilucion, refrigeracién y congelacion queda particularmente
afectada la membrana plasmética de la cabeza del espermatozoide, pero también
la membrana de las mitocondrias, del acrosoma y el flagelo (Hammerstedt y col.,
1990). Estos datos son significativos, teniendo en cuenta que el acrosoma
contiene enzimas que desarrollan un papel crucial en la penetracion de la zona
pelicida y en sus mecanismos celulares (Bedford, 1970). La desintegracion del
acrosoma derivada de la refrigeracion y de la congelacion es probablemente
capaz de afectar a la habilidad fecundante del espermatozoide (Watson, 1975b).
La reaccién acrosdmica se produce tras la exposicibn a las condiciones

ambientales del lugar de fecundacibn o tras la unidn especifica del

90



espermatozoide a la zona pellucida (Den Daas, 1992); asi que el porcentaje de
células que poseen un acrosoma intacto y que son aptas para exhibir reaccién
acrosOmica, tras la debida estimulacién, es una importante caracteristica seminal
(De Leeuw y col., 1991). Por tanto, es necesario evaluar correctamente el status
acrosomal. Idealmente, el método para determinar el status acrosomal debe ser
exacto y fiable, rapido, aplicable a un pequefio nimero de células, inocuo para la
funcion espermética, utilizable en distintos medios y fluidos y capaz de
proporcionar la diferenciacion entre reacciones acrosOmicas falsas, que estan
asociadas a la muerte de la célula, y las verdaderas, asociadas a la fecundacién
(Cross y Meizel, 1989).

La evaluacion del status acrosomal en el espermatozoide de perro es considerado
como un criterio fiable en la prediccion de la fertilidad post-descongelacion
(Concannon y Battista, 1989). La evaluacion de la integridad acrosomal es
frecuentemente utilizada como criterio para comparar distintos protocolos de
congelacion (Strém-Holst y col., 1997; Yildiz y col., 2000; Hay y col., 1997b) o para
evaluar la calidad del semen pre-congelacién (Hay y col., 1997b; Ivanova y col.,
1999). Los trabajos de Oettlé (1986a) en el espermatozoide de perro evidenciaron
que los dafios en la estructura del acrosoma ocurrian en cada uno de los grandes
pasos del proceso de congelacién, no encontrando correlacion significativa entre
el descenso de la motilidad y los dafios acrosomales.

La evaluacion de la integridad acrosomal es posible gracias a determinadas
técnicas de tincion, de las cuales destacan las coloraciones metacromaticas del
acrosoma que son utilizadas para la deteccion de alteraciones en esta estructura,
como el Spermac® (Oettlé, 1986a; b; Oettlé y Soley, 1988; Hay y col., 1997b;
Strom-Holst y col.,, 1997). Esta tincion permite diferenciar el acrosoma, que
aparece tefido de verde, de la region post-acrosémica, que aparece rosa, lo que
posibilita la rapida observacion de los dafios en esta estructura su ausencia bien
total o parcial (Oettlé y Soley, 1988).

Entre otras tinciones utilizadas en la evaluacion del acrosoma destacan el método
Giemsa (Watson, 1975b), la eosina/nigrosina, la eosina/nigrosina/Giemsa, el

Hoescht® 33258 y las lectinas como el Pisum sativum (PSA) asociado a la
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fluoresceina FITC (isotiocianato de fluoresceina), de las cuales las 2 ultimas
exigen el uso de la microscopia de fluorescencia.

Para una evaluacién efectiva del acrosoma, Smith y Murray (1997) recomiendan el
uso de la PSA-FITC, debido a la facilidad de preparacion y de lectura debido a la
fuerte coloracion que proporciona, del cual hablaremos adelante. Como
recomendacion estos autores advierten que la preparacién de las muestras es
critica y que en éstas deben haberse lavado los diluyentes de congelacién, como
la yema y la leche para evitar la fluorescencia del fondo.

Algunos de los primeros trabajos en la observacién del acrosoma defienden el
examen con microscopio de contraste de interferencia diferencial (“differential
interference contrast microscopy, DIC) en muestras sin fijacion (Saacke y
Marshall, 1968). Cross y Meizel (1989) confirman que, para especies de
acrosomas grandes, la visualizacion de espermatozoides moviles, por este método
o por el uso del microscopio de contraste de fases en muestras no-fijadas, es
adecuada para la evaluacion de esta estructura. Sinembargo, las tinciones fijadas
y secas son preferibles a las extensiones “humedas” sinfijacion, ya que cuando la
motilidad es moderada o alta la evaluacion cuantitativa de lamorfologia detallada
del acrosoma es dificil (Aalseth y Saacke, 1986). También la observacion de
espermatozoides vivos y moéviles en preparaciones “humedas” en el microscopio
de fluorescencia es dificil y exige bastante tiempo porque las células se mueven
rapidamente en el campo microscopico (Way y col., 1995). Adicionalmente, para
las especies con acrosomas mas pequefios o con propiedades Opticas semejantes
a las otras estructuras de la cabeza del espermatozoide estos métodos
(microscopia de contraste de fases o DIC) no se revelan eficaces (Cross y Meizel,
1989).

Si ademas de la morfologia acrosomal también es efectuada la evaluacion
simultdnea de la viabilidad, es posible diferenciar la reaccion acrosémica
verdadera de la reaccién acrosémica falsa; Aalseth y Saacke (1986) propusieron
para tal objetivo la tincién Fast-Green FCF-eosina B, tal como mas tarde, para el
mismo propésito, Tamuli y Watson (1994) propusieron el uso de la eosina-

nigrosina-Giemsa; con esta tincion, las células muertas presentan un color rojo en
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la region post-acrosdémica, mientras que en las vivas esta region es rosa y la
region acrosémica se mantiene roja hasta que la reaccion acrosdmica
empiece.Way y col. (1995) recomiendan para este propésito la eosina B-azul de
anilina, el Fast Green FCF/eosina B y el ioduro de propidium asociado a la lectina
del Pisum sativum, (del cual hablaremos detalladamente adelante) para la
evaluacion del status acrosomal y de la viabilidad de espermatozoide de bovino.
De Leeuw y col. (1991) sugieren una técnica de tincion que incluye el marcador de
viabilidad celular fluorescente, Hoechst® bisbenzimida 33258, recurriendo para su
visualizacion a la microscopia de fluorescencia, asociada al microscopio de
contraste de fases para observacion del acrosoma, permitiendo asi la
diferenciacion entre reaccién acrosémica verdadera de la pérdida degenerativa de
las membranas acrosomales postmortem.

La mayor ventaja de esta técnica es, segun los autores, que puede ser utilizada en
muestras congeladas/ descongeladas sin utilizar las técnicas habitualmente
utilizadas en la evaluacién del status acrosomal que, frecuentemente, exigen
centrifugacion para remover el diluyente o el colorante y por otra parte, no se
realiza la tincibn en portas que puede provocar, debido a las sucesivas
inmersiones, una mayor pérdida en espermatozoides Vvivos.

Un asunto de considerable interés es saber si es suficiente una Unica prueba
laboratorio o si es necesaria la combinacién de varios andlisis para la evaluacién
de una muestra, dado que el examen de la integridad acrosomal exige
equipamiento adecuado y esmas lento que la evaluacion de la motilidad
(Berndtson y col., 1981). En los trabajos deKjaestad y col. (1993) no se verifico
correlacion entre motilidad e integridad acrosomal, nientre este ultimo pardmetro y
la fertilidad in vivo. Los trabajos de Berndtson y col. (1981), igualmente en semen
congelado y descongelado, también constataron que la motilidad y la integridad
acrosomal representan caracteristicas distintas de la integridad del
espermatozoide que varian de manera independiente. De este modo, ninguna de
las pruebas puede ser utilizada en sustitucion de otra. Saacke (1983) observo que
los dafios en la integridad acrosomal experimentados por los espermatozoides

durante la congelacion y la descongelacion podrian estar latentes en el momento
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de la descongelacion, evidenciandose el rapido deterioro del acrosoma entre 2y 4
h de incubacion a 37°C, a diferencia de la motilidad que sufrié antes de las 2-4 h
una dramética disminucién. Este autor recomienda el uso combinado de pruebas,
que denomina de “caracteristicas irreversibles”, como son la observacion de la
integridad de la membrana y del acrosoma conjuntamente con la motilidad, a fin
de evitar errores de apreciacion de los métodos de preservacion.

Por su parte, Harrison y Vickers (1990) evidenciaron que el status acrosomal en el
espermatozoide de cerdo y morueco no refleja el estado de la membrana
plasmatica, existiendo mas células con membrana plasmatica intacta que con
acrosoma intacto. En el espermatozoide de morueco la integridad de la membrana

se correlacioné mas con la motilidad visual, Io que no ocurrié en el cerdo.
7.4.4. Integridad de la membrana plasmaética.

La integridad de la membrana espermatica es un pre-requisito fundamental para el
apropiado metabolismo y funciones espermaticas como la uniéon a la zona
pelicida, penetracion y la fusibn con el oolemma durante la fecundacion
(Rodriguez-Martinez, 1998).

La importancia del mantenimiento de esta caracteristica del espermatozoide se
justifica por la incapacidad de la célula espermética para sellar o restaurar la
integridad de la membrana cuando sufre dafios (Den Daas, 1992).

La integridad de esta membrana es el requerimiento minimo para que el
espermatozoide sea movil (De Leeuw y col.,, 1991). El espermatozoide con la
membrana plasmética afectada no es capaz de mantener las concentraciones
citoplasmaticas de iones y de co-factores esenciales como el nucleétido adenina,
imprescindible para el movimiento flagelar. Es posible que algunas células
inmdviles puedan aparentemente mantener algin grado de integridad de la
membrana por lo cual, son todavia capaces de excluir los marcadores que indican
la muerte celular pese a que otras alteraciones hacen que esté imoévil (De Leeuw y
col., 1991). Por estos motivos, cuando la célula esta fluorescente(marcada) puede

ser calificada con toda seguridad como célula muerta; sin embargo, cuandola
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célula no adquiere fluorescencia se califica como célula viva aunque ésto no es
tan seguro (De Leeuw y col., 1991).

La evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica proporciona una valiosa
informacion sobre los métodos de procesamiento del semen y la identificacion de
los puntos del proceso que mas contribuyen a las alteraciones en la membrana del
espermatozoide (Johnson y col., 1996). El grado de lesion de las membranas
plasmética y acrosomal esta relacionado con la fertilidad de la muestra procesada,
pero solamente en los casos en que el dafio sea extenso (Rodriguez-Martinez,
1998).

Una de las técnicas de valoracién de la integridad de la membrana plasmética es
la ausencia de inclusion de colorantes, porque la membrana esté integra; estas
técnicas son conocidas como recuentos de vivos y muertos y para ellas se
necesitan combinaciones de colorantes como eosina/nigrosina,
eosina/nigrosina/Giemsa, Hoescht® 33258, carboxifluoresceina / yoduro de
propidium, y SYBR-14/yoduro de propidium (Smith y Murray, 1997). En las 3
altimas técnicas de tincibn mencionadas es necesario recurrir a la microscopia de
fluorescencia. La presencia de glicerol en una muestra, a porcentajes que excedan
el 4%, puede interferir con las tinciones vivos/muertos, haciendo disminuir los
porcentajes de espermatozoides viables probablemente porque el glicerol induzca

un aumento de la permeabilidad de la célula al colorante (Mixner y Saroff, 1954).

7.4.5. Test de endésmosis.

La integridad de la membrana puede ser evaluada por medio de la incubacién de
los espermatozoides en un medio hipo-osmaético, mediante el test de enddésmosis.
El influjo del agua al interior del espermatozoide provoca la hinchazén y el
enrollamiento de la cola, indicativo de que el transporte del agua a través de la
membrana se produce con normalidad, es decir, que la membrana esta intacta y
presenta una actividad funcional normal. El hinchamiento de la membrana es
observado de modo especial en la membrana de la cola del espermatozoide, pues
esta es mas distensible y estd menos unida a las estructuras de soporte que la

membrana de los otros compartimentos. La respuesta a esta prueba esta
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correlacionada con la capacidad del espermatozoide de penetrar los ovocitos, por
lo tanto, es indicativo del potencial fertilizante de la muestra (Jeyendran y col.,
1984).

7.5. Pruebas complementarias de evaluacion seminal.

7.5.1. Utilizacion de marcadores fluorescentes: microscopia de
fluorescencia ycitometria de flujo.

Se han desarrollado recientemente técnicas especificas de tincion, que permiten la
evaluacion de la integridad, viabilidad y funcionalidad del espermatozoide a través
de la utilizacion de marcadores fluorescentes excitados por una luz de apropiada
longitud de onda. Los marcadores fluorescentes son indicadores mas sensibles de
los dafios en el espermatozoide que el examen del acrosoma por microscopia de
contraste de fases o la estimacion de motilidad (Harrison y Vickers, 1990), y la
lectura de las preparaciones se facilita por la intensidad y consistencia de las
coloraciones fluorescentes (Kawakami y col., 1993b). Adicionalmente, las
combinaciones especificas de marcadores pueden proporcionar importantes
informaciones cuantitativas por el hecho de que las propiedades de permeabilidad
de la membrana y las propiedades de coloracion de los fluorocromos sean
discriminatorias entre espermatozoides funcionales y no-funcionales (Garner y
col., 1986).

De estos se destacan el diacetato de carboxi-fluoresceina (CFDA), el yoduro de
propidium (PI) (Garner y col., 1986; Harrison y Vickers, 1990; Valcércel y col.,
1994), el isotiocianato de fluoresceina (Fitc) conjugado con la aglutinina del
guisante Pisum sativum (PSA) (Berger, 1990), el Hoechst®33258 (De Leeuw y
col.,, 1991; Kawakami y col., 1993b) y el SYBR-14 (Ferrara y col., 1997) y el
bromuro de etidio (Evenson y col., 1982).

Los métodos de coloracién fluorescentes exigen el uso de la microscopia de
fluorescencia (Centola y col., 1990; Harrison y Vickers, 1990; Valcarcel y col.,
1994) o bien de citometria de flujo (Garner y col., 1986; Garner y Johnson, 1995;

Maxwell y Johnson, 1997). Contrariamente a la fluorescencia, la técnica de
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citometria de flujo permite analizar multiples caracteristicas en millares de células,
aunque no todas al unisono pero si en un corto periodo de tiempo y con una
preparacion previa minima (Graham y col.,, 1990). En el examen del
espermatozoide, y recurriendo a los marcadores fluorescentes ya citados, la
citometria de flujo permite evaluar la viabilidad espermatica, la proporcién de
espermatozoides con reaccion acrosomica (Morrell, 1991; Fierro y col., 1996), el
contenido en ADN (Dresser y col, 1993), la integridad de la cromatina
espermatica, la concentracion de espermatozoides en una muestra (Evenson y
col., 1993), y el flujo intra-celular de calcio (Nolan y col., 1992; Brewis y col., 2001).
Los primeros trabajos sobre la aplicacion de la citometria de flujo en la
investigacion de poblaciones de espermatozoides se han realizado en semen
humano, de raton y toro; utilizandose como marcador nuclear el naranja de
acridina y estudiandose la correlacion de la estructura de la cromatina espermaética
con la fertilidad (Evenson y col., 1980).

Posteriormente, se extendié esta tecnologia a otras especies, destacando su
rapidez y precision en el analisis de una gran poblacion de espermatozoides, y el
hecho de que sus resultados estdn altamente correlacionados con otros
parametros de la calidad seminal (Garner y col., 1986). También son aludidas
otras ventajas como: - el hecho de no necesitar una preparacion lenta y laboriosa
gue suele ser necesaria para determinadas extensiones (Graham y col., 1990), -
su especificidad en el examen individual de los espermatozoides, - la capacidad
de repeticion y que - el tamafio de muestra exigido sea reducido (Johnson y col.,
1996). No obstante, los elevados costes de los aparatos son un impedimento para
su presencia en la gran mayoria de los laboratorios (Malmgren, 1997).
Comparativamente, la utilizacién de la microscopia de fluorescencia resulta mas
econdémica pero mucho mas lenta y laboriosa (Garner y col., 1988) por lo que a
penas algunas centenas de células pueden ser evaluadas por muestra (Johnson y
col., 1996; Rodriguez-Martinez y col., 1997).
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7.5.2. Evaluacién de la viabilidad.

Una combinaciéon utilizada para la determinacion de la viabilidad celular es el
CFDAPI (Garner y col., 1986; Almlid y Johnson, 1988; Harrison y Vickers, 1990;
Valcarcel y col., 1994). En cuanto al PI, las células con la membrana plasmatica
intacta impiden su entrada, mientras que cuando las membranas son permeables
éste entra en la célula, donde tiene la propiedad de unirse y tefiir el ADN celular,
indicando que estan dafladas. Cuando el Pl penetra en la célula, ésta emite una
fluorescencia roja, y la cabeza del espermatozoide se tifie de este color. Por su
parte, cuando el CFDA penetra la membrana intacta es esterificado y convertido
por las estearasas intracelulares en carboxi-fluoresceina libre, que es fluorescente
e impermeable, lo que provoca una coloracion de toda la célula verde homogénea
y nos permite visualizar facilmente los espermatozoides vivos mediante
microscopia de fluorescencia (Garner y col., 1986; Harrison y Vickers, 1990). Esta
coloracibn es conocida por proporcionar buena visualizacion de los
espermatozoides en medios opacos, conteniendo yema o leche, al revés de que
suele pasar con las coloraciones vitales (Garner y col., 1988). También el CFMDA,
usado conjuntamente con el Pl es un indicador efectivo de la viabilidad (Johnson y
col, 1996) ya que permite ver también las células no tefiidas por PI.

También la doble tincibn SYBR-14, que tifie el nlacleo de las células vivas de
verde-brillante, asociado al PI es utlizada en el estudio de la viabilidad
espermatica (Garnery col., 1994; Medrano y Holt, 1996; Maxweel y Johnson, 1997;
Maxwell y col., 1997; Smith yMurray, 1997; Thomas y col., 1997; Merkies y col.,
2000; He y col., 2001). Esta coloracion esconsiderada bastante fiable, dado que
Sus componentes reaccionan con el mismo constituyente celular, el ADN
espermatico, estable y facilmente cuantificable por la tincion (Garner y Johnson,
1995). Son identificadas 3 poblaciones distintas: - vivas que se tifien con el SYBR-
14, - muertas que tifien con el Pl y - moribundas que tifien simultaneamente de

ambos colorantes (Garner y Johnson, 1995).
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7.5.3. Evaluacion de la integridad acrosomal

En la evaluaciéon de la integridad acrosomal se utilizan lectinas de origen vegetal
asociadas a marcadores fluorescentes, de las cuales ademas de la PSA, destacan
la PNA (aglutinina del cacahuete Arachis hypogea), la WGA (aglutinina del maiz
Triticum vulgaris), la Con-A (aglutinina de la Concavalina ensiformis), o la UEA-1
(aglutinina del Ulex europaeus) (Berger, 1990; Fierro y col., 1996; Vasquez y col.,
1996).

Las lectinas presentan propiedades de union a los carbohidratos, concretamente
en la region interior del acrosoma, que las hace muy Uutiles en el la deteccién de
substancias especificas sub-celulares (Flesch y col.,, 1998). Es frecuente la
utilizacién de Fitc-PSA (Berger, 1990; Smith y Murray, 1997; Farlin y col., 1992;
Mendoza y col., 1992) y de Fitc-PNA (Szasz y col., 2000; Aboagla y Terada, 2003)
que tifien el interior del acrosoma (Cross y col., 1986) o la membrana acrosomal
externa (Mortimer y col., 1987), respectivamente; lo que permite visualizar tanto el
inicio de la reacciébn acrosdmica como la presencia de reaccion acrosémica
parcial, como también la presencia de reacciébn acrosdmica completa que se
evidencia por la ausencia de coloracion excepto en el area ecuatorial (Kéhn y col.,
1997; Jaiswal y col., 1999). También se utilizan la ficoeritrina (PE) asociada al PSA
(Wilhem y col., 1996) y al PNA (Fazeli y col.,, 1997), que actian de modo
semejante, ambas se unen en la célula no-permeabilizada a las regiones
acrosomicas dafiadas, provocando fluorescencia de esta zona (Graham, 2001).
Los espermatozoides con el acrosoma intacto poseen una membrana plasmatica
intacta y funcional que cubre la membrana acrosomal externa, formando una
barrera contra los marcadores de modo que no se observa sefal fluorescente
alguna. Por el contrario, el tratamiento con alcohol o detergentes conduce a la
permeabilizacién de las membranas vy, realizado antes de la tincién resulta en
fluorescencia de la regién acrosomal (Fazeli y col., 1997).

El mecanismo molecular responsable de la tincidon de los acrosomas con PSA
parece ser debido a su unién al grupo sacaroideo de la proacrosina, una
glucoproteina (Mendoza y col., 1992), evidenciando esta lectina, bajo microscopio

de fluorescencia, un marcaje de la membrana acrosomal externa en células no
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permeabilizadas (Farlin 'y col, 1992), mientrasen espermatozoides
permeabilizados el marcaje suele ser en las porciones anterior yecuatorial del
acrosoma (Cross y col., 1986). Sin embargo, la PNA parece tener una mayor
eficacia por el acrosoma que la PSA, puesto que en medios con yema ésta parece
tener alguna afinidad por la PSA (Thomas y col., 1997). Las observaciones con
microscopia electronica permiten evidenciar que la localizacion especifica de la
PNA es en la membrana acrosomal externa (Fazeli y col., 1997), hecho también
constatado en el espermatozoide de perro (Sirivaidyapong y col., 2000).

La utilizacién de lectinas fluorescentes es preferible a las técnicas de tincidn
convencionales en especies de acrosomas pequefios, como es el caso del
caballo. Las lectinas también son preferibles a los anti-cuerpos monoclonales
puesto que se obtienen facilmente y pueden ser conjugadas con distintos
compuestos fluorescentes, no exigiendo la necesidad de incorporar un reactivo
adicional como en el caso de los anti-cuerpos monoclonales, donde es necesario
un segundo anti-cuerpo fluorescente para la visualizacién del acrosoma (Farlin y
col., 1992).

La citometria de flujo presenta la ventaja de detectar Unicamente la fluorescencia
asociada a particulas, como consecuencia, no es necesario remover el marcador
que no se encuentra unido antes del analisis (Graham, 2001; Nagy y col., 2003).
No obstante, en el examen de la integridad del acrosoma, la especificidad de la
lectina por el acrosoma es un aspecto de gran importancia, ya que la union a
regiones del espermatozoide no-acrosémicas puede ser diferenciado por
microscopia de fluorescencia, pero no en la citometria de flujo, puesto que ésta
identifica la sefial fluorescente de la célula entera y no de regiones especificas.
Para interpretar la fluorescencia y diferenciar correctamente espermatozoides con
y sin acrosoma es necesario que la adhesion de la lectina por el acrosoma sea
altamente especifica y que la intensidad de la fluorescencia sea elevada (Tao y
col., 1993).

En este sentido, los autores dan importancia a la necesidad de limpiar
previamente las muestras de semen de los diluyentes de congelacién, a fin de

evitar la union del Fitc-PSA a las particulas de la leche o a la yema de huevo,

100



utilizando para tal la sucrosa o gradiente de Percoll y asi evitar la fluorescencia en
el fondo (Smith y Murray, 1997). Sin embargo, algunos autores precisan que la
remocion de las particulas de yema por lavado probablemente induce la
deterioracion del espermatozoide (Nagy y col., 2003), este hecho fue confirmado
por Kavak y col. (2003), que han encontrado mas conveniente la utilizacion del
gradiente de densidad de Percoll en la centrifugacion para separacion de detritus
que el lavado. Graham y col. (1990) consideran suficiente la filtracion con malla de
nylon de 40um.

Las lectinas permiten el estudio de la distribucion y de las alteraciones en las
glucoproteinas durante la capacitacion y reacciébn acrosémica (Vasquez y col.,
1996), siendo posible observar por microscopia de fluorescencia sub-poblaciones
de células en distintos estadios de la reaccion acrosémica. Aunque la utilizacion
de la microscopia de fluorescencia en la evaluacidbn cuantitativa de la
heterogeneidad de los espermatozoides en el proceso de reaccion acrosémica es
bastante dificil y complicado (Nikolaeva y col., 1998). Por otra parte, su utilizacién
en conjunto con la citometria de flujo permite evaluar especificamente la
capacidad de los espermatozoides para alcanzar la reacciébn acrosémica cuando
son incubados con el calcio ionoforo, asi como la cinética de la reaccion
acrosémica (Fierro y col., 1996; Nikolaeva y col., 1998).

En los trabajos de Fierro y col. (1996), asi como en el estudio de Flesch y col.
(1998), las lectinas WGA y del PNA revelaron su gran especificidad para las
membranas plasmética y acrosomal externa, respectivamente, lo que les permitié
conocer profundamente las modificaciones bioquimicas durante la capacitacion y
reaccion acrosdmica. Estos trabajos son importantes para la identificacion de la
membrana plasmatica y de la membrana acrosémica externa para posteriores
estudios moleculares sobre la union espermatozoidezona (Flesch y col., 1998).
Adicionalmente, la citometria fue utilizada en un estudio con el fin de investigar la
capacidad del espermatozoide para unirse a las proteinas de la zona pellcida
conjugadas con el Fitc en el transcurso de la incubacién bajo condiciones de FIV
(Harkema y col., 1998).
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7.5.4. Evaluacién simultanea de la viabilidad e integridad del acrosoma.

En la evaluacion de las lesiones celulares derivadas del proceso de
criopreservacion es necesario emplear métodos de tincibn que permitan
diferenciar, correctamente, células viables con reaccion acrosomica de las células
gue se encuentran muertas y que han perdido la integridad de la membrana (Way
y col.,, 1995). En este sentido, determinadas combinaciones de marcadores
pueden ser utilizadas para evaluar, simultaneamente, la viabilidad de la célula y el
status del acrosoma, como es el caso del Pl asociado al Fitc-PSA (Centola y col.,
1990; Way y col., 1995; Sukardi y col., 1997) y Fitc-PNA (Coy y col., 2002).

Otra posibilidad es emplear el Hoescht®33258 asociado al Fitc-PSA (Cross y col.,
1986; Berger, 1990; Kawakami y col., 1993b; Uhler y col., 1993; Baumber y col.,
2000), que, tal como para el PI-Fitc-PSA o PNA, también posibilita la evaluacién
del porcentaje de células que han perdido sus acrosomas pero que mantienen
intacta la membrana sobre el nucleo, osea, el porcentaje de espermatozoides con
reaccion acrosomica “verdadera” (Berger, 1990).

Sin embargo, el Pl puede sustituir al Hoescht®33258 como marcador de
viabilidad, debido a que su técnica es mas accesible, siendo particularmente util la
combinacion con Fitc-PSA para el examen simultaneo del acrosoma, puesto que
Pl y Fitc-PSA pueden excitarse a la misma longitud de onda (488 nm) (Centola y
col., 1990) igual que sucede con Fitc-PNA (Coy y col., 2002).

La asociacion PI-Fitc-PSA permite la deteccion de 4 sub-poblaciones de células: I)
viable, acrosoma intacto; Il) viable, reacciéon acrosémica “verdadera”; Ill) muerto,
acrosoma intacto; IV) muerto, reaccién acrosdmica “falsa” o por degeneracion
celular (Centola y col., 1990; Sukardi y col., 1997).

Ademas, se estudia el uso de otros marcadores como es el caso Lyso Tracker
Green DND-26 (LYSO-G) (Thomas y col., 1997; 1998) y la Merocyanina/540/Yo-
Pro-1 (Kavak y col.,, 2003), ambas para la evaluacion de la integridad del
acrosoma, asi como el SYTO-17 (Thomas y col., 1997) y el SNARF-1 (Pefiay col.,
1999a; Kavak y col., 2003), ambos para el estudio de la viabilidad del
espermatozoide, este ultimo asociado al PI-Fitc- PSA, o del indo-1/AM para

determinacién del flujo de calcio intra-celular (Brewis y col., 2001).
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7.5.5. Evaluaciéon de la actividad mitocondrial

Adicionalmente al estudio de la viabilidad e integridad acrosomal, también la
actividad mitocondrial puede ser evaluada simultaneamente con marcadores
fluorescentes. El interés en evaluar esta estructura deriva de la importancia de las
mitocondrias en la produccion de ATP (adenosina-tri-fosfato), producido por
fosforilacion oxidativa y necesario para la motilidad y la fertilizacion. También es
necesaria en el mantenimiento de la motilidad y la preservacion de la funcionalidad
de las membranas plasmética y mitocondrial (O"Connell y col., 2002).

Son conocidos los efectos de la congelacién sobre la pieza intermedia, como la
ruptura de la membrana y la disminucion de la densidad eléctrica de la matriz
mitocondrial (Jones y Stewart, 1979). La disminucion de la motilidad puede ser
atribuida a la pérdida de la funcion mitocondrial (O’Connel y col., 2002) y la
ruptura de la membrana mitocondrial puede ser un acontecimiento inicialmente
potenciador de la muerte celular (Henry y col.,, 1993). Sin embargo, la
susceptibilidad de las membranas plasmatica y mitocondrial a la criopreservacion
puede diferir dependiendo del tipo de crioprotector (O"Connel y col., 2002).

Los trabajos de Harrison y Vickers (1990) indican que la membrana plasmatica y
mitocondrial pueden responder al choque térmico de modos distintos. Para estos
autores, la pérdida de la impermeabilidad plasmética induce, a su vez, una rapida
pérdida decomponentes intra-celulares y como consecuencia inmediata se
produce una insuficiencia denucle6tidos como la adenina que no estaran
disponibles para la fosforilacion oxidativa; hecho que afectara a la motilidad,
independientemente de la potencial capacidad de la mitocondria para proveer
energia. En este sentido, el marcador mitocondrial Rodamina 123 (R123) ha sido
utilizado en distintos trabajos con el fin de evaluar la funcionalidad de este
organulo del espermatozoide.

La especificidad de la R123 para la mitocondria fue descrita por Johnson y col.
(1980), quedando probado que seria altamente improbable que otras estructuras
citoplasmaticas puedan ser tefiidas con la R123. Este marcador fluorescente
permite la localizacidon de las mitocondrias en células vivas, dada su elevada

selectividad por este organulo, posibilitando la deteccion de alteraciones en la
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distribucion, forma y organizacion mitocondrial (Jonhson y col., 1980). La R123
tiene una carga positiva en un pH fisiolégico y parece que su acumulacion
selectiva en las mitocondrias de las células vivas se basa en la atraccion entre sus
moléculas y en el potencial eléctrico negativo y relativamente elevado que tiene la
mitocondria funcional (Jonhson y col., 1980;1981; Cheny col., 1982).

Los trabajos de Graham y col. (1990) han confirmado que la R123 puede ser
utilizada en la deteccion de células espermaticas y que su intensa acumulacion se
verificd en mitocondrias completamente funcionales, de hecho, las células muertas
no acumularon este marcador. En el trabajo de Fraser y col. (2002), cuando la
proporcion de células que exhibian fluorescencia con R123 disminuia, esta se
acompafiaba de un aumento concomitante de células que marcaban con Pl o
H33258.

En cuanto al impacto de la R123 en el espermatozoide, esta no tiene efectos
citotéxicos evidentes (Johnson y col.,, 1980), ni afecta en los procesos
metabdlicos, como su consumo de oxigeno o la produccién de diéxido de carbono
(Downing y col., 1991).

La R123 puede ser utilizada sola (Tucker y col., 1986) o, mas frecuentemente,
asociada a marcadores de viabilidad como es el caso del Pl (Auger y col., 1989;
1993; Karabinus y col., 1991; Henry y col.,, 1993; De Baulny y col.,, 1997;
Papaioannou y col., 1997; Segovia y col., 2000; Fraser y col., 2002), o en tincion
triple, asociada al diacetato de carboxidimetil- fluoresceina (CDMFDA)-PI
(Ericsson y col., 1993), con el PI-PE-PSA (Graham y col., 1990) o con PI-Fitc-PNA
(Carvajal y col., 2004), para analisis simultaneo de viabilidad y status acrosomal.
La utilizacion conjunta R123-Pl parece adecuada para evaluar espermatozoides
suspendidos en medios con yema de huevo, caracterizados por una cierta
opacidad (Fraser y col., 2002).

Este marcador ha sido utilizado con éxito en la investigacion de la
funciénmitocondrial en distintos estudios. Como ejemplo tenemos los estudios del
impacto de la criopreservacion en la funcion mitocondrial del espermatozoide del
morueco (Windsor y White, 1995) y del hombre (O"Connel y col., 2002), en la

comparacion de la eficacia de distintos protocolos de congelacion del semen
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bovino (Karabinus y col., 1991), o humano (Henry y col., 1993), e incluso para
estudiar la posiblecorrelacion entre los estudios citométricos de la funcién
mitocondrial y los parametros clasicos de analisis de la calidad seminal y la
fertilidad in vivo (Ericsson y col., 1993). También ha sido utilizada en el estudio de
los efectos que la citometria de separacion, conocida por “sorting”, tenia en el
espermatozoide humano (Auger y col.,, 1993), en la evaluacion de distintos
crioprotectores en el espermatozoide de trucha (De Baulny y col., 1997), o en la
evaluacion de los efectos de los antibiéticos en la refrigeracion (Segovia y col.,
2000).

La utilizacion de la R123 conjuntamente con la microscopia de fluorescencia
posibilita la monitorizacién del potencial de membrana mitocondrial en células
vivas de modo que las variaciones en la intensidad fluorescente reflejan las
variaciones intra-celulares del potencial de membrana mitocondrial (Jonhson y
col., 1981). Tras estas primeras investigaciones con microscopia de fluorescencia
esta tincion se aplicé con citometria de flujo para la evaluacion del potencial de la
membrana mitocondrial del espermatozoide y de células somaticas cultivadas
(Chen y col., 1982; Evenson y col., 1982). Los trabajos de Evenson y col. (1982)
han evaluado simultdneamente la viabilidad espermatica, recurriendo al bromuro
de etidio. Se ha concluido que las alteraciones de la fluorescencia de la R123 se
deben a alteraciones en el potencial de membrana de la mitocondria y no en su
namero.

Ademas, se ha observado una buena correlacion entre motilidad espermética e
intensidad de coloracion de R123.

Tucker y col. (1986) han ampliado los conocimientos sobre las funciones de la
R123 en el espermatozoide humano criopreservado e incubado a 37°C. En este
trabajo, la R123 se revel6 como un método preciso de evaluacion de la viabilidad y
del status metabolico del espermatozoide. En el espermatozoide metabdlicamente
activo, su rapido y previsible transporte, permite la exacta monitorizacion de su
membrana y de su integridad funcional. En este trabajo, realizado con microscopia
de fluorescencia, la intensidad de coloracion de la pieza intermedia ha sido

correlacionada con el nimero de mitocondrias masque con su potencial.
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Los trabajos de Auger y col. (1989) en el espermatozoide humano confirman la
correlacion  entre  actividad  mitocondrial 'y  motilidad  espermética
computerizada,particularmente significativa tras incubacibn en un medio
capacitante, en el que el parametro con mayor correlacion con los resultados de la
citometria ha sido el ALH y menos marcada para los parametros de velocidad.
Tras 24 h de incubacion el descenso de la actividad mitocondrial ha sido menos
marcado que el de la motilidad. Recientemente, los estudios de O Connell y col.
(2002), también evidenciaron en el espermatozoide humano una correlacion
positiva entre la entrada de R123 y la motilidad progresiva del espermatozoide
fresco y descongelado. Este trabajo también evidencié que la reduccion de la
motilidad podria ser justificada por la reduccién en la actividad mitocondrial, asi
como una similitud en la extensién de los dafios causados por la criopreservacion
en las membranas plasmatica y mitocondrial, tal como ya lo habian concluido
Henry y col. (1993).

Los estudios de Windsor y White (1993; 1995) y de Windsor (1997) han evaluado
el semen de morueco por medio de la determinacion cuantitativa de la absorcion
de R123 por espectrofotometria. Estos trabajos evidenciaron que esta absorcion
de R123 cambié en presencia de los factores que reducen directamente el
potencial de membrana del espermatozoide, reforzando el interés de la utilizacion
de la R123 como indicador en la evaluacion de las lesiones en las membranas
derivadas del choque térmico (Windsor y White, 1993). También se puso de
manifiesto que en el proceso de congelacién/ descongelacién (Windsor y White,
1995) se inducia la disminucion significativa de la absorcion de R123. Por otra
parte, las lesiones mitocondriales causadas por la congelacion estan implicadas
en la disminucién de la fertilidad del semen descongelado (Windsor, 1997), y que
éstas no quedan protegidas por la presencia de glicerol (Windsor y White, 1995;
Windsor, 1997).

Ademas de la R123, el fluorocromo JC-1 es otro marcador mitocondrial que ha
sido estudiado en distintos trabajos. Este marcador destaca por su elevada
capacidad de diferenciacion de las mitocondrias de acuerdo con su potencial de

membrana (Garner y col., 1997), diferenciando células con mitocondrias altamente
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funcionales de células con mitocondrias poco funcionales (Graham, 2001). Este
fluorocromo penetra selectivamente en la membrana mitocondrial (Love y col.,
2003) permitiendo la identificacién de dos poblaciones de espermatozoides: - una
poblacién que tifie de rojo-naranja, indicativo que el JC-1 se acumula en la
mitocondria bajo la forma de agregados y caracteristico de células que exhiben un
elevado potencial de membrana, y - una segunda poblacion que tifie de verde,
debido a la presencia de monémeros en el interior de la membrana, caracteristico
decélulas que presentan un bajo potencial de membrana (Thomas y col., 1998).
Su aplicacién en la evaluacion de la funcionalidad mitocondrial ya se encuentra
descrita en el hombre(Kasai y col., 2002), en el toro (Thomas y col., 1998), en el
caballo (Baumber y col., 2000;Gravance y col., 2000), en el raton (Gravance y col.,
2001), y en el cerdo (Huo y col., 2002).

Los resultados obtenidos con el empleo de esta tincidbn han presentado una
rigurosa estimacion de la funcion mitocondrial asi como, una fuerte correlacién con
el status funcional del espermatozoide (Gravance y col., 2001). Otros trabajos
destacaron la correlacion entre los parametros de motilidad total (Love y col.,
2003), potencial fertilizante (Kasai y col., 2002) y viabilidad (Huo y col., 2002; Love
y col., 2003) con la funcionalidad mitocondrial. Estos Ultimos autores encontraron
también correlacion entre el potencial de la membrana y el tipo de movimiento
espermatico, concretamente con los parametros de motilidad ALH, STR y LIN
(Love y col., 2003). De igual modo, los trabajos de Martinez-Pastor y col. (2004),
han encontrado alguna correlacion entre la actividad mitocondrial medida por el

JC-1y la motilidad total y progresiva.

7.6. Valoracion de la capacitacion mediante la prueba de tincidén con
clortetraciclina.

La capacidad de fecundacion exige una correcta motilidad e integridad de la
membrana plasmatica y del acrosoma, asi como la propiedad de capacitarse
normalmente.

Una de las pruebas de evaluacion del estado de capacitacion espermatica es la

tincion fluorescente con clortetraciclina (CTC). En este examen las propiedades
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fluorescentes de la CTC son utilizadas para evaluar el estado de capacitacion y la
integridad del acrosoma. Para ello, los espermatozoides son incubados in vitro en
un medio estimulante de la capacitacion y la exostosis acrosomal, como es el caso
del iondforo de calcio (A23187); verificandose tras un periodo de incubacion,
diferentes patrones de distribucién de la CTC, que demuestran los estadios de
capacitacion. Estos patrones son: no-capacitado y acrosoma intacto, designado
por patron F; capacitado y acrosoma intacto, patrén B; capacitado y acrosoma
reaccionado, patron AR (Ward y Storey, 1984; DasGupta y col., 1993). Estos
patrones de fluorescencia de la CTC reflejan las alteraciones asociadas a los
niveles del Ca2+ intra-citoplasmaticos. En el patron F toda la cabeza del
espermatozoide exhibe una coloracion fluorescente homogénea, mientras en el
patrén B la fluorescencia esta limitada a la regién anterior de la cabeza. Cuando
ocurre la reaccion acrosémica la coloracion es muy marcada, y tras ésta, en el
patron AR, la cabeza presenta una fluorescencia débil, exceptuando una banda
fina fluorescente en el segmento ecuatorial.

La aplicabilidad y fiabilidad de esta prueba en la determinaciéon del estado
decapacitacion del espermatozoide, ya utilizada en otras especies como el cerdo
(Wang y col., 1995; Jonhson y col., 1996) también esta comprobada en el perro
(Hewitt y England, 1998; Guérin y col., 1999; Rota y col., 1999a). La utilizacién
simultanea de un marcador de viabilidad, como es el caso del Hoechst 33258,
permite la monitorizacion de la viabilidad y del status funcional (Hewitt y England,
1998).

7.6.1. Actividad enzimaética del acrosoma.

La deteccion de determinadas alteraciones provocadas por el ciclo de
criopreservacion puede exigir otro tipo de pruebas. Por ejemplo, el proceso de
congelacion y descongelacién induce ciertos dafios en el acrosoma,
concretamente en la actividad de la enzima amilasa, traduciéndose en
alteraciones de la permeabilidad de los acrosomas no detectadas por estudio
microscopico (De Las Heras y col., 1996). En el perro, la determinacion de la

actividad de la enzima acrosina es indicativa del grado de lesion celular tras el
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proceso de congelacion y descongelacion (Froman y col.,, 1984). Sin embargo,
Garner y col. (1986) sostienen que es muy dificil obtener una cuantificacion exacta
de la actividad de esta enzima.

7.6.2. Ensayos de unidn y penetraciéon a zona pelucida.

Una otra posibilidad de analizar la funcionalidad del espermatozoide in vitro es
evaluar su capacidad de penetracion en la zona pellcida. Los dos aspectos de la
funcién espermatica necesarios para la fecundacion in vivo son observados en
esta prueba: la motilidad y la propiedad de capacitarse normalmente. Los
porcentajes de penetracion de los espermatozoides a la zona son indicativos y
predictivos de su potencial fertilizante (Ivanova y Mollova, 1993). Estos ensayos de
interaccion permiten observar el nimero de espermatozoides adheridos a la
superficie de la zona o los que ya iniciaron la reaccién acrosOmica y la
penetracion.

Para evaluar la capacidad fertilizante del semen de perro ha sido utilizado el
ensayo de penetracion de zona pelucida (Hewitt y England, 1997) y el de union a
zona (Strom-Holsty col., 2000; Pefa y col., 2004), asi como el ensayo de hemi-
zona, en el que una mitad de lazona es incubada con semen de una muestra-
referencia (control), mientras la otra mitad es incubada con la muestra con
capacidad fertilizante desconocida (Mayenco-Aguirre y Pérez- Cortés, 1998;
Ivanova y col., 1999). Este método es utilizado con frecuencia en la evaluacion del
semen humano (Franken y col., 1993), siendo también utilizado para evaluar
espermatozoides de cerdo (Fazeli y col.,, 1997). En el perro, el ensayo de
hemizona, se hautilizado también para la evaluacion de la eficacia de distintos
diluyentes (Sirivaidyapong ycol., 2000).

Estas pruebas de penetracion y union a zona estan consideradas por algunos
autores como lentas, caras y limitantes porque apenas evallan un pequefio

conjunto de espermatozoides en una poblacion.
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7.6.3. Pruebas de induccion de la reacciéon acrosémica.

La capacidad de los espermatozoides a sufrir la reaccién acrosémica in vitro es un
pre-requisito a la fusidn espermatozoide-ovocito. Esta capacidad se puede
observar en respuesta al estimulo del calcio ion6foro A23187 y esta
significativamente relacionada con el status de fertilidad. Asi se ha demostrado
que la capacidad de sufrir reaccion acroso mica esta disminuida o incluso ausente
en hombres sub-fértiles. La utilizacion conjunta de marcadores fluorescentes
especificos del acrosoma ha permitido la monitorizacion de las reacciones
acrosdmicas, asi, con la asociacion Fitc-PSA se ha conseguido la diferenciacion
de 3 patrones distintos: acrosoma intacto, parcialmente dafiado y acrosoma
dafiado (Cummins y col., 1991).

El A23187 también indujo la reaccidén acrosdmica in vitro en el espermatozoide de
caballo con éxito, asi como la heparina (Christensen y col.,, 1996). Otros
compuestos son conocidos por inducir artificialmente la reaccién acrosémica como
es el caso del dilauroilfosfatidil- colina, también conocido por PC12 (Nolan vy col.,
1992).

En el perro fue posible inducir motilidad hiperactivada y reaccion acrosémica del
semen fresco por Mahi y Yanagimachi (1978) tras 7 h de incubacion en un medio
desarrollado por ellos para la capacitacion canina que es conocido como Canine
Capacitation Medium o CCM que tiene bajo contenido en albimina. Mas
recientemente, Shimazu y col., (1992) solo han necesitado 4h de incubacién en un
medio de Krebs-solucién de bicarbonato de Ringer, cuyo contenido en albumina
de suero bovino es el doble que para el CCM y con unas condiciones de
incubacion similares, es decir, a 37°C bajo 5% de COZ2, pero con una
concentracion espermatica reducida a la mitad.

Otra posibilidad de inducir la reaccién acrosémica en esta especie es a través de
la incubacién con la zona pellcida intacta o solubilizada (Kawakami y col., 1993
a), método que posteriormente fue utilizado en el espermatozoide de cerdo
(Cordova y col., 1997).
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VIIl. Conclusion.

La utilizacion de diluyentes que permitan conservar el semen canino refrigerado
logrando altos porcentajes de espermatozoides vivos con motilidad progresiva e
integridad acrosdmica durante 2 a 5 dias, hara posible el traslado de semen a
diferentes puntos de nuestro pais e incluso a paises limitrofes o cercanos. Esto
evitard el traslado de animales para la realizacion de servicio natural,
disminuyendo los costos y esfuerzo que esto implica. Es importante destacar que
el proceso de refrigeracion de semen canino es de bajo costo y facil realizacion,
pudiendo implementarse con minimo equipamiento y moderado entrenamiento del
operador. Por otro lado, el semen refrigerado puede utilizarse realizando IA
intravaginal, técnica poco costosa y de baja complejidad. La implementaciéon de
técnicas de refrigeracion de semen e inseminacion artificial con semen refrigerado
en nuestro pais permitird a los Médicos Veterinarios de préactica privada brindar un
nuevo servicio, aumentar sus ingresos y mejorar su practica diaria. Procesos
adecuados de criopreservacion determinaran un porcentaje reducido de células
con membrana espermética dafiada y una mayor sobrevida de los
espermatozoides en el tracto genital femenino. La conservacién de la
integridadestructural y de la fisiologia espermatica forma parte de los factores que
permiten altos porcentajes de prefiez y un mayor tamafio de camada. Con el
desarrollo de la criopreservacién de semen junto con la determinacion exacta del
momento de mayor fertilidad de la hembra y una adecuada técnica de IA, esta
biotecnologia brindara grandes posibilidades en el futuro. Por otra parte la
congelacion de semen canino aplicando metodologias que permitan obtener
porcentajes aceptables de espermatozoides viables al descongelado hara posible
introducir esta biotecnologia en nuestro medio. Si bien el proceso de congelacion
de semen canino requiere un moderado costo, equipamiento, infraestructura y
entrenamiento del operador, su utilizacion mediante IA puede ser aplicada en la

practica reproductiva diaria.
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