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INFLUENCIA DE LOSDILUTORESTRISY OVINE FREEZING SOBRE
LA INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA CITOPLASMATICA DURANTE
LA CONGELACION DE SEMEN DE OVINOSEN PAJILLASDE 0.5ML

ErFrFecT oF TrRis AND OvINE FREEZING SEMEN EXTENDERS ON CYTOPLASMATIC
M EmMBRANE INTEGRITY DURING OVINE SEMEN FREEZING IN 0.5 ML STRAWS

Préspero Cabrera V.12 y César Pantoja A3

REsuMEN

Se analiz6 el efecto de los dilutores Tris-glucosay Ovine Freezing Buffer (UA 466/
005238) sobre la motilidad e integridad de la membrana citoplasmatica de los
espermatozoides durante el proceso de congel acién de semen ovino. Se utilizd el semen
de cinco carneros (2 Assaf, 2 Canelay 1 Black Belly). El semen fresco fue de buena
calidady losvaloresdelas caracteristicas seminal es estuvieron dentro delos parametros
delaespecie. Lamotilidad individual progresiva (MIP) del semen refrigerado fue 86.0 +
2.48y 88.5+4.8%Yy del semen congelado fuede 60.8+ 1.9y 62.9 + 2.4% con losdilutores
Trisy Ovine Freezing, respectivamente; mientras que la proporcion de espermatozoides
con membranaintacta, evaluadapor lapruebade HOST (Hipo Osmotic Swelling Test) fue
779+ 48y 789+ 4.0% parael semen refrigeradoy de 39.9 + 3.6 y 43.2 + 2.9% para el
semen congelado, utilizando los dilutores Trisy Ovine Freezing, respectivamente, exis-
tiendo diferencias altamente significativas entre dilutores, carnerosy fases del proceso
de congelacion (p<0.01). Se encontré regresiones lineales significativas (p<0.05) entre
HOST de semen fresco y HOST post-descongel ado de semen diluido, yaseacon Triso
con Ovine Freezing. Se concluye que el uso del dilutor Ovine Freezing tuvo una mejor
respuesta en la calidad espermética durante el proceso de congelacion; asi mismo, la
prueba hipoosmética demostro ser una buena herramienta como indicador de lacalidad
de semen.
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ABSTRACT

Theeffect of two semen extenders: Glucose Trisand Ovine Freezing Buffer (UA 466/
005238) on the motility and cytoplasmic membrane integrity of spermatozoa during the
freezing processwas eval uated. Five rams (2 Assaf, 2 Cinnamon and 1 Black Belly) were
used. The fresh semen was of good quality and values of seminal characteristics were
within the normal range for this species. The Progressive Individual Motility of the
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refrigerated semen was86.0 + 2.48 and 88.5 + 4.8% and for frozen semenwas60.8+ 1.9 and
62.9 + 2.4%for Trisand Ovine Freezing, respectively; whilethe proportion of spermatozoa
with intact membranes, evaluated by HOST (Hipo Osmotic Swelling Test), was77.9+ 4.8
and 78.9 £ 4.0% for refrigerated semen and 39.9 £ 3.6 and 43.2 + 2.9% for frozen semen
using the Tris and Ovine Freezing dilutors, respectively. There were highly significant
differencesbetween dilutors, rams and phases of thefreezing process (p<0.01). Significant
lineal regressions (p<0.05) were found between HOST values of fresh semen and HOST
values of thawed semen, either with Tris or Ovine Freezing. It can be concluded that the
OvineFreezing semen extender showed abetter performance during the freezing process,
moreover, the hypoosmotic test showed to be agood indicator tool for semen quality.

Key words: extender, frozen semen, ovine

Los tratados de libre comercio (TLC)
con los Estados Unidos y con la Comunidad
Econdmica Europea permitiran satisfacer la
demanda de carne de cordero y a precios
més competitivos. Esto implica que € avan-
ce en genética ovina debera tener un gran
desarrollo en los préximos afios, para asi
mejorar |os caracteres hereditarios de inte-
rés productivo. En este ambito, la insemina
cién artificia es una herramienta que permi-
te redlizar un mango reproductivo eficiente
y que juega un rol importante en los progra-
mas de meoramiento genético; y para esto,
Se deben tener las herramientas de laborato-
rio necesarias para medir la calidad
espermética.

La prueba de permesbilidad de mem-
brana, via endésmosis o Hipo Osmotic
Swelling Test (HOST), esta basada en las
propiedadesfisicasy bioquimicasdelamem-
brana plasmética. En la endésmosis positiva
se observa como € flagelo del espermato-
zoide en un medio hipoosmatico (100 mOsm/
ml) se torciona helicoidamente y asciende
dentro de la misma membrana celular
(Vazquez et al., 1997), debido aun desequi-
librio osmatico entre € medio extracelular y
e intracdular, Stuacion qued espermatozoide
trata de vencer difundiendo aguaa compar-
timiento intracelular y, como consecuencia,
la célula aumenta su volumen. Los
espermatozoides con membrana funcional
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muestran un flagelo en curva, mientras que
|os espermatozoides no viables, mantienen sus
colasrectas (Ducci et al., 2002).

En condicionesfisiolégicas normales, la
fecundacién no ocurre si la membrana
plasmética del espermatozoide esta bioqui-
micamente inactiva, alin cuando permanez-
ca estructurdmente intacta; por lo tanto, la
prueba hipoosmatica es un buen indicador del
funcionamiento delamembrana espermética
(Tamuli y Watson, 1992); adiferenciadelas
tinciones vitales, que solo permiten ver lain-
tegridad morfol 6gica de la membrana (Brito
et al., 2003). En € Pert se han hecho agu-
nas evaluaciones del semen fresco de ovinos
en medios hipoosmaticos habiendo obtenido
respuestas de 61% de espermatozoides con
membrana intacta que reaccionaron positivo
a HOST alos 30 min deincubacién (Sandova
et al., 2004).

Durante el proceso de criopreservacion
se produce una disminucion aproximada del
50% en laviabilidad espermética, debido prin-
cipamente a efecto de la temperaturay la
presion osmoatica, ocurriendo cambios en la
organizacion morfologicadelascdlulas, taes
como la permesabilidad, composicion lipidica
delas membranas esperméticasy en d liqui-
do intracelular (Thomas et al., 1998). La
hipertonicidad causa desnaturalizacion
proteica, disociacion de lipoproteinas e influ-
yeen laactivacion, estabilizacion o inhibicion
de enzimas (Meryman, 1966), loscristalesde
hielo intracelular causan ruptura y
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vacuolizacién del citoplasma y membranas
(Mazur, 1966, 1977), y larupturade membra
nasy, en especial, la de liposomas, esta aso-
ciada a la liberacion de enzimas hidrofilicas
liposomales con la consiguiente destruccion
quimica de la célula (Meryman, 1966).

Los dilutores de semen contienen Tris
(Hidroximetil Aminometano) o citrato como
buffers, glucosa o fructosa como fuente de
energia, y penicilina o estreptomicina como
agentes antimicrobianos (Gibbons et al.,
2004). Ademés, deben contener agentes pro-
tectores paralas membranas celulares durante
el enfriamiento a 5 °C (generdmente yema
de huevo), y @ congelamiento (generamente
glicerol) para evitar lesiones de lamembrana
durante la congelacion (Hafez, 1996). Exis-
ten otros dilutores comerciales, como el
Laiciphos (IMV, Francia) para diluir semen
fresco, Ovine Fresh para semen refrigerado
y Ovine Freezing para la congelacion de se-
men.

El objetivo de la presente investigacion
fue andlizar € efecto de dos dilutores (Tris-
glucosa y Ovine Freezing Buffer) sobre la
motilidad e integridad de la membrana
citoplasmética de | os espermatozoides duran-
te e proceso de congelacion.

Manejo Animal

El estudio serealizd enlosambientesdel
Banco Nacional de Semen delaUniversidad
Naciona Agraria, ubicado en € digtrito de la
Molina, Lima. La fase pre-experimental se
inicio en octubre de 2005 y la fase experi-
mental entre enero 'y junio de 2006.

Se utilizaron cinco carneros (1 Black
Bely, 2 Candlay 2 Assaf), de 3.5 a4 afiosde
edad, pertenecientes ala Universidad Nacio-
nal AgrariaLaMolinay a Ingtituto Naciona
de Investigacion Agraria (INIA). Los carne-
ros se mantuvieron en corrales de 2.8 m de

14

ancho x 3.0 m de largo y una altura de 1.2
m, de madera 'y malla de aambre, provisto
de sombras, comedero y bebedero, asi como
con unaadecuadailuminacion y ventilacion.
En cada corral se colocaron 2 animales. La
alimentacion delos reproductores estuvo ba-
sada en forraje verde picado de King grass
(Pennisetum purpureumx Pennisetum
typhoides), maiz chala(Zea mays) picadoy
suplementado con concentrado.

Para la coleccion de semen en vagina
atificid (IMV, Francia), se utiliz6 una bo-
rregay un brete de monta cuyas dimensio-
nesson de 1.0 x 0.8 x 1.2 m delargo, ancho
y alto, respectivamente, € mismo que cuen-
ta con una fosa por debgjo de la superficie
de1.7x 0.7 x 1.0 m. Latemperaturainterna
delavaginafue de 38 °C. Lafrecuenciade
coleccion fue dos veces por semana,
obteniéndose un total de ocho eyaculados por
carnero.

Evaluacion Seminal

En cada eyaculado se evaluo € volu-
men, motilidad masal, motilidad individua
progresiva, porcentgje de espermatozoides
vivos y anormales, concentracion
espermdticay € pH. La evaluacion de la
integridad de membrana citoplasmética se
realiz6 en e semen fresco, diluido y conge-
lado, mediante la prueba de enddésmosis
(HOST - Hipo Osmoatic Swelling Test) (Co-
rreay Zavos, 1994). Los eyaculados con
motilidad bagja fueron descartados.

Parala prueba de endésmosis, se man-
tuvo la pgillaa 37 °C por 10-15 s (para €
semen refrigerado y congelado), se evaud
la motilidad espermética, se diluyo en una
proporcion de 1:1 (v/v) de semen en citrato
de sodio al 2.9% con 2% de suero bovino,
se centrifugd a500 rpm por 5min, y se proce-
di6 con la prueba. Para esto, se utiliz6 una
parte de semen por 10 de la solucion
hipoosmdticaa 100 Ogmal/L, incubado a34 °C
por 60 min en bafio maria
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Manipulacion del Semen

Se evaluaron dos tipos de dilutores. En
e Tratamiento 1 e utilizo € diluyente Tris-
glucosayemade huevo, propuesto por Evans
y Maxwell (1990), y en d Tratamiento 2 se
uso d diluyente comercia Ovine Freezing
Buffer UA 466/005238, lote N° S 98 (IMV
Technologies, France). El nUmero de
espermatozoides por pgillade semen de 0.5
ml fue de 30 x 10° espermatozoides.

En la congelacion del semen se siguid
el protocolo descrito por Evans y Maxwell
(1990) con agunas variantes basado en los
principios de congelacion de cdulas referido
por Mazur etal. (1972). El descongelamiento
se hizo aunatemperatura de 38 °C en termo
descongelador, por espacio de 15 s, teniendo
especial cuidado en mover laburbujadeaire,
secar la pgjillay redizar la evauacion del
semen sobre platina temperada.

Analisis Estadistico

Los valores porcentuales fueron trans-
formados angularmente mediante arco seno.
Seempled d andisisde varianzaatravés de
un disefio de bloques completamente d azar
con arreglo factorid 2x 2 x 5 paraevauar la
motilidad e integridad de membrana, sendo
losfactoresaevauar losdosdilutores (Trisy
Ovine Freezing), en dos momentos del pro-
cesamiento (refrigerado y congelado), consi-
derando para ello cada carnero (5) como un
blogue. El modelo aditivo lined usado fue €
sguiente: Y, =u+B, + D, + M+ (D*M) ,
et g donde:

Y = Variable de respuesta de
endésmosis positiva del k-ésmo
carnero, sujeto d j_ésimo mo-
mento de procesamiento de se-
men con & i-ésmo diluyente.

u = Mediagenerd.

B, = Efecto del k-éssmo carnero (Blo-
ques).

D, = Efectodd i-éamodiluyente (Tra
tamientos).
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M, = Efecto dd j- ésmo momento en
el procesamiento de semen (Re-
frigerado-Congelado).

(D*M)ij = Efecto de la interaccion del j-

ésimo momento en e procesa

miento desemen sujeto d i-6smo
diluyente.

Error experimental.

e =
= Error de muestreo.

ijk
B ik

Se realiz6 una prueba de correlacion
entre los vaores de motilidad y HOST del
semen fresco, refrigerado y descongelado.
Mediante € andlisis de regresion lined se
determiné las pruebas que contribuyeron
sgnificativamente a explicar la variabilidad
observada. Para todos los andlisis estadisti-
cos se utilizd d programa SAS (Statistical
Anaysis System) paraun error de 0.05, des-
crito por Pérez (2001).

Las muestras de semen utilizado fue-
ron homogéneasy de buenacalidad (Cuadro
1), y se encuentran dentro del rango normal
establecido paralaespecie ovina (Boretto et
al., 2002; Sandovd et al., 2004).

En & Cuadro 2 se muestran los resulta-
dos de matilidad individual progresvadd se-
men fresco y descongelado por tipo de
diluyente. La motilidad espermética del se-
men descongelado fue megor con € dilutor
Ovine Freezing; ademas, cabe resdltar la ni-
tidez y claridad que brinda este dilutor duran-
telaobservacion microscdpicade lamoatilidad
del semen descongelado. Las diferencias en
motilidad entre ambos dilutores estaria muy
probablemente influenciado por laproporcion
de é&cido citrico que contienen los dilutores,
ya que este elemento gerce accion directa
en la membrana espermética en la fijacion
de calcio, que junto con los iones de sodio y
potasio, mantienen & equilibrio osmético fa-
voreciendo lamoetilidad delosespermatozoides
(Borque et al., 1992).
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Cuadrol. Caracteristicas espermaticas del semen fresco de cinco carneros reproductores
(1 Black Belly, 2Canelay 2 Assaf) (n = 40 pagjillas)

Caracteristica Promedio * d.e. cVv.!
Volumen (ml) 1.7+0.6 0.33
Motilidad masal (0-5) 43+04 0.10
Espermatozoides vivos (%) 825+3.7 0.04
Espermatozoides anormales (%) 6.4+14 0.22
Endosmosis positiva (%) 81.2+3.7 0.05
Concentracion espermética 2,735 0.24
(millones/ml)

pH 7.0 0

coeficiente de variacion

Cuadro2. Motilidad individual progresiva del semen fresco (recién colectado) y

descongelado de cinco carneros (Black Belly, Canelay Assaf) almacenado en
20 pajillas de 0.5 ml, seguin tipo de diluyente

Semen fresco Semen descongel ado
Carnero Tris Ovine Freezing Tris Ovine Freezing

(%) (%) (%)

1 86.6+1.3 93.2+19 59.1 + 2.3 61.1+ 1.8

2 87.8+1.6 93.2+19 60.5+ 1.6% 62.6 + 3.0°°

3 82.4+2.4 81.9+2.1 60.6 + 1.5% 63.4+ 2.5%

4 87.2+2.1 85.6+7.3 61.5+ 1.6° 63.4+ 2.5%®

5 86.0+ 2.4 88.5+5.7 62.3+ 1.4° 64.1+ 22"

Total 86.0+ 2.4 88.5+4.8 60.8 + 1.9 62.9+ 2.4

ab ) as letras diferentes dentro de columnas para el semen descongelado indican diferencia

significativa (p<0.05)

La proporcion de espermatozoides con
membrana citoplasméticaintactaen e semen
post-descongel acion delos cinco carneros se
muestra en e Cuadro 3, observandose una
mejor respuestacon € dilutor Ovine Freezing.
Como gemplo, € carnero 1, pese a tener
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vaor mas bgjo dentro de cadadilutor, € valor
con este dilutor fue adecuado, no asi cuando
se uso € dilutor Tris. Estos resultados ponen
de manifiesto que los efectos de la descon-
gelacion estan intimamente rel acionados con
el proceso de congelacion.
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Cuadro 3. Proporcion de

espermatozoides post -descongelacion

con membrana

citoplasmética intacta en semen de cinco carneros procesado con dos dilutores

(n=8 pgjillas)
Carnero Tris OvineFreezing
(%) (%)
1 38.6 + 3.4 41.1+0.8°
2 39.4+ 2.6 42.4 + 2.0
3 369+ 16" 43.0+3.8°
4 41.0+1.1° 437 £ 2.2
5 444 + 4.2° 462 £ 2.9
Total 40.0+ 3.6 43.2+29

abe | as letras diferentes dentro de columnas indican diferencia significativa (p<0.05)

Cuadro4. Motilidad individual progresiva del semen de ovino utilizando dos tipos de
dilutores durante el proceso de congelacion en pajillas de 0.5 ml

Dilutor Tris Dilutor Ovine Freezing
Semen
No % cvt  Ne % cv
Refrigerado 40 80.70 £ 2.75 0.03 40 8255+ 2.74 0.03
Congelado 40 60.77 £ 1.89 0.03 40 62.93 £ 2.41 0.04

coeficiente de variacion

Cuadro5. Endosmosis de semen ovino en diferentes momentos del proceso de
congelacion utilizando dos tipos de dilutores (n = 40 pajillas por observacién)

Sindiluir Dilutor Tris Dilutor Ovine Freezing
Semen

% cv?! % cV % cV
Fresco 81.2+3.7 0.05
Refrigerado 779+ 48 0.06 78.9+4.0 0.05
Congelado 39.9+ 3.6 0.09 43.2+2.9 0.07
coeficiente de variacion
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En e Cuadro 4, se apreciae porcenta-
je de espermatozoides con movimiento pro-
gresivo en los diferentes periodos de proce-
samiento del semen. Se encontré diferencia
estadigtica atamente significativa (p<0.01)
entre dilutores, entre carneros y entre mo-
mentos de procesamiento, pero no en la
interaccion momento — dilutor.

En & Cuadro 5 se muestra el porcenta-
je de espermatozoides que reaccionaron en
forma positiva a la prueba de endésmosis
durante & procesamiento de congelacion del
semen. La tasa del endésmosis en semen
descongelado se redujo en 50% respecto al
semen fresco, porcentgje similar a otros re-
portes (Thomas et al., 1998), quienes &fir-
man que durante el proceso de
criopreservacion se produce estadisminucion
en la viabilidad espermética, debido princi-
pamente a efecto de latemperaturay ala
presién osmatica, ocurriendo cambios en la
organizacion morfologicadelas células, tales
como la permeabilidad, composicion lipidica
de las membranas esperméticasy en € liqui-
do intracelular.

Se encontraron regresioneslinealessig-
nificativas entre los valores de HOST en se-
men fresco con €l valor de Host en semen
refrigerado utilizando d dilutor Tris (p<0.05)
y Ovine Freezing (p<0.01), asi como entre la
motilidad del semen refrigerado con € vaor
de HOST del semen congelado utilizando en
ambos casos € dilutor Tris (p<0.05). Lasde-
maéasregresionesno fueron significativas. Esto
esindicativo que lamotilidad semina, dentro
de rangos adecuados, no es un buen indica
dor de la calidad de semen. Por otro lado, €
volumen de eyaculado no tiene correlaciones
significativas con otras caracteristicas
espermaticas; la motilidad masd tiene una
baja correlacién con la concentracion
(+0.216) y muy baja con € porcentge de
espermatozoides anormales (+0.1) y es ne-
gativa con € resto de las caracterigticas; la
concentraci 6n esperméti ca mantiene una co-
rrelacion negativa con todas las caracteristi-
cas, salvo lamotilidad que esbga; e porcen
tg e de espermatozoides vivos no correlaciona
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con ninguna de | as caracteristicas eval uadas,
savo con e porcentaje de enddésmosis en
semen fresco que es muy alta (+0.92)
(p<0.01); y € porcentgje de espermatozoides
anormal es presenta unabagja correlacion con
motilidad, siendo negativa con € resto de ca
racteristicas espermaticas.

La correlacion negativa entre los valo-
res presentados por la motilidad masa mi-
croscopicay € Host en semen fresco (-0.22,
p=0.1631>0.05), indicaria que una variacion
en el movimiento masal no estariaasociadaa
un incremento o una disminucion en la pro-
porcion de espermatozoides con membrana
citoplasmaticaintacta (viables). Investigacio-
nes de referencia sugieren la existencia de
una subpoblacion de espermatozoides que aln
con su membrana dafiada presentariamovili-
dad. Este grupo podriaestar contribuyendo a
la presencia e intensidad de movimiento en
masa post-descongelamiento y reaccionar ne-
gativamente al Host (Boretto et al., 2002).

CONCLUSIONES

* Lamotilidad del semen luego de lades-
congelacion, muestra una diferencia al-
tamente significativa (p<0.01) afavor del
dilutor Ovine Freezing, asi como entre
carneros y en las fases del proceso de
congelacion.

* La prueba hipoosmética (HOST), apli-
cada para determinar la integridad de
membrana citoplasmética, permiti6 evi-
denciar diferencias significativas
(p<0.01) entre dilutores, entre carneros
y en las fases del proceso de congda
cion.
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