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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La inseminacion artificial (IA) es, posiblemente, la técnica de reproduccion asistida que mas
impacto ha tenido sobre la producciéon animal en los dltimos 50 6 60 anos (Cordova-Izquierdo),
2002)), llegando, en el sector porcino, a presentar una amplia aplicacién en todo el mundo, si
bien es cierto que su grado de utilizacion depende del pais al que nos refiramos, ya que mien-
tras en muchos paises de la Unién Europea (Holanda, Francia, Espana, Alemania, Noruega,
etc.) su aplicacion superaba en 2004 el 80 %, en los Estados Unidos permanecia en un porcenta-

je en torno al 50 %, aunque con una clara progresion a lo largo de los tltimos afnos (Gadeal, [2004)).

La utilizacion de semen refrigerado (15-20 °C) copa mas del 99 % de las inseminaciones arti-
ficiales realizadas en el mundo (Wagner y Tibier, 20005 Johnson et al., 2000), quedando relegada
la utilizacion de semen congelado/descongelado, bien a labores de investigacion (Gadea, |2004), o
bien a la incorporacion de nuevo material genético de alto valor a ntcleos de seleccion (Johnson
et al., 2000; Gadea, 2004; Saravia, 2004), por lo que en la produccion comercial porcina no se
estan aprovechando las grandes ventajas que la criopreservacién seminal puede aportar, como el
mayor control sanitario de las dosis (Bailey et al., 2008)) o la gran disponibilidad espacio/temporal
del material seminal (Dominguez et al., 2008]).

Esta menor aplicacion del semen congelado/descongelado responde principalmente a una
sustancial reduccién de su rendimiento reproductivo con respecto al refrigerado, tanto en el por-
centaje de partos (en torno a un 20 % menos |Johnson| |1985]) como de lechones nacidos (en
torno a 2-3 menos [Almlid y Hofmo, |1996]), v es que los espermatozoides de porcino presentan
una mayor susceptibilidad a la criopreservacién que la mayoria de las especies domeésticas, fun-
damentalmente debido a su mayor sensibilidad al proceso denominado choque o frigore, choque
por frio o, en la literatura anglosajona, “cold shock” (Gadeay, 2004).

Aunque el dano infringido por el proceso de criopreservacion puede considerarse la principal
causa del bajo rendimiento reproductivo, para Eriksson| (2000) existen otros factores que también

limitan considerablemente la utilizacién del semen congelado:

» El requerimiento de un mayor namero de espermatozoides por dosis de inseminacion (5-6

millones de spz.) en comparacion con el fresco/refrigerado (2-3 millones de spz.).

= El elevado coste del proceso, ya que implica la adquisiciéon de un equipamiento de labora-

torio mucho mas caro y una formacién complementaria del personal.

= La carencia de andlisis de laboratorio que determinen de una forma precisa la calidad
seminal, lo cual es un obstaculo a la hora de relacionar la viabilidad in vitro con la fertilidad

n vivo.

= El momento critico de la inseminacién, puesto que el rango “fértil” de los espermatozoides

descongelados es considerablemente menor que en el semen fresco/refrigerado.

= La gran variacién existente entre razas y entre verracos en relacién con la supervivencia

espermética al proceso.



Para poder lograr resultados aceptables en la criopreservacion de semen porcino, es funda-
mental conocer los factores que afectan a la supervivencia y al mantenimiento de la capacidad
fecundante de los espermatozoides tras el proceso. Estos factores pueden ser internos, o inherentes
al espermatozoide, como demuestra la alta variabilidad existente entre razas o entre individuos
(Medrano y Holt, 1998} |Gadea, 2004} Holt et al., [2005; Roca et all 2006a), o externos, como la
composicion de los medios empleados, la eleccion del agente crioprotector (y su concentracion),
la velocidad de enfriamiento, el tiempo de estabilizacién del semen, los envases empleados, o el
método de congelacion y descongelacion utilizado (Johnson et al.l [2000). Es en estos ultimos fac-
tores en los que se han introducido a lo largo de los ltimos afios avances significativos, mediante
actuaciones sobre la curva de congelacion (Murgas et al., 20015 Ruiz et al., 2002), las condiciones
Optimas para la descongelacion (Selles et al., 2003)), la composicion de los diluyentes (fundamen-
talmente mediante la incorporacion de sustancias con caracter antioxidante [Pena et al.l |2003b;
Roca et al., 2004]), los envases de congelacion (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 2000b; [2000a;
Saravia et al., 2005) o la aplicaciéon de la dosis seminal (Roca et al.,|2000b), entre otros aspectos,
llegando a conseguir resultados prometedores.

No obstante, la amplia variabilidad existente entre razas e individuos limita enormemente
estos progresos, ya que el sector mas importante de la ganaderia espafiola, que presenta una
contribucion economica del 33 % a la produccion final ganadera (MAPA| [2006)), no puede con-
formarse con resultados individuales altos, mientras el promedio obtenido por el conjunto de la
poblacién sigue manteniéndose en un rango insuficiente desde el punto de vista econémico para
su aplicacién comercial. Es por esto por lo que la identificaciéon de aquellos verracos con una
buena capacidad para la congelacién seminal resulta de gran interés, aunque hasta el momento
la seleccion de machos en el sector porcino, a diferencia de lo ocurrido en el ganado vacuno de le-
che, no se ha basado nunca en este criterio, sino que se ha efectuado con base en los rendimientos
productivos de la descendencia (indices de crecimiento y conversion, conformacion, caracteristi-
cas de la canal, etc.), siempre y cuando, como es 16gico, se mantuviesen unos minimos de calidad
seminal que aseguraran el rendimiento reproductivo.

La tunica clasificacion que se viene realizando tradicionalmente, en vista del desconocimiento
existente acerca de las causas de la variabilidad individual, ha consistido en englobar a los machos
en las categorias de “buenos congeladores” o “malos congeladores” (Watson, [1995; Medrano et al.,
2002b; |[Roca et all 2006al). Thurston et al|(2002)) han evidenciado principios con base genética
que justifican esta variabilidad, lo que conduciria a la deteccién de aquellos animales con buena
capacidad de congelaciéon mediante el uso de marcadores genéticos, pero hasta que esta nueva
alternativa sea una realidad, serfa conveniente que esta seleccidén se basara en anélisis seminales
simples, que traten de determinar, de la forma mas precisa posible, la viabilidad espermética

posdescongelacién.

Con caracter general, el objetivo de este trabajo es determinar la eficacia de sencillas prue-
bas de laboratorio, como aquellas que se emplean de forma rutinaria en cualquier Centro de TA
comercial, o de otras basadas en la resistencia de los espermatozoides a un determinado estrés
(osmético, por calor, o por frio) en la prediccion de la supervivencia espermatica al proceso de

criopreservacién, asi como establecer la importancia que presenta la movilidad espermaética en
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

dicha prediccién, mediante el estudio de los parametros cinéticos analizados, bien de forma indi-

vidual, o bien conjunta a través del estudio de subpoblaciones esperméticas.

Con caracter secundario, resulta interesante evaluar otros aspectos:

= Describir los patrones cinéticos que presentan los espermatozoides en el semen fresco y
establecer la distribucién subpoblacional de los mismos, para posteriormente determinar
los cambios que experimentan tras el proceso de congelacion/descongelacion, después de la
realizacién de un choque por frio o durante la permanencia varias horas a una temperatura

elevada.

= Estudiar la variabilidad individual y de la raza en todos estos procesos, asi como determinar
la influencia de la aptitud para la congelacién de los eyaculados en los resultados de las

diferentes pruebas.

» Profundizar en los aspectos que influyen en la resistencia de los espermatozoides al choque

a frigore.

= Establecer la importancia del tiempo de estabilizacién de los espermatozoides en el pro-
tocolo de criopreservacion, estudiando el efecto de varios tiempos preestablecidos en la

viabilidad espermatica posdescongelacion.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Criopreservacion de semen.

2.1.1. Introduccién.
2.1.1.1. Nacimiento y desarrollo de la técnica.

La primera anotacién recogida en torno a la preservaciéon seminal mediante el enfriamiento
fue realizada por Léazaro Spallanzani en 1776, que comprobd que las células espermaticas de
humano, de caballo y de rana, pasaban a un estado de inactividad tras enfriar las muestras
con nieve durante algo mas de 30 minutos, pero mantenfan la capacidad de ser revividas con
posterioridad; desde entonces, la disminucién térmica ha sido el recurso de referencia para reducir
la actividad metabdlica de los espermatozoides, incrementando con ello su vida util (Bwanga,
1991)).

Para encontrar una de las primeras referencias a la preservacion seminal por debajo de 0°C
ha de transcurrir casi un siglo, cuando Paolo Mantegazza comprueba en 1866 que las células
esperméticas de humano eran capaces de sobrevivir a una congelacién a -17 °C, aunque el desa-
rrollo de este método de conservacién no empezard a fraguarse hasta mediados del siglo XX,
cuando en 1949 el equipo del Dr. Christopher Polge, en Cambridge (Reino Unido), emplea por
primera vez con éxito el glicerol como agente crioprotector de los espermatozoides, en concreto
de gallo, comprobando dos anos mas tarde que los espermatozoides descongelados mantenfan su
capacidad fecundante (Polge, 1951, citado en Watson|[1990]). La importancia del descubrimien-
to de esta sustancia como crioprotector espermético radica en que ha permitido el nacimiento y
desarrollo de la criopreservaciéon seminal, ya que abrié nuevos horizontes para la aplicacién de la
inseminacion artificial (IA), tanto en humano como en las especies animales de interés zootécnico,
posibilitando la conservacién durante largos periodos de tiempo, dado que, hasta ese momento
la TA s6lo habia conseguido implantarse entre las especies ganaderas de una forma aceptable en
el bovino con semen refrigerado, que mantenia su capacidad fecundante por un espacio de cuatro
dias (Watsonl 1990).

Durante la siguiente década se suceden las experiencias de congelacién con semen de otras
especies, produciéndose en 1950 la primera congelacién en caballo (Watsonl 1990); por aquel
entonces también se realizaban pruebas en toro, que dieron lugar al nacimiento de la primera cria
con semen congelado en 1951 (Curryl 2000); en cambio, la obtencion de descendencia de equino
no se consiguié hasta 1957 (Curry, 2000); los primeros ensayos en morueco y en verraco son de
1956 (Watsonl [1990), pero los primeros nacimientos no se lograron hasta 1967 (Curry, [2000) y
1970 (Polge et al.l [1970)), respectivamente. Por otro lado, en humano las primeras referencias que
recogen nacimientos de bebés utilizando semen descongelado datan de 1953.

FEl gran interés inicial que suscité esta técnica se ha mantenido con los afos y el extenso
trabajo experimental realizado ha conseguido grandes avances, haciendo que en la actualidad
contemos con métodos mucho mas apropiados de dilucién, de envasado, de congelaciéon o de
descongelacion para el semen de las diferentes especies (Watson, [1995; (Curryl, [2000); no obstante,
parece que Unicamente la especie bovina es la que ha conseguido incorporar con éxito esta técnica

al campo de la TA comercial (Polge et al., 1970; [Iritani, 1980; Curry, |2000) y en este éxito
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2.1 Criopreservacion de semen.

ha podido jugar un papel importante la posible coyuntura socioeconémica favorable de esta
especie, evidenciada en el gran interés mostrado desde un primer momento por la implantaciéon
de la criopreservaciéon seminal en este sector, que habria permitido la disposicion de suficientes
recursos econdmicos para investigacion y, por ende, la consecucién de un desarrollo més temprano
de la técnica en esta especie, por lo que no seria casual que sea en ella donde han aparecido los
primeros diluyentes especificos para congelaciéon o se han obtenido los primeros descendientes con
semen descongelado, junto con los de humano. No obstante, la implantacién a nivel comercial
no responde exclusivamente a esta supuesta coyuntura favorable; de hecho, la especie porcina,
con caracteristicas socioeconémicas similares, vio limitado su desarrollo al quedar acaparada la
atencion de los investigadores por la gran la demanda desatada por parte de los ganaderos de
bovino con los buenos resultados obtenidos (Polge, [1956)); v es que para que una determinada
técnica tenga éxito desde un punto de vista comercial, es necesario que se obtengan con ella
resultados equiparables a los de las técnicas empleadas con anterioridad (Curry, 2000), en este
caso la monta natural o la TA con semen refrigerado, lo cual hasta el momento, s6lo se ha podido
conseguir en el bovino dentro de las especies de ganado de renta.

La criopreservacién de semen también se ha llevado a cabo en numerosas especies de mami-
feros, aves, reptiles y peces (Curry, [2000) sin una finalidad comercial prioritaria, sino con el fin
de conservar los recursos genéticos de animales en peligro de extincion (Holt y Pickardl |1999;
Yoshida, [2000; Delgadol, 2000).

2.1.1.2. Panorama de la criopreservaciéon en la especie porcina.

Desarrollo histérico.

Las primeras experiencias de criopreservacién seminal en porcino se realizaron en 1956 y con-
tinuaron desarrollandose durante la década de los 60 con resultados bastante satisfactorios en
cuanto a la supervivencia celular se refiere (revisado por |Polge et al.,[1970), no asi en cuanto a los
resultados de fertilidad; en 1970 se lograron resultados similares a los obtenidos con semen fresco,
pero realizando la deposicién directa de los espermatozoides en el oviducto, pues si las células
esperméticas se inoculaban via cervical o en el extremo de los cuernos uterinos no prosperaban
(Polge et all [1970), lo cual fue achacado por los autores al dano que la congelacion provocaba
en la membrana espermatica, que favoreceria la destruccion celular por parte de los leucocitos
durante el transcurso de los espermatozoides por el ttero. No obstante, un afio después, en 1971,
aparecen tres métodos de congelaciéon para los espermatozoides de porcino que s{ consegufan
mantener la fertilidad tras una IA intracervical (Crabo y Einarsson 1971; Graham et all 1971:
Pursel y Johnson, |1971| [citados en Bwanga, 1991]), v a partir de ellos se produjo un continuo y
creciente interés por desarrollar metodologias que permitieran la aplicaciéon de la criopreservacion
en el &mbito comercial, lo que propicié la aparicién de numerosos y exitosos procedimientos en

los siguientes quince afios.

En 1975 se publican dos metodologias que han sido el referente de practicamente todas las
utilizadas hasta el dia de hoy; por un lado, en EEUU, Pursel y Johnson (1975a) con un método

de congelacion en pastillas o “pellets” y, por otro, en Alemania, Westendorf y sus colaboradores
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(1975) mediante un novedoso sistema de envasado en pajuelas; ambos métodos presentan dife-
rencias evidentes pero coinciden en la utilizacién de diluyentes caracterizados por la presencia de
yema de huevo y de glicerol para la crioproteccion de las células, asi como por una alta concen-
tracion de azicares y por la adicion de un agente detergente (Orvus es Paste). Las importantes
novedades introducidas por Pursel y Johnson no sélo se referfan a metodologia de congelacion
y descongelacion, con la que consiguieron un notable incremento de la calidad y capacidad fe-
cundante del semen, sino también a la practicidad del proceso, facilitando en gran medida el
trabajo en los centros que producfan el semen congelado y en las granjas donde se realizaban
con ¢l las inseminaciones (Johnson, [1985). Por su parte, el sistema de envasado de semen en
pajuelas de 5 ml ideado por el equipo de Westendorf para proceder a su congelacién en vapores
estaticos de nitrégeno revolucioné el sector, aunque esta idea ya habia sido mencionada diez
anos antes para semen de toro (Watson, 1990). Posteriormente, |Paquignon y Courot| (1976) y
Larsson et al. (1977) proponen dos nuevos procedimientos practicos de congelacion en pastillas
sobre nieve carbénica, que no tuvieron éxito en el a&mbito comercial, al decantarse los ganade-
ros por los dos anteriores (Johnson, (1985), que al mismo tiempo fueron la base del abundante
trabajo experimental llevado a cabo por la comunidad cientifica en los anos venideros, con el fin
primordial de conseguir optimizar las condiciones de congelacién y descongelacién, asi como me-
jorar la practicidad en el uso del semen congelado [ver, por ejemplo, [Hammitt y Martin| (1989);
Fiser y Fairfull (1990); Bwanga et al. (1991b); Berger y Fischerleitner| (1992); Fiser et al.|(1993);
Eriksson y Rodriguez-Martinez| (2000b)),(2000a); Saravia et al. (2005))] .

Situacién actual.

La utilizacién de semen congelado en el sector porcino sigue siendo en la actualidad muy re-
ducida, practicamente anecdotica, si la comparamos con el porcentaje de inseminaciones que se
realizan con dosis frescas/refrigeradas, si bien hay que tener en cuenta que éste tltimo también
muestra variaciones notables en funcion del pais al que nos refiramos (tabla . Por su parte, en
cuanto a la elaboracion y utilizacion de las dosis congeladas, Wagner y Tibier| (2000) recogieron la
existencia de un cierto desfase entre ambas, pues mientras el 60 % de las mismas eran producidas
en EEUU y el 40 % restante en Europa, los porcentajes en cuanto a su utilizaciéon ya no coinci-
dian, variando notablemente al aparecer una amplia lista de terceros paises a los que se habian
exportado, fundamentalmente las dosis producidas en EKUU, donde el comercio exterior de dosis
seminales ha caracterizado desde hace unos afios la produccién de semen congelado en la espe-
cie porcina (Reed, (1985} |Almlid y Hofmo, |1996); en concreto, en 1991 los EEUU exportaron la
mitad de las dosis congeladas producidas (Crabol [1991)), y en 1998 tinicamente se contabilizaron

1000 inseminaciones a pesar de que se elaboraron en torno a 10000 dosis (Wagner y Tibier}, 2000)).

Esta escasa utilizacién del semen congelado en el dmbito comercial se debe principalmente
a que su rendimiento productivo es muy inferior al del semen fresco/refrigerado, ya que se ha
determinado que disminuye de forma considerable, tanto el porcentaje de partos obtenidos, que
es en torno a un 20 % menos (Johnson, [1985)), como el nimero de lechones nacidos, en torno

a 2 0 3 menos (Hofmo y Almlid, 1991)). Ademés, la aparicién de nuevos diluyentes mejorados
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ha permitido incrementar el periodo de tiempo de preservacion de la capacidad fecundante del
semen refrigerado, a temperaturas entre 15 y 20 °C, de 3 6 4 dias a 6 6 7 (Dube et al., 2004; Vyt
et all 2004a)), posibilitando la creacion de redes de distribucién de semen que proporcionan a los
ganaderos la obtencién de resultados similares a los de la monta natural pero con las innumerables

ventajas que la A tiene sobre ésta.

No obstante, existen otras muchas

Pais n® Cerdas % IA Refrigerado causas que van a limitar la utilizacion de
China 39.500.000 30 las dosis seminales criopreservadas en el
Vietnam 2. 806.000 70 ganado porcino, como son el requerimien-
Filipinas 1.091.000 55 to de un mayor nimero de espermatozoi-
Japon 991.000 10 des por dosis de inseminacion, el elevado
Rep. Corea 671.000 15 coste del proceso, la ausencia de andlisis
EEUU 6.216.000 55 de laboratorio que determinen de una for-
Brasil 3100.000 20 ma precisa la calidad seminal, la dismi-
Conada 1.938.000 55 nucioén de la vida fértil de los espermato-
Moxico 1085 000 30 zoides descongelados o la gran variacion
Alemania 2.630.000 0 existente entre razas y entre verracos en
Fspaiia 5172000 90 relacién con la supervivencia espermaética
Polonia 1 951,000 20 al proceso (Eriksson|, 2000). Todos estos
Froncin L 585.000 e inconvenientes son los que han hecho que
hoy en dia la utilizacién de semen conge-
Holanda 1.342.000 90 lado/descongelado en el ganado porcino
Dlnam'arca 1.250.000 7 se haya reducido, aparte de su uso en in-
.Itaha _ 850.000 40 vestigacién, a la produccién en pureza en
RinOtUrll.ldO ;;8888 zi las granjas de seleccion genética, puesto
ustralia :

que en este caso los rendimientos repro-
Tabla 2.1: Porcentaje de inseminaciones utilizando se- ductivos, aunque no dejan de ser impor-
men refrigerado en los paises con mds censo de porcino. tantes, son secundarios con respecto a la
consecuciéon del objetivo primario, que es
la mejora genética de los animales de explotacion (Gadeal, [2004) o la introduccion en otros paises

de nuevas lineas selectas de bisabuelos/as y abuelo/as (Almlid y Hofmo, 1996).

Entre los ultimos avances logrados para tratar de hacer més rentable este procedimiento,
destaca la utilizacién de un catéter especial que permite depositar el material seminal mas alla
del cuello uterino (Roca et al., 2000b; Vazquez et al., 2000; Martinez et all [2001), con lo que
se minimizan algunos de los inconvenientes, ya que ademéas de incrementar los porcentajes de
fertilidad (76-80 %) y prolificidad (9,3-9,5 lechones por camada), se consigue reducir el nimero
de espermatozoides necesarios para llevar a cabo la inseminacion (con el consiguiente aumento
del numero de dosis producidas y, por ende, la disminucion del coste); asi, [Bolarin et al.| (2006])
utilizando este método y con sélo 1000 millones de espermatozoides descongelados por dosis,
obtuvieron notables resultados tanto en fertilidad (70 %) como en prolificidad (9 lechones nacidos

Vivos).
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Otra de las lineas de investigacién desarrolladas durante los ultimos afos, que ademés estéa
relacionada con la técnica anterior, trata de buscar una mejor sincronizacién del momento de la
ovulacion con la llegada de los espermatozoides descongelados al oviducto, dada la reducida vida

fertil que éstos presentan (Abad et al., 2006).

Ultimamente también se ha centrado la atencién en los fenémenos relacionados con las es-
pecies reactivas de oxigeno (reactive ozigen species [ROS]), que causan parte de las alteraciones
estructurales y funcionales que sufre el espermatozoide porcino durante los procesos de congela-
cion y descongelacion; en este sentido, se han venido utilizando en los diluyentes de congelaciéon
enzimas (superoxido dismutasa [SOD]|, catalasa) o sustancias antioxidantes (a-tocoferol) con el
fin de proteger, en cierto modo, a las estructuras esperméticas de su efecto nocivo, consiguiendo
con ello implementar no sélo los resultados de motilidad e integridad de las membranas acrosé-
mica y plasmética (Breininger et al., 2005), sino también la capacidad fecundante en pruebas de

fecundacion in vitro (Roca et al., 2005).

2.1.2. Efecto de la criopreservacion sobre la célula espermatica.

La utilizacién de bajas temperaturas en las técnicas de conservacién celular es una practica
muy difundida, dada la drastica disminuciéon del metabolismo que conlleva (Gao y Critser, 2000);
no obstante, también implica la apariciéon de efectos deletéreos que pueden llegar a causar incluso
la muerte de la célula (Hammerstedt et al., [1990), o bien producir en ella cambios similares a
los que suceden durante la capacitacion espermética (Cormier et al., [1997; Maxwell y Johnson,
1997a; [Neild et al., 1999)), dificultando su capacidad para interactuar con el ovocito durante la

fecundacion (Rodriguez-Martinez et al.l 2000)), con lo que esta preservacion perderia su finalidad.

Hammerstedt et al.|[(1990) dividieron al proceso de criopreservacion en cinco etapas en funcion
de la relacion existente entre el tiempo y la temperatura, cada una de las cuales presenta una
relacion especial con el metabolismo celular y las caracteristicas funcionales y estructurales de

las membranas. Estas etapas y sus efectos son los siguientes:

1. Dilucién y enfriamiento: produce una alteracion de las propiedades fisicas de las membranas

celulares.

2. Adicién de un agente crioprotector penetrante y envasado: provoca una notable variacién

del volumen celular, seguida de una rapida recuperacién posterior.

3. Congelacién propiamente dicha: altera tanto la estructura de las membranas como el volu-

men celular en un pequeno espacio de tiempo.
4. Almacenamiento: etapa caracterizada por la estabilidad celular.

5. Descongelaciéon e inseminacién: recuperacion de las caracteristicas de membrana y del vo-

lumen celular.
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La inexorable apariciéon de todos estos cambios puede provocar danos que condicionen la
correcta funcionalidad del espermatozoide (Watson, 1995; |Gao et al.. [1997), asi como su super-
vivencia, por lo que el éxito de la criopreservacién va a depender notablemente de la capacidad
de adaptacién que la célula presente a todas y cada una de estas etapas, y especialmente a algu-
nas de ellas, las que resultan més perjudiciales para la célula; en concreto, la adiciéon del agente
crioprotector (Watson, [2001), tanto por el estrés osmotico que produce como por su toxicidad a
ciertas concentraciones, y las etapas de congelacion y descongelacion (Watson, [1995), porque en
ellas van a coincidir dos sucesos claramente estresantes como son la formacién y disolucion de

cristales de hielo y el cambio de temperatura.

2.1.2.1. Efectos del enfriamiento celular.

De forma previa a la realizaciéon de la congelacion propiamente dicha, la temperatura de la
suspension espermatica se hace descender desde sus valores fisiologicos tras el eyaculado a otros
ligeramente superiores a 0 °C, provocando con este descenso térmico un estado de hipotermia
celular que puede ser muy perjudicial para el espermatozoide (Parks, |1997). La sensibilidad de
la célula espermatica a ese estado hipotérmico fue descrita ya en 1934 por Milovanov] (citado
en Parks| 1997)) al observar que los espermatozoides de toro perdian irreversiblemente la movili-
dad al descender la temperatura hasta valores cercanos a los 0 °C, denominando a este proceso
“shock por temperatura”. En la actualidad este proceso se conoce como choque a frigore, choque
por frio o cold shock en la literatura anglosajona (Parks| 1997)) y hace referencia principalmente
a la susceptibilidad celular frente a un descenso répido de temperatura (Watson, 1995, Mazur
et al., 2008), aunque hay que tener en cuenta que los dafios celulares producidos al someter a las
suspensiones celulares al frio, no s6lo van a estar intimamente relacionados con la velocidad con
la. que suceda el descenso térmico, sino también con la temperatura final que se alcance. A partir
de esta idea surge el concepto de enfriamiento extremo o chilling injury (Watson, 19905 [1995),
definido como el dano o muerte celular ocasionado como consecuencia de la exposicion de las
células a bajas temperaturas pero por encima del punto de congelacion (Mazur et al.l 2008)). Si
los espermatozoides son enfriados de forma brusca entre los 20 y los 0 °C sufriran una manifiesta
pérdida de integridad de membrana y de sus funciones celulares (Watsonl [1995), entre las que
destaca la desaparicion irreversible de la capacidad para desplazarse (Mazur et al.l |2008)), siendo
los efectos més acusados si el rango térmico se sitta entre los 12 y los 2 °C (Watson, 1995)); en
cambio, si la velocidad de descenso térmico es lenta (<10 °C/min), esta pérdida de movilidad
se va a ver claramente minimizada, al igual que la severidad y la extension del resto de lesiones
celulares (Mazur et al., 2008). La implicacion del chilling injury en el dano celular por enfria-
miento queda de manifiesto al comprobar que la extensién de las lesiones resulta mayor cuanto
maés baja es la temperatura alcanzada por la célula, siendo ademds proporcional al tiempo de

exposicion (Mazur et al., |2008).

A pesar de que estos fendmenos afectan en general a los espermatozoides de todas las especies,

la sensibilidad al enfriamiento varia considerablemente entre ellas (Parks, 1997)); asi, mientras
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que los espermatozoides de gallo o de humano presentan una alta resistencia al frio, los de verraco
van a mostrar una extremada sensibilidad al descenso térmico. En un término medio, nos vamos
a encontrar con otras especies como la canina o la felina que a pesar de caracterizarse por tener
una, resistencia relativamente alta al frio, no llegan a la mostrada en humano o en aves de corral
y, en el lado opuesto, se situarian los espermatozoides de ungulados, como el toro, el morueco o
el caballo, que son considerados altamente sensibles (Watson, 1995), si bien, tampoco llegan a

alcanzar la susceptibilidad mostrada por las células espermaticas del verraco.

Esta diversa resistencia entre especies ha sido atribuida a las caracteristicas estructura-
les de las membranas celulares, fundamentalmente a las diferencias en su composiciéon lipidica,
(De Leeuw et al., 1990a; |Parks y Linch| 1992} [White, 1993)). La pérdida de viabilidad esperméa-
tica después de un choque a frigore, que implica indudablemente la ruptura de las membranas
celulares, asi como la disminucién detectada de fosfolipidos tras este proceso, ha hecho suponer
la importancia de ciertos componentes de membrana, como los fosfolipidos o el colesterol, en la
resistencia al enfriamiento ya que también se les ha atribuido un papel relevante en el manteni-

miento de la integridad estructural de las membranas celulares (White, [1993)).

Los fosfolipidos son los componentes mayoritarios de las membranas de los espermatozoides
eyaculados en practicamente todas las especies animales y, aunque la gran variabilidad existente
en su composicién sugiere variaciones en las caracteristicas estructurales de las membranas, esto
no seria suficiente para establecer las diferencias de susceptibilidad al frio entre especies (White,
1993)); de hecho, nos encontramos con que los espermatozoides de humano y de verraco, a pesar
de mostrar una resistencia al frio diametralmente opuesta, presentan una composicién en cuanto
a fosfolipidos similar (Whitel, [1993)). Por otro lado, la composicion de fosfolipidos de la membrana
plasmatica no es necesariamente indicativa de la composicién lipidica de otras membranas de la
célula, como la acrosomal, que también resultan notablemente sensibles al descenso de tempera-
tura (Parks et al., 1987, en |White, 1993).

Sin embargo, el tipo de acido graso presente en el fosfolipido y la proporciéon de colesterol
si han sido correlacionados con la sensibilidad al choque por frio (Watson, |1990). Atendiendo al
ratio de acidos grasos insaturados y saturados en los fosfolipidos, los espermatozoides de las dife-
rentes especies pueden dividirse en dos grupos, uno con valores cercanos a 1, como en el humano,
el gallo, el perro o el conejo (especies caracterizadas por una alta resistencia al frio), y otro con
valores que oscilan entre el 2,5 y el 3,0, donde se encuadran las células espermaticas del verraco,
del toro o del morueco (especies notablemente mas susceptibles que las anteriores) [Watson y
Plummer, 1985; White, [1993]. En cuanto a la proporcion de colesterol, se ha determinado que
cuanto menor es el cociente colesterol /fosfolipidos mayor resulta la susceptibilidad al choque por
frio (Watson y Plummer, |1985; |De Leeuw et al.l [1990b; |White, [1993; |Parks|, [1997)). La implica-
cion del colesterol en el mantenimiento y estabilizaciéon de las membranas celulares es clara, y su
presencia resulta importante en la cohesién y creacién de una cierta impermeabilizacién de las
membranas, fundamentalmente en aquellas ricas en acidos grasos poliinsaturados, como se reco-

ge a partir de estudios fisico-quimicos realizados con modelos de membrana (White, |1993). Su
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implicacion sobre la resistencia al frio se pone de manifiesto, por ejemplo, al analizar los cocientes
colesterol /fosfolipidos de los espermatozoides de humano y de verraco, pues mientras en humano

alcanza valores en torno a 0,9 - 1, en verraco permanece sobre el 0,2 (Watson y Plummer, |1985).

La importancia de estos dos componentes es tal que autores como [Nikolopoulou et al.| (1985)
o De Leeuw et al|(1990b)) han llegado a afirmar que la escasez de moléculas de colesterol y la
abundancia de fosfolipidos con elevado numero de insaturaciones podrian ser la causa de la ele-
vada susceptibilidad al enfriamiento que muestra el espermatozoide de verraco. Esta influencia
radica en que ambos van a condicionar la facilidad con la que aparecen fenémenos de transiciéon y
separacion lateral de fases (Alberts et al.,[1989), que son, en definitiva, a los que se ha atribuido

el dafio que el enfriamiento causa al espermatozoide (Drobnis et al., [1993).

Los fenémenos de transicién y separacion lateral de fases son el resultado del comporta-
miento termotrépico que presentan los sistemas de membrana que contienen lipidos con acidos
grasos (Parks, 1997); en estos sistemas, bajo condiciones fisiologicas, los lipidos y proteinas se
encuentran intimamente asociados, pero no por medio de uniones covalentes, lo que permite,
siempre y cuando las temperaturas se sitien por encima de un valor determinado, una cierta
libertad para el desplazamiento lateral de los primeros. A medida que esta temperatura va des-
cendiendo, ciertos lipidos que forman parte de la membrana pasan de fase liquida a gel (puntos
de fusion); en concreto, van a existir a lo largo de todo el proceso varias temperaturas criticas
en las que se van a producir estos fenémenos de transicién de fases y conforme vayan apare-
ciendo se iran formando “parches” gelificados rodeados de otros fosfolipidos atin en fase liquida,
dado su punto de fusién més bajo, cuyos movimientos laterales van a provocar la agrupacion
de aquellos fosfolipidos con puntos de fusién més altos en dominios gelificados, experimentan-
do la membrana un fenémeno de separacion lateral de fases (Alberts et all), [1989) [figura 2.1].

El caracter deletéreo de este fe-

P némeno radica en el desencade-

/F\ /\ namiento de varios sucesos, co-
RM&RRRR& MLRRRRRRMU( Rﬂ mo el notable incremento de la

ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ WJ jJ ﬂ }J ﬂ ﬂ jJ ﬂ jJ ﬁ jJ ﬂ permeabilidad de la membrana
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blaje entre las diferentes fases,

la exclusién de las proteinas es-
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mismas dada la importancia de
Figura 2.1: Representacion grifica del fendmeno de transicion de
fases que experimentan los fosfolipidos de membrana. F: fosfolipidos;
P: protefnas; Grupo polar de color oscuro representa los fosfolipidos la alteracion del transporte de
que al pasar de un estado normotérmico (N) a otro hipotérmico (H), membrana al complicar la di-
forman un parche de fase viscosa (V). (Figura extraida de |Parks,
1997).

la interaccion lipido/proteina, o

fusibilidad de las proteinas por
la bicapa lipidica (Parks| [1997;
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Pelaez et al., [2002). A pesar de que en teoria este fend6meno puede ser revertido con el calen-
tamiento de la célula, se ha determinado que la reversibilidad del mismo va a ser tinicamente
parcial, ya que algunas de las consecuencias acaecidas mientras estuvo instaurado no van a poder

ser eliminadas, afectando de forma considerable a la viabilidad celular (De Leeuw et al., 1990b).

La importancia del grado de saturacién de los &cidos grasos en la resistencia al descenso tér-
mico parece responder a que la configuracion tridimensional que confiere la presencia de dobles o
triples enlaces a la estructura molecular, va a dificultar en gran medida la interaccién necesaria
para el “empaquetamiento” de los fosfolipidos en dominios gelificados, mientras que la presencia
de colesterol complicaré el acercamiento de los fosfolipidos necesario para este mismo fin, al in-
terponerse entre las moléculas de éstos (Alberts et all, [1989) [figura [2.2].

No obstante, el alto contenido
de acidos grasos insaturados en las . . .. . .
. Q
membranas de los espermatozoides T

porcinos no va a dificultar la super- ..

vivencia al enfriamiento tnicamen-

te por su implicacién en los fendéme-

13

nos de transicién y separacion late- 0 R
ral de fases, ya que el incremento de l

las ROS, que se ha puesto de ma-

nifiesto, tanto en el enfriamiento ce- ¢ %
lular (Bilodeau et al. [2000; |Chat-

terjee y Gagnon, [2001; [Chatterjee Figura 2.2: Interposicion de colesterol entre fosfolipidos de
et al},2001), como en el proceso de la membrana dificultando el acercamiento que deben experimentar
. . éstos para quedar “empaquetados”.

crioconservaciéon de semen de hom-
bre (Wang et all 1997), toro (Chat-
terjee y Gagnon, [2001)) o cerdo (Cerolini et al., 2001; Maldjian et al., [2005), va a constituir otro
factor importante en el dano celular, dado que las insaturaciones de los acidos grasos constituti-
vos de los fosfolipidos y el colesterol, son las dianas de las ROS, produciéndose como resultado de
su ataque peréxidos lipidicos y productos de oxidacién del colesterol, lo que conlleva un cambio
cuantitativo del plasmalema, al reducirse ambos constituyentes (Alvarez y Storey, 1992, (Cerolini
et al.l |2001; Maldjian et al., 2005), y una alteracion funcional del mismo, al disminuir su fluidez

(Sanocka y Kurpisz, [2004).

El incremento de la permeabilidad del plasmalema originado por los fenémenos de transicion
y separacién lateral de fases va a ocasionar, entre otras consecuencias, un aumento intracelular de
Ca?T que, mediante la activacion de las protein-kinasas, desencadenara una cascada de procesos
similares a los de la capacitacion espermatica (Green y Watson, 2001)), que serén responsables
de parte de las alteraciones morfofuncionales que sufren los espermatozoides tras el enfriamiento
v que se engloban bajo la denominacién de criocapacitacion o capacitation like changes en la

literatura anglosajona. Este proceso ha sido descrito en las células espermadticas de un gran
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namero de especies, como la porcina (Watson, (1996; [Maxwell y Johnson| |1997a)), la bovina
(Cormier et all |1997), la ovina (Gillan et all [1997), la equina (Schembre et al.l 2002; Thomas
et al., [2006]), o incluso en ciertos roedores (Fuller y Whittingham, |1996).

El nombre de criocapacitaciéon responde a que los cambios sucedidos en los espermatozoides
recuerdan, como se ha mencionado, a los que se experimentan en la capacitacion fisioldgica,
donde por la influencia de unas condiciones especificas en el oviducto de la hembra (secreciones,
interaccion del espermatozoide con las células epiteliales, etc.) [Hunter, 1988, se capacita a la
célula espermatica para el proceso de fecundacién. En la actualidad se conoce que la capacitacion
espermatica es un proceso de desestabilizacion del plasmalema caracterizado por la eliminaciéon
o la modificacién de sustancias adsorbidas en la misma, que provocard un incremento del influjo
de iones de calcio al interior de la célula (Yanagimachi, 1988), posibilitando, de este modo, la
aparicién de un movimiento de “hiperactivacién”, necesario para que el espermatozoide se despla-
ce por los fluidos viscosos del oviducto (Yanagimachi, |1970), asi como la preparacion del mismo

para sufrir la reaccion acrosomica (RA).

La similitud entre los procesos de capacitacion fisiolégica y criocapacitacion también se ha
puesto de manifiesto al detectar mediante la utilizacion de clortetraciclina (CTC) la presencia
de patrones de tincion, en espermatozoides sometidos a un enfriamiento a 5 °C, similares a los
observados en aquellos otros que han sido incubados en medios capacitantes (Maxwell y Johnson,
1997a)), si bien se da por hecho que se trata de dos procesos diferentes, al no ser completamente
similares las vias de regulacién de ambos (Bravo et al., [2005; [Thomas et al., [2006). No obstante,
a pesar de que existan ciertas diferencias entre estos dos procesos, el resultado final va a ser la
desestabilizacion de la membrana plasmatica y el desencadenamiento de la RA (Green y Wat-
son), 2001)), lo que supondré una drastica reducciéon de la “vida fértil” de los espermatozoides;
este hecho, en el caso de los espermatozoides criocapacitados, va a ser uno de los factores que
determinen la disminucién manifiesta de fertilidad caracteristica de este tipo de células, dado
que experimentan dicho cambio fuera del aparato reproductor de la hembra (Green y Watson,
2001; Kaneto et al., [2002). En especies cuyas hembras presentan celos de larga duracion (como
la porcina o la equina) este fendomeno se agrava atun mas, ya que se dificulta considerablemente

la confluencia de los dos gametos en el momento 6ptimo para la fecundacion.

Con el fin de hacer frente a los fen6menos daninos acaecidos durante la criopreservacion
seminal, se han venido adoptando una serie de estrategias que intentan adecuar las condiciones
del medio a las caracteristicas de los espermatozoides, entre las que destacan, la elaboracién de
diluyentes de congelacién y de descongelacién especificos para cada especie y la adecuacion del
manejo seminal en los protocolos de congelacion /descongelacion.

En los primeros anos de aplicaciéon de la criopreservacién en la especie porcina se adaptaron
diluyentes empleados en semen de toro, con resultados poco satisfactorios, lo que incentivé la
investigacion y el desarrollo de diluyentes especificos para semen porcino. La composicién de los
diluyentes elaborados varia notablemente de unos a otros, por lo que no resulta apropiada la uti-
lizacién de un determinado medio para una técnica diferente de aquella para la que fue disenado

(Paquignonl, [1985)), si bien presentan una serie de caracteristicas comunes, como pueden ser la
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incorporacién de agentes crioprotectores o de sustancias amortiguadoras o tampon.

Con el paso de los anos se han ido identificando diferentes compuestos que, incorporados
a los diluyentes, han colaborado en la minimizacién del efecto de algunos de los procesos que
incurren en la criopreservacion seminal. Para el control del dafio ocasionado por el enfriamiento
celular se han venido utilizando con asiduidad una serie de sustancias, entre las que se podria
destacar la yema de huevo que, a pesar de no tener un efecto protector sobre los espermatozoi-
des de verraco tan eficaz como en otras especies, como la bovina o la ovina (Watson, 1990)), es
considerado un componente indispensable en los diluyentes crioprotectores de verraco (Bwanga,
1991)). La yema de huevo es administrada en los diluyentes de enfriamiento en una proporcion de
un 20 %, con el fin de prevenir la desestabilizacion del plasmalema, y aunque se ha comprobado
que posee esta capacidad, el modo en que ejerce dicho efecto protector no esta del todo claro
(Watsonl [1990; Holt, |2000al), parece ser que es mediante el componente fosfolipidico de la fraccion
lipoproteica de baja densidad que contiene, que va a actuar sobre la superficie de la membrana
plasmatica, pero sin provocar cambios en la composicién de la misma, por lo que aunque no
consigue impedir la aparicién de los fendémenos de transicion de fase, si limita las consecuencias
de éstos. También se ha sugerido que influye sobre la permeabilidad de la membrana, al agua
v a otros iones, por medio de la asociacién de algiin componente con la capa lipidica externa
de la misma, asi como mediante la activacién de las bombas de iones a través de la adenilato
ciclasa (AC) intracelular (Pelaez, [2003)). Esta modificacion de la permeabilidad del plasmalema
podria afectar al comportamiento osmético de la célula variando su respuesta frente a situacio-

nes de estrés osmotico como la adicion de glicerol o la congelacion y descongelacion (Holt), [2000al).

Otra sustancia que ha demostrado poseer propiedades beneficiosas en el control del enfria-
miento espermético es el Dodecil Sulfato Sodico (Orvus es Paste); se trata de un detergente
sintético con propiedades surfactantes cuyo efecto protector sélo ocurre en combinacién con la
yema de huevo (Johnson et al., [2000), ya que se presupone que modifica las particulas de ésta
para incrementar su eficacia en la interaccién con la membrana plasmatica (Holt, 2000a)). Su
incorporacion se efectuia fundamentalmente en diluyentes de criopreservacion de equino y de por-

cino (Watson, [1990), con concentraciones que van del 0,5 al 2% (Bwangal, [1991)).

Otras moléculas que estan siendo empleadas con cierta frecuencia en el control del enfria-
miento de las muestras celulares son las ciclodextrinas; se trata de oligémeros ciclicos de glucosa
que forman complejos solubles en agua con otras moléculas organicas que por si mismas no lo
son y pueden ser usadas para aportar colesterol a la membrana plasmética (Purdy y Graham)
2004b)), de modo que, por medio de ciclodextrinas cargadas con colesterol, se ha conseguido pro-
teger de forma eficiente a los espermatozoides de porcino frente al choque por frio (Bailey et al.,
2008), o implementar la supervivencia espermética al proceso de criopreservacion en semen ovino
y bovino (Bailey et al. 2003} Purdy y Graham), 2004a; 2004b)).

La incorporacion de colesterol a la membrana espermética no sblo ha incrementado la super-

vivencia al enfriamiento, sino que también ha reducido la aparicién de fenémenos de criocapa-
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citacion y de reacciones acrosémicas espontaneas (Galantino-Homer et all 2006), al compensar
la disminucién en el contenido de colesterol que sucede durante el enfriamiento (Maldjian et al.,
2005; Bailey et all 2008)), dado que éste, a la postre, supondra el desencadenamiento de la cas-
cada de cambios i6nicos intracelulares que, a través de vias de senalizacién intracelular, como la
fosforilaciéon de la tirosina, desencadenara la llamada criocapacitacion y la aparicion de la RA
(Visconti et al.l [1999a). A este respecto, la utilizacion de ciclodextrinas cargadas con colesterol
previene la apariciéon de la fosfoproteina p32, un marcador bioquimico del dafio producido por el
choque por frio, que esta altamente relacionado con la viabilidad post-choque y la aparicion de

reacciones acrosémicas espontaneas (Galantino-Homer et al., [2006).

El elevado contenido de acidos grasos insaturados presente en las membranas de los esper-
matozoides de verraco, hace que el control del estrés oxidativo resultante del incremento de ROS
generadas durante el enfriamiento sea de gran importancia. Se han empleado multitud de sus-
tancias con poder antioxidante con el fin de reducir este fenémeno claramente perjudicial para
las células, tanto sobre la integridad de las membranas y el mantenimiento de la movilidad ce-
lular, como sobre la aparicién de fenoémenos de capacitacion/criocapacitacion; en concreto, la
utilizacion de Hidroxitolueno Butilado (BHT) en el medio de dilucién proporciona a los esper-
matozoides de verraco un incremento de movilidad y de integridad acrosémica tras un choque por
frio a 5 °C (Stewart|, [1951] [en |Grossfeld et al. [2008]; Roca et all 2004), ademéas de reducir consi-
derablemente la peroxidacién lipidica y de permitir un mayor desarrollo embrionario en muestras
descongeladas, mediante su adicion al diluyente de congelacion (Grossfeld et al, | 2008). También
se han recogido resultados satisfactorios en porcino al emplear otras sustancias antioxidantes en
el medio de congelacion, como pueden ser la Catalasa, en combinaciéon o no con la Superoéxido
Dismutasa (SOD) [Roca et al., 2005], el o- Tocoferol (Polgel 1956, citado en |Grossteld et al., 2008])
o el Trolox (Beconi et al., 1991} Beconi et all ({1993 [citados en |Grossfeld et al.,|2008]; Pena et al.,
2003bf [2004). En otras especies también se ha conseguido implementar la calidad de las muestras
descongeladas mediante la adicion de este tipo de sustancias en los diluyentes de congelacion, si
bien su eficacia varia en funcién de la especie y la sustancia empleada; asi, en bovino, moléculas
como la Catalasa (Whitel |1993)), el Glutation Reducido (GSH) [Chatterjee et al.l 2001], la SOD
(Lindemann et al., 1988) o la vitamina E (Aitken et al}|1989 en |Grossfeld et al., 2008]) han mos-
trado su eficacia; en humano se han observado buenos resultados con la utilizacién de la vitamina
E (de Lamirande y Gagnon),[1992), mientras que en equino no se ha visto incrementada con la adi-
cién al diluyente de congelacién de sustancias como la SOD, el GSH, la catalasa o el a- Tocoferol

(Dukelow y Graham) (1962, en |Grossfeld et al., 2008)), la calidad posdescongelado de las muestras.

A parte de la administracion de ciertas sustancias a los medios de dilucién, se pueden llevar
a cabo una serie de medidas con el fin de incrementar la resistencia espermatica al enfriamiento,
entre las que destacan, por un lado, el mencionado control de la velocidad de enfriamiento, para
tratar de reducir la extension y severidad de las lesiones realizando un descenso de temperatura
lento (Woelders et all 2005)), y por otro, el establecimiento de un tiempo de espera de varias
horas antes de la reduccion térmica por debajo de los 15 °C (Watson, 1979} Pursel y Parkl (1985

Watson), [1990), dado el incremento de la resistencia al enfriamiento que experimenta el esper-

20



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

matozoide a medida que va transcurriendo el tiempo a temperatura ambiente (15-30 °C) [Pursel
et all 1972b; Pursel et al| 1973; Tamuli y Watson, 1992; [Nath et al., [1994]; se desconoce el
mecanismo por el que éste se produce y aunque se ha considerado una caracteristica inherente a,
la célula, se ha determinado que esta influenciado por otros factores externos, como pueden ser la,
composicion o el pH del diluyente (Pursel et al., 1972a; 1972b)) o la presencia del plasma seminal
(Johnson et al.,|2000). Este fen6meno no ocurre tinicamente en el semen porcino, también ha sido
descrito en el de toro o el de morueco (Watson y Plummer, |1985; Watson, 1990), y a pesar de
que su efecto en estas especies resulta bastante menos pronunciado, también se suele incluir esta,
pausa como parte importante de los protocolos de criopreservacion habituales. Su inclusién en
los protocolos empleados para el semen de verraco resulta esencial, pues se ha comprobado que
se reducen considerablemente los danos celulares (Maxwell y Johnson, 1997a); suele establecerse
con una duracion entre las 2 y las 4,5 horas, generalmente en presencia de plasma seminal (Bwan-
ga, 1991), aunque no esté del todo aclarado cuél es el periodo dptimo, puesto que en estudios
posteriores se observo que la resistencia al enfriamiento iba incrementédndose hasta las 16 horas
(Tamuli y Watsonl [1994a), lo que proporciona un aumento de la calidad seminal posdescongelado
(Kotzias-Bandeira et al., [1997; Eriksson et al., 2001), pero sin un reflejo positivo claro sobre la

capacidad fecundante del semen (Eriksson et al., 2001]).

2.1.2.2. Efectos de la formacion y disolucién de hielo.

Por lo que respecta a las fases de congelacion y descongelacion, las teorfas propuestas pa-
ra explicar el dano celular hacen referencia a las consecuencias de la formaciéon de hielo y su
disolucién, que dependen, respectivamente, de las velocidades de enfriamiento y calentamiento
(Watson, (1995)).

En cuanto a la formacién de hielo, podemos aplicar el siguiente modelo genérico, descrito
por Mazur (1985)), a la hora de explicar los fenémenos que se producen en la célula espermética
durante el proceso de congelacion (figura :

= Por encima de -5 °C, ni las células ni el medio extracelular presentan indicios de conge-
lacién, pues los agentes crioprotectores que se afiaden al medio disminuyen el punto de
fusion; ambos, se mantienen en estado de “superenfriamiento” (supercooling en la literatu-
ra anglosajona), una situacion inestable determinada por la presencia de agua en estado

liquido a temperaturas inferiores a los 0 °C.

» Entre -5 y -15 °C empiezan a formarse de manera esponténea los primeros cristales de hielo
en el medio extracelular, mientras que el interior de la célula permanece atin en estado de
superenfriamiento, pues la membrana plasmaética evita que los cristales extracelulares de
hielo penetren en el citoplasma a través de sus poros acuosos, impidiendo asf que crezcan
en el espacio intracelular. La cristalizacién parcial extracelular reduce la cantidad de agua
disponible para solubilizar los solutos, por lo que al aumentar la concentracién de éstos,
el agua intracelular, no congelada, fluird hacia el exterior para equilibrar las presiones
osmoticas a uno y otro lado del plasmalema y como consecuencia de ello, 1a célula comenzara

a experimentar un proceso de deshidratacion.
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Los acontecimientos pos-
teriores dependen de la rapidez
con que las células sean conge-
ladas, pues el grado de permea-
bilidad de la membrana plasma-
tica al agua varia en funcién de e

la temperatura, de forma que la

velocidad de enfriamiento con-
dicionara el tiempo durante el ) ) )
Figura 2.3: Representacion esquemdtica de los fendmenos fisicos
que experimentan la célula y el medio que la rodea durante el proceso
vés de la membrana. Podemos de criopreservacion, segin sea la velocidad de enfriamiento. (Figura
extraida de |Gao y Critsen, |2000).

cual el agua puede fluir a tra-

diferenciar los fenémenos que se
producirdn segin que el ritmo
de enfriamiento sea lento o rapido. Si el ritmo de enfriamiento resulta lento, se tardara en al-
canzar la temperatura en la que la membrana se hace impermeable al agua, por lo que la célula
contard con tiempo suficiente para deshidratarse; a medida que el agua fluye del compartimen-
to intracelular, la concentracién de solutos en el interior de la célula aumenta, y el estado de
superenfriamiento desaparece, de forma que la célula se deshidrata pero no se congela. Por el
contrario, si la temperatura desciende de modo rapido, la célula se hace relativamente impermea-
ble al agua en poco tiempo, y al no fluir ésta con la suficiente rapidez como para que se alcance
el equilibrio osmético en el tiempo disponible, existird un “exceso” de hidratacién en la célula
que va a mantener el estado de superenfriamiento, lo cual conduce eventualmente a la formacién

de hielo intracelular como solucién final para alcanzar el equilibrio osmoético.

En definitiva, el estrés que el proceso de congelacion causa a la estructura de la célula esta
relacionado con la circulacién del agua a través de la membrana y la deshidratacién, asi como
con la posibilidad de que se forme hielo intracelular si el enfriamiento es rapido; del mismo modo,

se ha de suponer la existencia de un proceso inverso en la descongelacion (Watson), [1995).

Influencia de la velocidad de enfriamiento. Cuando tienen lugar descensos rapidos de
temperatura, el fendmeno fisico mas destacable es la formacién de cristales de hielo en el espacio
intracelular, hecho que provoca la aparicién de severas lesiones o incluso la muerte de la célula
(Mazur], [1985; [De Leeuw et al.,|1990b). No obstante, las consecuencias de este fenémeno dependen
del tamario de los cristales que se formen, lo cual va a depender a su vez del ritmo de enfriamiento
mantenido: rapido, que conduce a la formacién de cristales voluminosos, o muy rapido, con el
que se forman cristales de pequenio tamano (microcristales), que por lo general no se consideran
daninos (De Leeuw et all [1990b). Por el contrario, aunque el proceso de deshidratacion que
acompana a la congelacion lenta se asocia potencialmente con la superviviencia celular (Watson,
1995)), velocidades demasiado lentas también provocan alteraciones importantes en la célula, dan-
do lugar a bajos indices de supervivencia (Mazur, 1985)). Como se ha demostrado en la practica,
tanto en las células esperméticas como en otros muchos tipos celulares, existe una velocidad de

enfriamiento considerada éptima, por encima o por debajo de la cual van a ser menos las células
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que sobrevivan al proceso (Mazur, [1985). De esta forma, la representacion grafica de la relacion
entre el porcentaje de supervivencia celular y la velocidad en el descenso de temperatura produce
unas curvas caracteristicas en forma de “U” invertida, donde el punto més elevado corresponderia
a la velocidad considerada 6ptima; asi se ha verificado tanto en células espermaticas de algunas
especies (Watson, 1995)), como en otros muchos tipos celulares (figura [Gao et all |1997].
Ya en 1965 Mazur|explico los motivos que sub-

vacen bajo este comportamiento, proponien-

o — e
do que existian dos factores responsables que o | Pl ,'\1
mostraban tendencias opuestas en su relacion 7 *- _,ffsrem Callls Hamea _;”HB{: '|
de dependencia con la velocidad de enfriamien- £ 7 ‘ ‘ II
to; asi, en esta “teoria de los dos factores” % : _/,J'" sl II
(figura 2.5), a velocidades més lentas que la m_. rf R |I
6ptima las células quedan expuestas durante oi i Y
o 1 0 100 1000 10000

demasiado tiempo a los llamados “efectos so-
COOLING AATE (Simin}

lucién”, que son todas las propiedades de la
Figura 2.4: Relacion entre el porcentaje de super-

vivencia y la velocidad de enfriamiento en tres ti-
da que se produce la formacion de hielo (au- pos celulares (forma de “U” invertida). “Stem cells”
mento de la concentracién salina, aumento de hace referencia a células de médula ésea de raton;
“Hamster cells” hace referencia a ovocitos de hams-
ter; “RBC” se refiere a eritrocitos humanos (Figura
la composicién de la soluciéon, puesto que las extraida de|Gao y Critser, |2000).

solucion extracelular que se modifican a medi-

la osmolaridad, cambios de pH, alteracién de

sales alcanzan su nivel de saturacién y preci-

pitan, etc.); en cambio, a velocidades de enfriamiento por encima de la 6ptima, no hay suficiente
tiempo para que el agua salga de la célula, conduciendo a una situacién de superenfriamiento,
que aumenta la probabilidad de que se produzca la formacién de hielo intracelular, lo que suele
ser letal. Otros autores, no obstante, citados por |Woelders (1997), consideran que, mas que la
formacion de hielo, lo que dafia a la célula en este rango de velocidades de enfriamiento es la
rapidez con que se produce la salida de agua, que podria desequilibrar la presién a ambos lados
de la membrana, o también, los extremadamente rapidos cambios de forma, tamano y ultraes-

tructura de la célula que ocurren como consecuencia de dicho fenémeno.

No obstante, independientemente de la velocidad de enfriamiento que se aplique, la mayoria,
de los tipos celulares no sobreviven a la congelacién sin un agente crioprotector. La incorpora-
cion de estas sustancias a la suspensién celular modifica el trazado de la curva, incrementando el
porcentaje de supervivencia, en un rango determinado de velocidades de enfriamiento respecto
de los valores que se obtienen en su ausencia. Se establece, ademéas, una interaccion entre la con-
centracion del crioprotector y la velocidad de enfriamiento, de tal manera que la optimizacion del
proceso, cuando se anaden bajas concentraciones de crioprotector, requiere utilizar velocidades

de enfriamiento mas rapidas, y viceversa (Watson, 1990).

La velocidad 6ptima de enfriamiento oscila entre 10 y 80 °C/min (Watsonl 1995) dependiendo
del tipo celular, y dentro de los espermatozoides, de la especie de procedencia; en concreto, esté

entre 30 y 50 °C/min para el semen de verraco, entre 50 y 60 °C/min para el de morueco, y
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entre 26 y 52 °C/min para el de toro (Woelders| [1997).

Estas diferencias entre tipos celulares su-

gieren que caracteristicas intrinsecas a la cé-

c 8 lula van a influir en el trazado de las curvas,
caracteristicas que se refieren a factores que

€ afectan a la facilidad con que el agua puede

Cell viabylity

salir de la célula, si bien el grado en que és-

ta se pierde estd en funcién del diferencial de

presién osmética a ambos lados de la mem-

Cooling velocity (°C/min) . i .
brana y también viene definido tanto por el

coeficiente de permeabilidad al agua del plas-

Figura 2.5: Representacion de la “teoria de los dos malema, llamado “conductividad hidraulica”,
factores”, que muestra la influencia que ejercen dos
mecanismos letales dependientes de la velocidad de
enfriamiento sobre la supervivencia celular. AB: “su- fluido por una constante llamada “energia de
pervivencia bajo los efectos soluczo’n”,."Cl?: “supervi- activacion”, como por el drea o superficie de
vencia bajo los efectos de la formacion intracelular
de hielo”. El trazado AED explicaria las tendencias
observadas en la figura[2.] (Figura extraida de|Wat| complejas ecuaciones mateméaticas que permi-
som, |1990).

a su vez dependiente de la temperatura e in-

la célula. Se han podido formular, entonces,

ten estimar la medida en que la célula se des-
hidrata bajo unas condiciones determinadas,
asfi como el volumen de agua que es necesario perder para alcanzar la situacién de equilibrio
entre los compartimentos extra e intracelulares. Mediante la combinacién de tales férmulas se
puede llegar a estimar la probabilidad de congelacidon intracelular como funcién de la velocidad

de enfriamiento (Mazur, |1985).

A partir de este planteamiento teodrico, se han calculado los pardmetros biofisicos de interés
para los espermatozoides de unas cuantas especies domeésticas [ver, por ejemplo, Watson| (1995),
Gao et al| (1997) y |Curry| (2000)], pero cuando las velocidades 6ptimas de enfriamiento que
se derivan del calculo tedrico a partir de estos pardmetros se comparan con las observaciones
experimentales, los valores no coinciden (Watson, 1995 Holtl 2000a)). No obstante, el valor pre-
dictivo de estos modelos ha podido ser testado en una gran variedad de tipos celulares, desde
protoplastos de plantas hasta ovocitos o embriones de mamiferos (Gao et al., [1997: Holt|, 2000a),
por lo que se cree que las discrepancias encontradas con el espermatozoide pueden ser debidas a
ciertas peculiaridades que presenta, por ejemplo, a la organizacién de la membrana plasméatica
del espermatozoide en dominios, afectando por tanto al calculo de la conductividad hidraulica y
de la energia de activacion, cuyos valores podrian variar entre dominios, o a que su morfologia
es un tanto particular, haciendo complicado el calculo del adrea de la membrana con los métodos
que habitualmente se utilizan en otros tipos celulares (Holt, 2000al); [Watson| (1995), sin embargo,
se ha mostrado méas partidario de atribuir las diferencias al hecho de que en esta célula los danos

se producen también a través de otros mecanismos, posiblemente de naturaleza osmotica.
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Efecto de la desaparicion del hielo. La supervivencia de las células al proceso de crio-
preservacién implica superar con éxito no sélo la etapa de congelacién, sino también otra de
descongelaciéon, puesto que durante esta ultima también pueden producirse efectos con conse-
cuencias letales para la célula, por lo que la efectividad de una congelacién bien llevada a la
practica podria quedar anulada si no se realiza la descongelaciéon de forma adecuada. Mas con-
cretamente, se considera que el verdadero desafio al que se enfrenta la célula en el proceso de
criopreservacion se encuentra en superar con éxito una franja de temperaturas de -15 a -60 °C
que afecta muy negativamente a su integridad, y por la que debe pasar en dos ocasiones, una

vez durante el enfriamiento y otra durante la descongelacion (Mazur, 1985).

En el proceso de descongelacion hay que tener especial cuidado con dos fenémenos que pueden
dafiar a los espermatozoides; en primer lugar, si las células se han congelado muy rapidamente y
se produce un calentamiento lento, existird un fenémeno de “recristalizacion”, en virtud del cual
los microcristales formados en el interior de la célula tenderdn a agruparse y a formar cristales
de mayor tamafio, con un resultado fatal (Mazur, |1985)); y en segundo lugar, células congeladas
lentamente en presencia de un crioprotector penetrante, pueden quedar lesionadas mediante es-
trés osmotico si se descongelan demasiado rapido, ante la imposibilidad de que el crioprotector
abandone la célula con la suficiente rapidez como para mantener el equilibrio osmético, con el
consiguiente hinchamiento por efecto de la entrada de agua (Watson) 1990). Por tanto, la velo-
cidad 6ptima de descongelaciéon depende de la pauta de enfriamiento seguida en su momento,
si bien debe representar una situacién intermedia entre los dos extremos anteriores, con la que
se minimicen los dafios causados por inapropiadas velocidades de transporte de solutos y agua
a través de las membranas, y por el agrupamiento de los microcristales intracelulares de hielo
(Hammerstedt et al., (1990)).

También se han constatado desestabilizaciones moleculares en el plasmalema a causa del cam-
bio de temperatura, contribuyendo a la aparicién de lesiones durante esta fase; asi, [Holt et al.
(1992) comprobaron la aparicion de alteraciones en la membrana plasmatica que se manifestaban
s6lo durante esta etapa de descongelacion, y para las que sugirieron un mecanismo causal basado
en el fendmeno de transiciones de fase de los lipidos de membrana, resaltando asi la importancia
de la descongelaciéon en el ciclo de criopreservacion. En esta misma linea, se ha propuesto que
las membranas se desestabilizan inicialmente durante la etapa de congelacién, tanto por efecto
de las bajas temperaturas como por la exposicién a altas concentraciones salinas, y ello resulta
en una degeneracion postdescongelacion, al combinarse nuevamente efectos letales de naturaleza
térmica y osmotica (Holt y North, (1994).

A raiz de lo expuesto, parece claro que establecer un correcto control sobre el descenso de la
temperatura va a influir positivamente en la calidad posdescongelado del semen. La introduccion
de biocongeladores programables para este propdsito ha sido determinante, puesto que el méto-
do clasico de congelacién en vapores estaticos de nitrégeno, tnicamente permitia incrementar o
disminuir la velocidad de congelacién mediante el acercamiento o alejamiento de las pajuelas a la

superficie del nitrogeno liquido (Hofmo y Almlid, |1991). En cambio, la congelaciéon en méquinas
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computarizadas, que para semen de verraco fue introducida por [Hammitt y Martin| (1989), po-
sibilita establecer unas condiciones exactas de congelacién, permitiendo evaluar la importancia
que presentan pequenas variaciones en la velocidad de enfriamiento sobre la calidad posdescon-
gelado (Hernandez et al., [2007b; [Medrano et al., 2009)); esto ha hecho posible, por ejemplo, el
establecimiento de pausas en el descenso de temperatura mientras dura la meseta del punto
de congelacion, lo cual resulta interesante para algunos autores (Park y Pursel, 1985; Pelaez,
2003)), pero es desaconsejado por otros (Woelders et all 2005) por la inestabilidad manifiesta
de los espermatozoides a temperaturas por debajo de cero; también ha permitido la aplicacién
de diferentes velocidades de enfriamiento para la etapa previa a la cristalizacién y para la etapa
posterior, teniendo en cuenta que los protocolos habituales recogen que la primera oscile entre 2
y 6 °C/min (Hofmo y Almlid, [1991; |[Hernandez et al. [2007h), mientras que la segunda suele ser
notablemente superior, con descensos térmicos entre -20 a -80 °C/min (Bwangal 1991} Hernandez
et al., 2007b; Medrano et al., 2009). Este control sobre la velocidad de enfriamiento va a permitir
condicionar la curva de congelacién al verraco donante correspondiente, puesto que se ha deter-
minado que la idoneidad de una u otra velocidad, tanto antes como después de la cristalizacion,
va a depender del animal del que proceda el semen (Hernandez et al. [2007b; Medrano et al.l
2009).

Como ya se ha indicado, independientemente del correcto control de las temperaturas, la
supervivencia de las células espermaéticas suele estar ligada a la utilizacién de crioprotectores
(Watsonl, |1990)), clasificados comiinmente en dos tipos, penetrantes y no penetrantes. El segundo
de ellos lo forman moléculas que ejercen su efecto protector sin necesidad de traspasar al interior
de la célula, como la polivinil pirrolidona (PVP) o, fundamentalmente, diversos tipos de aztcares
como la glucosa, la lactosa o, en menor medida, la fructosa (Bwangal |1991), al actuar, presumi-
blemente, promoviendo la deshidratacion de la célula por mecanismos osmoéticos, incrementando
con ello el porcentaje de agua no congelada a una temperatura dada y reduciendo la concentra-
cion de solutos en la fraccion acuosa extracelular (Holt, 2000a)). Este tipo de crioprotectores van
a resultar menos eficaces que los penetrantes, sobre todo cuando las velocidades de enfriamiento
son altas, ya que el tiempo disponible para que se elimine agua del interior de la célula es limi-
tado (Watson, [1990). Otro tipo de crioprotectores no penetrantes los forman compuestos como
la glicina betaina, la prolina o la trehalosa, de los que se supone que interacttian directamente
con los lipidos y proteinas de membrana modificando el comportamiento de transicion de fase y
estado de hidratacion (Holt, 2000a).

Dentro de los penetrantes destaca el glicerol, que resulta el compuesto mas eficaz tanto para
el semen de verraco (Watson), [1990) como para la mayoria de las especies (Curryl [2000); también
integra este grupo otros crioprotectores como el metanol, el dimetilsulfoxido (DMSO), el etilen-
glicol u otros polialcoholes. En cuanto a su mecanismo de accién, varios son los propuestos; en
primer lugar, el glicerol y algunos otros aziicares son polialcoholes, teniendo con ello la capacidad
de formar puentes de hidrégeno con los grupos polares de los lipidos de membrana en condiciones
de deshidratacién, sustituyendo asi a las moléculas de agua que son las que establecen dichos
puentes en situaciones normales, hecho que resulta extremadamente importante para la esta-

bilidad de la membrana (Woelders, [1997). En segundo lugar, se especula con las propiedades

26



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

“captadoras de agua” del glicerol que incrementarian la fraccién acuosa sin congelar del medio
extracelular a una determinada temperatura, viéndose asi disminuida la concentracién de solutos
y, por ende, disminuidas las consecuencias del “efecto solucion” (Watson, [1990). Sin embargo, no
queda claro el porqué de la mayor efectividad del glicerol con respecto a otros crioprotectores; a
este respecto, |(Curry| (2000) hipotetiza con la relacion existente entre esta sustancia y la Aquapo-
rina AQP7, presente en la membrana plasmatica, que va a facilitar la entrada del glicerol en la
célula al actuar como ruta especifica para esta sustancia; de hecho, las membranas esperméticas
de especies caracterizadas por una alta permeabilidad al agua y una baja energfa de activacion,
donde destaca la presencia del canal AQP7, van a ser las que mejor respondan al glicerol. Por
el contrario, otras especies como el conejo, caracterizadas por lo opuesto (relativamente baja
permeabilidad al agua y alta energia de activacion) el glicerol no va a ser el crioprotector de
eleccién, sino el DMSO, posiblemente por la escasez de canales AQP7.

A pesar de la importancia del glicerol en la criopreservacién seminal de la mayoria de las
especies, los diluyentes empleados no s6lo van a incorporar un crioprotector penetrante, sino
que incluyen de forma sistemética otros no penetrantes, como la lactosa, que colaboran a la
deshidratacion celular y a la disminucién de la concentraciéon de sales en la fracciéon acuosa
extracelular (Holt, [2000a)).

A pesar de la importancia que presenta el glicerol en la criopreservacion del semen de verraco,
su efecto y la concentracion a la que es incorporado a los diluyentes va a resultar otro factor

claramente estresante para las células espermaéticas, como se mencionara en el epigrafe [2.1.2.3

En otro orden de cosas, las caracteristicas geométricas de los envases en los que se deposi-
ta el semen de forma previa a su congelacidon también influyen de forma notable en la calidad
posdescongelado. Durante el proceso de congelacién, cuando tiene lugar la cristalizacion tras la
situacién de superenfriamiento, aparece un efecto rebote en la temperatura de la muestra, debido
a que la cristalizacién es un proceso exotérmico que libera el llamado “calor latente de fusién”
aumentando la temperatura del interior del envase de forma brusca (figura ; hasta que se
produce la disipacién completa de este calor, la temperatura de la muestra va a dejar de discurrir
de forma paralela a la de la curva establecida, determinando la llamada “meseta del punto de
congelacién”, siendo la duracién de este lapso de tiempo claramente perjudicial para la super-
vivencia espermética (Holt, 2000al), considerandose, por algunos autores (Pursel y Park, |1985),

como el periodo en que aparecen la mayor parte de las lesiones generadas en el espermatozoide.

De este modo, la eleccion del tipo de envase va a presentar una gran importancia en la
calidad final de las muestras, en concreto, resulta determinante el valor de la ratio superfi-
cie/volumen que éstos presenten. A este respecto, Bwanga et al. (1990)) analizaron el compor-
tamiento criobiolégico de muestras envasadas en minipajuelas (0,25 ml) y en maxipajuelas (5
ml) bajo condiciones controladas de congelacion, comprobando que la disipaciéon del calor la-
tente de fusidén en las segundas era mucho mas lenta que en las primeras y, ademas, que la
congelacién no iba a ser uniforme en todo el espesor de la pajuela, registrandose en el centro
de la misma una curva de congelaciéon muy distinta a la que se producia en la superficie, con

diferencias de temperatura de mas de 40 °C al finalizar la meseta del punto de congelacion.
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Weitze et al| (1988), por su parte,

constatan, ademas de las diferencias \

en las curvas de congelaciéon en fun- Sample Melting

cion de la geometria del envase, di- Undercooling

: (Variable) Latent Heat Evolution
ferencias en la curva de descongela- Upon Freezing
cién, atribuyéndolas a la conductivi-
dad especifica del calor y a la ratio / A

4— Sample Cooling Profile

superficie/volumen de las pajuelas. Nucleation

Asi, estos autores consideraban que

Environment

los envases més voluminosos (5 ml)
SetRate — p. "
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son inapropiados, puesto que la des-

congelacién no se realiza en ellos de

forma simultédnea, sino que la region
7

LA “ . Time —p
periférica sera la primera en descon-
gelarse y, dada la menor conductivi- Figura 2.6: Esquema de la curva de enfriamiento registrada
por una muestra seminal en el interior de un envase de congela-
cion como consecuencia del fendmeno de cristalizacion. Imagen
pagacion del calor hacia el centro de  tomada de Cryopreservation manual: a guide to cryopreserva-
la muestra va a verse claramente ra- tion techniques (distribuido por ThermoForma, Marietta, OH,
USA).

dad del agua frente al hielo, la pro-

lentizada, comprometiendo con ello
su descongelacién, ya que la veloci-
dad de descongelacion de la regién periférica de estas pajuelas es 3,75 veces més rapida que la
observada en el centro de la pajuela (Hofmo y Almlid, [1991), con diferencias de temperatura
entre ellas de hasta 15 °C (Bwanga et al., [1990); en consecuencia, para conseguir una desconge-
lacién completa del centro de la pajuela se va a requerir un mayor tiempo de descongelacion, lo
cual implica un tiempo de exposicién excesivo de las células espermaticas de las zonas periféricas
(Pelaez, 2003]).

Para evitar esta circunstancia resulta aconsejable la utilizacién de envases con un menor
volumen, como las minipajuelas (de 0,25 6 de 0,5 ml) o las pajuelas planas, ya que proporcionan
una mayor supervivencia espermética que las maxipajuelas (Bwanga et al., [1990)), si bien esto,
fundamentalmente a nivel de campo, no esté exento de inconvenientes, debido al requerimiento
de un gran nimero de pajuelas para constituir una tnica dosis seminal. A este respecto, se han
desarrollado nuevos tipos de envase que persiguen aunar una gran relaciéon superficie/volumen con
una mayor capacidad que las minipajuelas, posibilitando el contenido de una dosis completa en su
interior; asi, inicialmente surgieron las bolsas plasticas que, con su gran superficie mantenian un
mayor porcentaje de espermatozoides méviles y acrosomas intactos tras la descongelacién que las
maxipajuelas (Simmet, 1993 en [Eriksson) 2000)), si bien no consiguieron desplazar la utilizacion
de las maxipajuelas por su inadaptabilidad para los contenedores de almacenamiento habituales
(Eriksson, 2000). Posteriormente, se ha desarrollado otro tipo de envase que si ha tenido mas
aceptacion, el FlatPack, obteniendo con él excelentes rendimientos reproductivos tanto de calidad
seminal posdescongelado (Eriksson y Rodriguez-Martinez, [2000b; Eriksson et al., 2001), como de
fertilidad y prolificidad en granjas (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 1999; Eriksson et al., 2002).
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Como se ha indicado, otro de los factores mas deletéreos va a ser la exposicién celular al
superenfriamiento, y para minimizar sus efectos se suele realizar una maniobra llamada seeding
0, lo que es lo mismo, la induccién de la formacién artificial de niicleos de cristalizacion. Esta
técnica ha sido empleada de forma rutinaria en los protocolos de criopreservacién de multitud de
células, con la finalidad de evitar el citado superenfriamiento y la cristalizacion del agua intrace-
lular (Fiser et al., [1991)). Su ejecucion se ha realizado tradicionalmente tocando las pajuelas con
una pinza que previamente se ha enfriado con su inmersién en nitrégeno liquido, si bien, hoy en
dia, se efectia de forma automatica por los biocongeladores programables en el momento en el
que la temperatura esté ligeramente por encima del punto de congelacion (Cabodevila y Teruel,
2001).

El hecho de que la velocidad de enfriamiento influya en la dindmica de crecimiento de los
cristales de hielo, as{ como en el grado de eliminacién del agua del interior del espermatozoide,
hace que la induccién de la cristalizacion afecte de forma diferente a los métodos de enfriamiento
rapidos v a los que son més lentos, v es en estos iltimos donde los criobiélogos recomiendan ac-
tivamente la utilizacion de este proceso (Fiser et al., [1991)). Una lenta velocidad de enfriamiento
entre los 5 y -5 °C, fundamentalmente si el tamano del envase dificulta la disipacion del calor,
implica una mayor exposiciéon al estado de superenfriamiento, y una propagaciéon de la cristali-
zacion notablemente mas lenta e irregular (Woelders et al., |2005), modificindose la morfologia
de los cristales de hielo por la formacion de agregados y fusiones entre ellos (Fiser et al., [1991),

pudiendo lesionar la célula por su mayor tamano e irregularidad.

Estudios recientes (Woelders et al., 2005) basados en la criomicroscopia han conferido una
mayor importancia a la realizaciéon de esta técnica de la que ya se le habia otorgado con ante-
rioridad, observando una mayor supervivencia celular y una notable resistencia de la membrana
acrosdmica a la criopreservacion, si bien recalcan, una vez mas, la importancia del tipo de envase
para que la propagacién de la cristalizacion sea lo més rapida posible, puesto que se aprecian
diferencias de 11 °C entre la parte de las pajuelas donde se induce el seeding y su opuesta.

Para minimizar estas diferencias, los citados autores proponen la utilizacién de otros dispositi-
vos, basados en la configuracién empleada por Beckmann sobre leucocitos, en los que las pajuelas
se van a deslizar por un bloque de metal que presenta un gradiente de temperatura continuo a
lo largo de su longitud, de tal forma que el diferencial térmico existente en un determinado cen-
timetro puede ser completamente distinto del que presenta el centimetro siguiente. Las pajuelas
se desplazan con una velocidad lineal por dicho bloque de tal forma que todos sus segmentos van
a experimentar idéntica secuencia de acontecimientos, presentando la misma relacién térmica
con el exterior de la pajuela y con los segmentos vecinos en cada posicién y temperatura. Esto
significard que todo el material seminal tendra la misma velocidad de enfriamiento reduciendo

con ello la exposicion al superenfriamiento de ciertas porciones de la pajuela.

La eleccion correcta del protocolo de descongelacion a utilizar va a resultar una de las de-
cisiones que, a la postre, mas influye en la calidad de las muestras posdescongelado. El método

empleado en la descongelacién de las pajuelas, bolsas planas u otros envases como el FlatPack
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consiste en la inmersién de las mismas en un bano termostatico un determinado tiempo y a una
temperatura concreta, si bien, para poder establecer unas condiciones éptimas de descongelacion
no sélo hay que tener muy en cuenta la velocidad de descongelacion sino también la de congelacion
(y la influencia del envase utilizado sobre ambas) ademas de la concentracion del crioprotector
(Mazur], 1985)), siendo, para el espermatozoide de verraco, ampliamente estudiada la interaccion
entre estas tres variables por |[Fiser y Fairfull (1990) y Fiser et al. (1993). Estos autores llegan a la
conclusién de que con la utilizacién de pajuelas de 0,5 ml, el mejor porcentaje tanto de movilidad
como de integridad acrosémica se consigue con una concentracion de glicerol del 3% ademas de
con una velocidad de congelacion (entre 0 y -50 °C) de 30 °C/min y de descongelacion de 1200
°C/min. Por su parte, si las condiciones de congelacion se caracterizan por la utilizacion de un
3% de glicerol y de una curva de congelacion multifasica, en la que la temperatura descendia
suavemente (3 °C/min) en el intervalo que va de los 5 °C a los -6 °C y, tras mantener una pausa
de un minuto a esta temperatura, pasaba a un ritmo de 20 °C/min hasta los -100 °C, Bwanga
et al| (1991a)) proponen una descongelacion de 25 segundos a 50 °C; si el envasado se realizaba
en bolsas planas y Fiser y Fairfull] (1990) de 8 segundos a 60 °C para la utilizacion de minipa-
juelas de 0,5 ml. Si la opcién son los envases de 5 ml, bien maxipajuelas o FlatPacks, parece ser
mas recomendable velocidades de enfriamiento de unos 50 °C/min y concentraciones de glicerol
de en torno al 3%, procediendo a descongelar el material seminal a 50 °C durante 13 segun-
dos, lo que equivaldria a 900 °C/min. (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 2000b); mientras que
para el envasado en minipajuelas de 0,25 ml Woelders y den Besten (1993) recogen una veloci-

dad de congelacion idénea también de 50 °C/min pero, en este caso, con s6lo un 1,5 % de glicerol.

Parece ser que, a pesar de las diferencias observadas en las conclusiones de los citados traba-
jos, tanto en las minipajuelas como en los envases de gran capacidad, la velocidad de enfriamiento
se sitia entre los 30 y los 50 °C/min, mostrando una cierta tolerancia en un rango de velocidades
en torno a la optima (Watson, |1979). A su vez, parece claro el interés de que también la veloci-
dad de descongelacion sea elevada, al existir varios trabajos que recomiendan la de 1200 °C/min
(Salamon et all [1973; Pursel y Johnson, 1976; Fiser et al., [1993); no obstante, la velocidad de
descongelacién no sigue una relacién lineal con la supervivencia espermética como demuestran
los resultados recogidos por Eriksson y Rodriguez-Martinez| (2000b), para los que velocidades de
descongelaciéon méas elevadas no mostraron mayores promedios de espermatozoides viables, lo que
sugiere la existencia de una velocidad de descongelacién 6ptima para cada envase y cada ritmo
de enfriamiento, con la que se ve minimizado el riesgo de recristalizacion durante el descongelado

y por encima de la cual no se produce un incremento de la calidad espermatica (Eriksson) 2000).

2.1.2.3. Efectos de la adiciéon del agente crioprotector.

A pesar de que la presencia de crioprotectores en los diluyentes de congelaciéon es practica-
mente imprescindible para conseguir la viabilidad posdescongelado de los espermatozoides, su
adiciéon no va a carecer de inconvenientes. Por una parte, la adicién de crioprotectores no pe-

netrantes puede acarrear alteraciones en la membrana plasmaética o incrementar en exceso la

30



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

concentracion de solutos en el medio extracelular (Barbas y Mascarenhas, 2009), si bien estos
efectos van a ser mucho menos dafiinos que los del glicerol, a pesar de la mayor eficacia mostrada
por éste.

Aunque las razones por las cuales los espermatozoides reducen su capacidad fecundante al
permanecer en contacto con concentraciones elevadas de glicerol no estan atn bien identificadas
(Paquignon), (1985), se cree que los efectos deletéreos con toda probabilidad son debidos principal-
mente a la accién toxica y al estrés osmoético que esta sustancia ejerce sobre los espermatozoides
(Watson), 2001). Con el fin de minimizar los dafios, se ha estipulado que la concentracion reco-
mendada de glicerol resulta de 1-2 M, si bien, numerosos estudios han revelado que por encima
de 0,5 M éste ya ejerce un efecto danino, pareciendo ser, para Watson (1995)), més consecuencia
de la citotoxicidad que manifiesta que del posible estrés osmoético al que somete a la célula. Se
han sugerido varias teorias para justificar esta citotoxicidad; unas que relatan un incremento en
la viscosidad del citoplasma lo que implica una limitacién en los procesos de difusién a través
de la membrana (Hammerstedt et all [1978]), otras que sugieren que por medio de la incorpora-
cién del glicerol a la membrana, se van a inducir cambios en la estructura lipidica y, con ello,
la posibilidad de alterar la estabilidad y la permeabilidad al agua de la misma. Por otra parte,
Hammerstedt et al.,[1990|argumentaba que el glicerol, en su condicién de sustrato, podria alterar
el estado bioenergético del espermatozoide interfiriendo en el balance entre la sintesis y la utili-
zacion de ATP, haciendo que se comprometan procesos dependientes de iones lo que provocaria
danos irreversibles en la célula.

La escasa tolerancia al glicerol varia extremadamente entre las especies; asf, mientras en
el toro, el morueco o el caballo, se utilizan concentraciones comprendidas entre el 4 y el 9%
(Watsonl, |1990)), la concentracién éptima para los espermatozoides de los marsupiales ronda el
20 % (Holt,, 2000b) o, por el contrario, en otros, como los espermatozoides de verraco (Watson,
1990, (1995; Holtl, 2000b) o de ratén (Holt|, 2000b), no se recomienda incorporar a los diluyentes
mas de un 3 6 un 1,75 %, respectivamente, dadas las graves lesiones que se originan a nivel de
ciertas estructuras como el acrosoma; en concreto, en verraco se ha determinado que la integridad
de esta estructura desciende de forma lineal con el incremento de la concentracion de glicerol
del 0 al 6 %, mientras que, por el contrario, otras caracteristicas espermaticas como la movilidad
van a verse estimuladas al incrementar dicha sustancia entre un 0 y un 4% (Paquignon, 1985;
Almlid y Johnson| [1988; |Fiser et al (1993} [Fiser et al., |[1995).

El estrés osmoético al que se refieren los autores responde a las variaciones osméticas ocurri-
das tanto por la penetracién del crioprotector en la célula, circunstancia que depende del grado
de permeabilidad de la membrana al mismo (Gao et al) 1993a; Watson| 1995), como por su
eliminacion (Watson, 2000). A este respecto, |Gao et al.| (1995) observé en semen humano que la
exposicién de los espermatozoides a una concentracién 1 M de glicerol anadido en un solo mo-
mento, provocaba variaciones de volumen que excedian los limites tolerables, tanto en la adicién
como en la eliminacién del crioprotector, por lo que, en ciertas ocasiones, se ha recomendado
anadir el glicerol en varias etapas sucesivas con el fin de reducir el dafnio celular (Watson, |1995).

Otros factores a tener en cuenta van a ser, por un lado, la temperatura a la que se anade
el glicerol, de la cual parece que va a depender la severidad de este efecto osmético, como

demuestra el hecho de que la capacidad de fecundacién de los espermatozoides se vea mermada
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si la incorporacion del crioprotector se realiza a 20 °C con respecto a si ésta se efectiia a los
5 °C (Wilmut y Polge, [1974); y por otro, el tiempo de estabilizacion con el glicerol, ya que,
a pesar de que la penetracion en la célula se produce en unos pocos segundos tras su adicién,
se ha comprobado que mantener el contacto con los espermatozoides durante un periodo de
2-4 horas puede ser beneficioso para la supervivencia posdescongelacion (Fiser et al.l [1995; [Yi
et all [2002), si bien, al existir estudios previos que, por el contrario, lo desaconsejan (Wilmut
y Polge), |1974; Almlid y Johnson, [1988) se ha sugerido que el periodo de estabilizacion a 5 °C
es, independientemente de la presencia o no del glicerol, el factor que ha podido incrementar la

supervivencia celular al proceso.

2.1.3. Efectos y consecuencias de la criopreservaciéon sobre la estructura y
funcionalidad celular.

2.1.3.1. Efecto y consecuencias del proceso de criopreservaciéon sobre las membra-

nas.

La conjuncién de situaciones estresantes a lo largo de todo el proceso de criopreservacion,
tales como la adicién de crioprotectores, las variaciones en el volumen celular en respuesta a
cambios osméticos, la aparicion de fendomenos de transicion de fases de los fosfolipidos, la for-
macién de especies reactivas de oxigeno o de cristales de hielo o, incluso, el contacto celular con
concentraciones elevadas de solutos, va a determinar que la primera causa de dano celular en la
congelacion sea la alteracion de la membrana plasmaética (Parks y Graham) [1992)), que si bien
no es la dnica membrana celular afectada, ya que se aprecian notables lesiones en otras como
la acrosomica o la mitocondrial (Watson, 1995; |Salamon y Maxwell, 20005 |Schober et al., 2007),
si parece ser la estructura espermatica més severamente castigada por el proceso de congela-

cion/descongelacion (Parks, |1997).

Los efectos del proceso de criopreservacion sobre las membranas celulares van a consistir en
la alteracion de su estructura (Holt y North, 1984: Watson y Plummer} |1985; Hofmo y Andersen,
1989; [De Leeuw et al., [1990a) y en la modificacion de su composicion lipidica y organizacion
molecular (Hinkovska et al., 1989; Buhr et all [1994; Boronchuk et al., 1996} [Cerolini et al.l
2001)), que a su vez, dado el incremento de la permeabilidad que se produce, van a originar la
pérdida de moléculas (ATP, acidos nucleicos, enzimas) e iones intracelulares (magnesio, potasio),
provocando notables trastornos en el balance ionico (Watson y Plummer, 1985, Whitel, 1993;
Bailey y Buhr, 1995)). De esta forma, las lesiones acontecidas en la membrana plasmatica, el
acrosoma y las mitocondrias producen como efectos inmediatos la pérdida de la permeabilidad
selectiva del plasmalema (disminuyendo la capacidad para regular la entrada de iones de calcio y
sodio, que se acumulan en el espacio intracelular), la apariciéon de trastornos en el metabolismo
aerobio (respiracion celular) y la glucolisis anaerobia, que limitan las posibilidades de generar
nuevas moléculas de ATP, comprometiendo, como consecuencia de ello, todas aquellas funciones
celulares dependientes de energia, entre las que destaca la motilidad (De Leeuw et al., 1990a;
Bwangay, (1991} (White], [1993)).

En cuanto a las alteraciones estructurales, varios autores han estudiado los efectos de la
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criopreservacion, bajo microscopia electronica, sobre células espermaticas de diferentes especies
como la ovina (Holt y North} [1984), la bovina y la porcina (De Leeuw et al., 1990a)), o incluso del
zorro del Artico (Hofmo y Andersen, [1989), detectando todos ellos lesiones similares, caracteri-
zadas por agrupaciones de particulas intramembranosas que reflejan la aparicion de separaciones
laterales de fase.

Por su parte, Watson y Plummer| (1985), en un estudio detallado de las alteraciones ultra-
estructurales de las membranas plasmética, acrosémica y mitocondrial del espermatozoide de
verraco, exponen que las células criopreservadas presentan, en un alto porcentaje de ellas, des-
prendimientos de la membrana acrosomal externa, acompanados de la pérdida parcial del conte-
nido de la matriz acrosomal, asi como soluciones de continuidad en el plasmalema, mientras que
a nivel de la mitocondria el grado de alteracién de las lesiones recogidas varfa notablemente, si
bien, la intensidad de todas parece depender tanto de la severidad del estrés térmico producido,
como del grado de susceptibilidad de cada estructura, para lo que la membrana plasmaética de la

pieza intermedia se ha mostrado, en cierto modo, mas resistente.

Los cambios en la composicién lipidica de la membrana se van a caracterizar no tanto por
una variaciéon en el contenido de lipidos totales, donde se han podido detectar tanto pérdidas
(Chesmedjieva et al., 1996 como ganancias (Cerolini et al) 2001), como en variaciones en su
composicion (Hinkovska et al.,[1989; Buhr et al., 1994 [Boronchuk et al.l|1996), que se han puesto
recientemente de manifiesto en estudios elaborados con Merocianina, que comprueban que dichos
desérdenes lipidicos pueden tener su explicacion en la movilizacién de la fosfatidilserina y fos-
fatidiletanolamina, desde su localizacién interna en la membrana hacia el exterior de la misma,

como consecuencia del proceso de criocapacitacion (Thomas et al., [2006)

La pérdida de enzimas intracelulares, consecuencia de estos trastornos, va a tener una espe-
cial importancia en el devenir de la célula; a este respecto, se han detectado pérdidas de enzimas
como la lactato deshidrogenasa, la glutamato oxaloacético transaminasa, la glucosa fosfato iso-
merasa, la fostatasa alcalina, la superéxido dismutasa, la catalasa o la glutatién peroxidasa en
varias especies de mamiferos domésticos (Watson y Plummer, [1985; Bwangal, [1991; Alvarez y
Storey, [1992; [Lasso et al., [1994; [Upreti et al., [1996), ocurridas en una o en varias fases del pro-
ceso, pudiendo ser éstas diferentes para cada especie y para cada enzima en cuestion; sea como
fuere, dichas pérdidas repercuten de forma notable en el metabolismo de los carbohidratos, oca-
sionando un descenso importante de los niveles de actividad glucolitica y respiratoria (Watson y
Plummer, [1985). Otro grupo importante de enzimas que ve disminuida su concentracion tras la
criopreservacion lo conforman moléculas como la superéxido dismutasa, la catalasa y la glutation
peroxidasa, que se responsabilizan de la metabolizacion de las ROS (Alvarez y Storey, [1992; Lasso
et al.,[1994), lo que va a originar un incremento de los niveles de éstas (Wang et al., 1997} |Cerolini
et al., 2001; Chatterjee y Gagnonl [2001; Maldjian et all |2005), causando alteraciones como la
peroxidacién lipidica de componentes de las membranas celulares, alteraciones del citoesqueleto,
inhibicién de la unién ovocito-espermatozoide o lesiones en el axonema asociadas con pérdida
de la motilidad espermatica (citadas por Breininger et al., |2005); la situacion se ve agravada

por la disminucion en el medio extracelular de otros compuestos antioxidantes (o-tocoferol, acido
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ascorbico, taurina, hipotaurina, etc) tras la dilucién y/o centrifugacion previa a la congelacion
en la mayoria de protocolos de criopreservacion (Brouwers et al., 2005). Hay que tener en cuenta
que la repercusion de esta pérdida resulta mucho més preocupante en los espermatozoides de
porcino, debido a la alta susceptibilidad que presentan por el elevado contenido en acidos grasos
insaturados en los lipidos de membrana y a la pobre capacidad antioxidante (Breininger et al.

2005) que presentan.

Respecto a las alteraciones del balance i6nico, se hace referencia a perturbaciones en el equi-
librio de las concentraciones de sodio, zinc y calcio, que se acumulan en el medio intracelular,
y de las de potasio y magnesio, que salen de forma masiva de la célula (Watson y Plummer]
1985). El actumulo de iones de calcio en el interior de la célula es muy significativo en el verraco
(White, [1993; Bailey y Buhr, [1995), aunque con destacadas diferencias entre individuos (Watson
v Plummer]| [1985)); en cambio, el grado de alteracion del equilibrio de los restantes iones es similar
en los espermatozoides de verraco, morueco y toro (Watson y Plummer; [1985)). El incremento de
la concentracién del calcio intracelular puede deberse a la alteracién de la actividad de la bomba
que la regula (White, 1993), pues con el descenso de temperatura las proteinas de membrana que
funcionan como bomba de iones disminuyen su actividad (Watson y Plummer, [1985) y también
interferird con los mecanismos de transporte de este elemento la segregacion de proteinas, debido
a las separaciones laterales de fase (Watson y Plummer} [1985). No obstante, el enfriamiento no
afecta en todas las especies de igual modo a la capacidad que tiene la célula para regular el
calcio (Bailey y Buhr| 1995)), pudiendo entonces el incremento intracelular estar relacionado con
la susceptibilidad a la hipotermia que cada una presente (Watson y Plummer, 1985)). Finalmente,
dado el papel que desempena el calcio en la reaccién acrosémica, se ha sugerido que la pérdida
de continuidad y la vesiculizacién de la membrana, que se observan en la regién anterior de la

cabeza espermatica, pueden ser consecuencia del acimulo intracelular de este ion (Parks, |1997).

2.1.3.2. Efectos sobre el citoesqueleto.

Existen evidencias de que determinadas proteinas del citoesqueleto ejercen una funcién es-
tabilizadora de la membrana plasméatica del espermatozoide (Holt y North|, 1991)), y dado que
muchas de ellas manifiestan un proceso de despolimerizacioén y repolimerizaciéon dependiente de
la temperatura (Watson, [1995), aquella podria verse comprometida en caso de que se vieran afec-
tadas por el enfriamiento. Por otro lado, el glicerol altera la polimerizaciéon y despolimerizacion
de los microtubulos del citoesqueleto, lo cual podria repercutir indirectamente en la membra-
na plasmatica; en concreto, los cambios en la estructura de éstos pueden alterar la interaccidon
que mantienen con las proteinas de la membrana, afectando asi al mecanismo de transduccién
de senales, o desorganizando la caracteristica estructuracién en “dominios” (Parks y Graham)|
1992).

Del mismo modo, la rapidez con que se producen cambios en el volumen celular también
tendria consecuencias resefiables sobre el sostén esquelético de las membranas plasmatica y acro-
somal, aunque no se ha profundizado mucho en el tema (Watson, [1995). Constituye un dato

resenable el hecho de que la dimensién de la cabeza espermaética influye en la alteracién estructu-
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ral de la membrana plasmaética de la regién acrosémica, pues en el espermatozoide de las especies
mas vulnerables ésta es alargada y plana, mientras que en las especies resistentes es més pequena
y convexa. Los elementos estabilizadores del citoesqueleto parecen no estar presentes en la region
anterior de la cabeza, con lo que las consecuencias del enfriamiento serian mas graves en las
especies con espermatozoides de cabeza plana y alargada, al ocupar esta regiéon, generalmente,

una mayor superficie (Watson y Plummer, |1985).

2.1.3.3. Efectos sobre la movilidad celular.

La pérdida de movilidad que experimentan los espermatozoides criopreservados podria ser
debida a los cambios ocurridos en el transporte activo y en la permeabilidad del plasmalema,
as{ como en la alteracion de la disponibilidad energética; algunos autores apuntan que también
podria ser consecuencia de los danios que se producen durante el proceso en los componentes del
axonema (Watson), |1995)), si bien esta ultima posibilidad resulta un tanto controvertida, puesto
que hay otros que no encuentran tales evidencias o que comprueban que esas alteraciones se
revierten con la descongelacion (autores citados por [Watson), [1995)).

Asi mismo, esta reduccion de movilidad de los espermatozoides criopreservados puede ser
relacionada también con el fendémeno de peroxidacion lipidica que se produce en la membrana.
El hecho de que afecte de una manera mas intensa a nivel de la pieza intermedia (Brouwers et al.,
2005), hace suponer que va a interferir en la produccion energética a través de la respiracion oxi-
dativa en las mitocondrias de esa zona; en efecto, se han establecido correlaciones significativas
entre los danos morfologicos de la pieza intermedia y el descenso de la movilidad observado en
la poblacion espermética (Karow, [1997). En esta misma linea, se ha determinado igualmente
la existencia de una elevada correlacion entre la formaciéon de ROS y el descenso de movilidad
posdescongelacion y entre éste v la pérdida de la superéxido dismutasa [SOD] (Alvarez y Storey,
1992; Brouwers et al.l [2005). No obstante, la accion de las ROS no sélo se limita a perjudicar
la produccion de energia del espermatozoide criopreservado, sino que también (como citan Brei-
ninger et al., 2005)) afecta al citoesqueleto, sumandose a los danos causados por la formacion y
la dilucién de hielo, lo que repercute directamente en la funcién motil de la célula espermatica.
Las modificaciones que se producen durante el proceso de criopreservacion en la movilidad del
espermatozoide, no son tinicamente cuantitativas, sino que también existen cambios cualitativos
en el patron de movimiento espermatico; en concreto, en la etapa en la que se elimina el plas-
ma seminal del eyaculado y en la que tiene lugar la adicion del diluyente de refrigeracion se ha
observado un incremento de los espermatozoides que presentan una elevada VCL y ALH y un
reducido LIN (Cremades et al., 2005), caracteristicas que recuerdan a las de los espermatozoides
hiperactivados en la capacitacion previa a la fecundacion (Schmidt y Kampl 2004)). Estas alte-
raciones en los parametros de movilidad vienen a reflejar un proceso parecido a la capacitacion
que sufre el espermatatozoide debido posiblemente a la pérdida de factores decapacitantes que
se produciria con la eliminacion del plasma seminal en la centrifugacion (Mortimer et al., [1998),
asi como a los cambios en la membrana pliasmatica similares a la capacitacién descritos tanto
por Maxwell y Johnson| (1997b) como por (Green y Watson (2001). No obstante, dicha poblacion

de espermatozoides hiperactivados no aparece tras la descongelacién, con lo que se especula que
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los procesos de deterioro de la membrana progresan hasta causar la muerte celular, siendo este

fenémeno otro de los causantes de la drastica caida de la movilidad espermética.

2.1.3.4. Efectos sobre el niicleo de la célula.

En estudios realizados con espermatozoides de humano se ha comprobado que el proceso
de congelacion/descongelacion altera el estado de condensacion de la cromatina nuclear (se di-
ce que se supercondensa) [revisado por |[Royéere et al.| (1991)] y como también se ha constatado
que en ovocitos fecundados in vitro con espermatozoides criopreservados se produce un retraso
considerable en la aparicién de los pronticleos, con respecto a los que son fecundados con es-
permatozoides procedentes de eyaculados frescos, podria haber una relacién causa-efecto entre
ambos fenémenos, que tendria consecuencias importantes sobre la capacidad fecundante del es-
permatozoide, y quizas también sobre las primeras etapas del desarrollo embrionario (Hamamah
et al., [1991). Estas alteraciones en el nicleo de la célula, que se producen ya desde la misma
etapa de dilucion y se acentuan después en la fase de congelacion, podrian estar originadas por
movimientos de iones de zinc, o cambios en el equilibrio de los puentes disulfuro o de los grupos
tiol, que afectarian a la relacion entre el ADN y las proteinas nucleares (Royére et al.,1991). En
espermatozoides criopreservados de verraco se ha observado igualmente un estado similar de su-
percondensacion de la cromatina nuclear (Hamamah et al.,[1990)), y en algunos estudios (Cairoli
et al., [1991)) se relaciona con la capacidad fecundante y/o el desarrollo embrionario, al obtener
embriones menos desarrollados en cerdas inseminadas con semen descongelado; estos autores
atribuyen este hecho al insuficiente nimero de espermatozoides en la unioén utero-tubarica debi-
do a las alteraciones del transporte espermético, como consecuencia de los dafios de membrana,
mientras que Martin-Rillo et al.| (1999) asocian este tipo de trastornos a alteraciones en la orga-
nizacién de la cromatina nuclear, pues la proporcién de embriones en estadios menos avanzados
de desarrollo y de embriones degenerados es mayor en las cerdas que habian sido inseminadas
con semen descongelado, en comparacion con las que se inseminaron con semen refrigerado, en el
que se evidenciaba una menor condensaciéon de la cromatina; no obstante, estas modificaciones
no mermaban la capacidad fecundante del espermatozoide.

Otros autores también determinan que el proceso de congelacion/descongelacion disminuye la
capacidad de fecundacién de los espermatozoides mediante la desestabilizacién de la cromatina,
lo que provocaria un incremento de la susceptibilidad del ADN a la desnaturalizacion in situ
(Peris et all [2004)); de hecho, se ha determinado que tras la criopreservacion la fragmentacion
y la oxidacion del ADN sufren un incremento significativo en espermatozoides humanos (Zribi
et all 2008). El dano del ADN espermético ha sido asociado con niveles elevados de ROS en el
semen descongelado (Wang et al.,[2003; Zini y Libman, [2006; [Li et alJ,[2007), por lo que mediante
la suplementacién con antioxidantes se ha conseguido reducir los niveles de ROS y el dano del
ADN nuclear, lo que conlleva un incremento notable de la calidad de las muestras (Li et al., 2007)
y, consecuentemente, de la fertilidad mostrada por ellas (Gadea et al., 2008]). Esta relacion entre
el estreés oxidativo y el dafio del ADN ha sido sugerida en diversos estudios (Irvine et al., [2000;
Moustafa et al., 2004), dada la capacidad de las ROS de dafiar el ADN mitocondrial y nuclear

por medio de alteraciones como la fragmentacién, depleciones, modificaciones de bases u otras
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(Shamsi et al.,[2008); de hecho, en varios trabajos se recoge un incremento en la fragmentacion del
ADN tras el proceso de criopreservacion (Fraser y Strzezek| (2007); Zribi et al., 2008), resultando
independiente del medio y del método de congelacion utilizados (Fraser y Strzezekl 2007). Por
otro lado, se ha establecido que el sistema de empaquetamiento en protaminas proporciona una
cierta protecciéon frente a la oxidacion, por lo que una posible deficiencia en la protaminacién
hace a las células mucho més susceptibles al ataque de estas ROS (Oliva, [2006).

Las causas del dafio del ADN no han podido ser esclarecidas completamente, pues mientras
unos autores apuntan a la influencia del estrés oxidativo (Thomson et al., 2009), otros consideran
que ésta es menor (Kadirvel et al.,[2009) y proponen una incidencia mayoritaria de otros procesos,
como la activacion de caspasas y la apoptosis, o la deficiencia en las enzimas encargadas de reparar
el ADN (Zribi et al. 2008). En este mismo sentido Van der Schans et al.| (2000) observaron en
espermatozoides de toro, mediante la utilizacion de un test de ELISA para medir el dafio oxidativo
en la doble hélice del ADN, que éste no se incrementaba tras el proceso de criopreservacion.
Asimismo, [Flores et al.| (2008a) no recogen la aparicién de fragmentacion tras el proceso de
criopreservacion, pero sin embargo si obtuvieron cambios en la protamina-1-DNA con los que
justifican la pérdida de capacidad fecundante debido a la incorrecta formacién de la estructura
nuclear que éstos producirian tras la penetracién del ovocito. Sea como fuere, aunque parece
claro que la criopreservacion va a originar danos a nivel del ADN, posiblemente mediante su
fragmentacién o su oxidacién, va a ser necesario continuar investigando para dilucidar cuéles son

los mecanismos que los originan.

2.1.3.5. Otros efectos que alteran la capacidad fecundante de los espermatozoides.

Como consecuencia de esta amplia gama de alteraciones que tienen lugar durante el proceso de
criopreservacion, en torno al 40 6 50 % de las células espermaticas no consiguen sobrevivir (Wat-
son,, [2000)), incluso utilizando protocolos optimizados para intentar minimizar los dafios (Watson,
1995)), pero ademés, la mayoria de los espermatozoides supervivientes van a presentar caracte-
risticas distintas a las que tenian con anterioridad al proceso de congelacion/descongelacion,
que van a repercutir en su capacidad fecundante (Watson), [1995); asi, la exposicion de los es-
permatozoides a las situaciones de enfriamiento, de adicién del crioprotector o de formacién o
disolucién de hielo, origina en ellos alteraciones de la capacidad motora, asi como deficiencias en
el reconocimiento de receptores y en el mantenimiento de un posterior desarrollo embrionario,
o va a hacer que presenten una alta susceptibilidad a la peroxidacién lipidica; en definitiva, la
disminucién de la capacidad fecundante de los espermatozoides criopreservados va maés alla de
la simple reduccion de espermatozoides catalogados como “vivos” (Watson, 2000)).

Entre todos estos fenémenos que van a interferir de uno u otro modo en la capacidad fecun-
dante, destaca la ostensible reduccién del tiempo de supervivencia que sufren los espermatozoides
como consecuencia de modificaciones estructurales y funcionales acaecidas en el proceso, de tal
forma que éstos no van a ser capaces de mantenerse vivos en el aparato genital de la hembra
durante varios dias, como relataba (Curry| (2000), y de permanecer en el oviducto con un estado
de “competencia funcional” (obtenido a través de la capacitacion) cuando se produzca la ovula-

cion. Este conjunto de alteraciones morfofuncionales que sufre el espermatozoide, como hemos
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mencionado con anterioridad, que responde al nombre de criocapacitacion o capacitation like
changes, provoca un estado de reactividad similar al observado en la capacitacion fisioldgica, pe-
ro en este caso, desde el mismo momento en el que se produce la descongelacion (Watson), [1995;
2000; (Curry, 2000), por lo que no es que los espermatozoides presenten una menor capacidad
fecundante, sino que la adquieren en un momento anterior al fisiologicamente establecido (Pérez
et all[1996; |Cormier et al.,|1997: Rota et al.l (1999, lo que va a provocar una caida de la fertilidad
si la inseminacién no se efectiia en un momento adecuado para que se produzca un encuentro

rapido entre aquellos y el ovocito.

2.2. Técnicas de contrastacién seminal.

2.2.1. Introduccion.

Las técnicas de contrastacién seminal pretenden establecer la capacidad fecundante de un
determinado eyaculado o de una muestra seminal cualquiera, si bien, hasta el momento nin-
gin test que podamos realizar en un laboratorio lo ha conseguido por si solo, como demuestran
las bajas correlaciones existentes entre los resultados obtenidos en laboratorio y la fertilidad en
campo (Rodriguez-Martinez, [2003). Esto es, en cierto modo, razonable puesto que el proceso
reproductivo presenta una gran complejidad y su resultado final va a estar influenciado, ademas
de por las caracteristicas de los espermatozoides implicados, por factores condicionantes de la
hembra, por la interacciéon entre el macho y la hembra, asi como por el efecto de la manipulacion

humana en el proceso (Colenbrander et al., [2003; |(Gonzalez-Urdiales et al., | 2006]).

Aunque no se pueda determinar con exactitud, por medio de los analisis del semen efectuados
en el laboratorio, la fertilidad que vamos a obtener en las inseminaciones artificiales realizadas,
éstos han resultado y resultan imprescindibles a la hora de conocer la calidad de unas muestras
seminales concretas, tanto para establecer el efecto que ejercen sobre ellas determinados factores,
como pueden ser las variaciones de temperatura, los medios artificiales de dilucién, el paso del
tiempo o ciertos procesos tecnologicos a los que las sometemos (entre los que se encuentra la
criopreservacion), como para seleccionar verracos con alta capacidad reproductiva, junto con otras
pruebas como el anélisis clinico del aparato reproductor, la evaluacion de la libido y la capacidad
de monta, o el estudio de los datos relativos a las inseminaciones pasadas (Colenbrander et al.,
2003; (Gonzalez-Urdiales et al.l 2006).

Los anélisis que se realizan de forma rutinaria en los Centros de Inseminacién comerciales se
reducen a la valoracion de los parametros que histéricamente han estado mas considerados (movi-
lidad, morfologia celular o estado del acrosoma), ademés de aquellos que resultan necesarios para
establecer otro factor clave en la fertilidad y prolificidad, como es el nimero de espermatozoides
inoculados por inseminacion (volumen y concentracion del eyaculado). A pesar de que estas va-
loraciones presentan una limitada prediccion de la capacidad fecundante, hay que reconocer que
les corresponde una buena parte del éxito que ha supuesto la instauraciéon y generalizacion de
la TA como técnica reproductiva en numerosas especies, y precisamente con base en los buenos

resultados obtenidos con ésta, se ha de considerar que la valoracién seminal habitual es efectiva,
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si bien esta efectividad surge principalmente de la eliminacion de aquellos eyaculados con pobres
espermiogramas y que con toda seguridad presentarian fertilidades bajas, estando el contrapunto
en que aquellos otros que muestran buenas caracteristicas, no nos van a garantizar necesaria-
mente buenos resultados de fertilidad (Colenbrander et al., [2003; (Gadeal, 2004; [2005)).

Hasta el momento, no existen muchos trabajos que correlacionen los parametros esperméti-
cos con la fertilidad (Gadea et al., 2004b), y en la mayoria de ellos estas correlaciones presentan
pobres significaciones estadisticas (Woelders, [1990; Flowers, [2002) o son enormemente variables
dentro de un mismo parametro, encontrandonos asi con coeficientes que van del 0,15 al 0,83
para el anélisis de la movilidad espermatica, o del 0,06 al 0,86 para la morfologia celular (da-
tos recogidos en Rodriguez-Martinez, [2003). En este sentido, la comunidad cientifica continda
intentando desarrollar pruebas que, mediante la evaluacién de ciertas funciones espermaéticas,
nos proporcionen correlaciones més estables y contundentes con la fertilidad; asi, se han incre-
mentado los estudios de la interaccién espermatozoide-ovocito, por medio del desarrollo de la
fecundacion in vitro (FIV) |[Gadea et al., [1998; Xu et al., 1998; Selles et al., 2003 (citados en
Gadea et all 2004b)], o de métodos que imitan parcialmente los procesos necesarios para llevar
a cabo la fecundacion en el aparato reproductor de la hembra (unién a explantos tubéaricos,
union a la zona pelucida, contaje de espermatozoides accesorios, penetracion de ovocitos, etc.)
|[Rodriguez-Martinez, [2006].

En los ultimos anos, el desarrollo tecnolégico ha posibilitado la aparicién o el perfecciona-
miento de sistemas como el anéilisis seminal computarizado, conocidos como sistemas CASA
(Computer-Assisted Semen Analysis), o la citometria de flujo; esta tultima permite realizar valo-
raciones simultaneamente (Graham, [2001; Rodriguez-Martinez, 2003; |Colenbrander et al.l 2003;
Guillan et al., 2005)), asi como efectuar en un corto intervalo de tiempo el anélisis a un nimero de
células mucho mas elevado que el permitido por las técnicas habituales, proporcionando con ello
una mayor fiabilidad y exactitud en los resultados. Los sistemas CASA, por su parte, ademas de
aportar informacién sobre nuevas caracteristicas de los espermatozoides, como su cinemaética o su
morfometria, han conseguido estandarizar el método de valoracién y reducir notablemente, tanto
la subjetividad caracteristica de ciertas valoraciones, como el tiempo empleado en su ejecucién,
aparte de que su incorporacién, gracias a la evaluaciéon individual de las células esperméticas,
ha cambiado la linea de pensamiento actual, pasando a basar las valoraciones en la presencia de
subpoblaciones espermaticas diferenciadas a partir de una amplia bateria de pruebas analiticas
(Soler et al., 2006).

De todas formas, la valoracion de parametros funcionales de forma individual siempre nos
proporcionard unicamente datos parciales sobre la capacidad funcional del espermatozoide, por
lo que el estudio combinado de varios de estos pardmetros por medio de un anélisis de regresiéon
miltiple nos posibilitarda una mayor aproximacioén al conocimiento del estado funcional real de
los espermatozoides, resultando, hoy por hoy, la via mas fiable y eficaz, tanto para la determi-
nacién de animales subfértiles como para la estimacién del nivel de fertilidad de los eyaculados
(Rodriguez-Martinez, 2003). Esto es logico, si tenemos en cuenta que las células esperméticas

necesitan poseer distintas cualidades para llevar a cabo la fecundacién de forma correcta, como
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son (Graham) 1996):
= Motilidad progresiva.
= Morfologfa normal.
= Metabolismo energético activo.
= Capacidad para desarrollar una motilidad hiperactivada.
= Integridad estructural y funcional de la membrana.

» Funcionalidad de las enzimas asociadas con la fecundacion.

Capacidad de penetracion y transferencia 6ptima del material genético.

Aunque la valoracion de todas y cada una de estas cualidades nos aproximaria mucho al
conocimiento de la capacidad fecundante del semen, a nivel practico esto no resulta factible, ya
que ademas de las premisas de objetividad, repetitividad y exactitud que todo anéilisis seminal
ideal debe cumplir (Rodriguez-Martinez), |2003)), hay otras que también son importantes, como
la sencillez, la rapidez y por supuesto la rentabilidad (Gonzalez-Urdiales et all 2006), y es muy

dificil que todas se cumplan simultdneamente.

No obstante, conseguir dictaminar que una determinada técnica o que un grupo de técnicas
nos aproxima realmente a la capacidad fecundante, depende en gran medida del diseno de los
experimentos efectuados ya que, en muchos casos, la variabilidad observada en las correlaciones
con la fertilidad puede ser consecuencia de las diferencias existentes entre estudios, bien por una
variacién en la época del afio, en las técnicas empleadas, etc. Un disefio experimental ideal debe
emplear, tanto un nimero de inseminaciones suficientemente grande para que la estimacion de
la fertilidad sea fiable, como un namero de verracos representativo de la poblacion (Pace, 1980),
v también ha de tener en cuenta el nimero de espermatozoides inoculados en la inseminacién,
puesto que se ha de emplear un nimero que permita detectar variaciones en la calidad cuando
éstas existan; por ello, Pace| (1980) considera que muchos de los estudios efectuados deberian
ser reevaluados, ya que al haber utilizado un nimero células superior al éptimo, habrian queda-
do enmascaradas las posibles deficiencias de calidad de las muestras, por lo que los resultados

obtenidos no serian concluyentes.

2.2.2. Técnicas de contrastacion seminal.
2.2.2.1. Valoracién macroscoépica del eyaculado.

La valoracién macroscopica del eyaculado es la primera valoracién que se ha de realizar
tras la recoleccién del mismo y en ella procederemos a determinar su volumen, asi como a
efectuar una evaluacion subjetiva de su aspecto, color y olor. El eyaculado ha de presentar un
color blanquecino, lechoso o claro, en funcién de la concentracién espermética, y un olor sui
generis; la presencia de cualquier coloracion diferente a ésta o de un olor anormal pueden ser

debidos a la presencia de alteraciones patologicas del tracto genital, como hemorragias (color

40



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

rojizo) o infecciones pidgenas (tonalidad parda), o bien a la contaminacion del material seminal
en el momento de la eyaculaciéon, generalmente con orina o con secreciones prepuciales (color

amarillento y olor caracteristico a orina) [Martin-Rillo et al., 1996].

2.2.2.2. Calculo de la concentraciéon espermatica.

En 1961, [Salisbury y Vandermark (citado en |Flowers| 2002), propusieron un modelo en el que,
mediante una curva asintética entre el niimero de espermatozoides viables presentes en una dosis
seminal y la fertilidad que se obtiene de ella, se observaba que la fertilidad aumenta a medida
que se incrementa el nimero de estos espermatozoides, hasta llegar a un nivel 6ptimo a partir
del cual el incremento de células espermaticas inseminadas ya no representaba un aumento de
la fertilidad. La determinacion de este punto 6ptimo es uno de los aspectos més determinantes
a la hora de rentabilizar el trabajo en un Centro de Inseminacién comercial, puesto que permite
conseguir la maxima fertilidad y rentabilidad posibles; por ello es muy importante disponer de
un método de calculo de concentracién muy exacto, que nos permita elaborar el mayor ntimero
de dosis posible sin que disminuya ese valor 6ptimo (Gonzalez-Urdiales et al., |20006]).

Actualmente existen numerosos procedimientos para este fin, siendo los mas utilizados en la
practica los hematocitometros o cdmaras de recuento celular y los espectrofotémetros o fotoco-
lorimetros (Hafez|, 2000} \Gonzalez-Urdiales et al., 2006)), y en menor medida, pero cada vez con
més frecuencia, los sistemas basados en el anélisis de imagen, como los médulos de concentracion
de los sistemas CASA o el sistema recientemente introducido Nucleocounter®, ¥y ya con un uso
muy reducido, limitado exclusivamente a la investigacién debido al elevado coste de los aparatos,
se encuentran los citometros de flujo y los contadores electronicos de particulas (Woelders, 1990
Hafezl, 2000, \Gonzalez-Urdiales et al., [2006).

En la superficie de los hematocitémetros estan grabadas una serie de lineas que delimitan
una cuadricula cuyas divisiones presentan diferentes superficies, todas ellas, al igual que la altura
de la camara, conocidas. A partir del nimero de espermatozoides contabilizados en el interior
de los cuadrados seleccionados, y sabiendo el factor de diluciéon empleado en la muestra, resulta

muy sencillo conocer la concentraciéon de la misma a partir de la siguiente formula:

Células contabilizadas

N® espermatozoides/pl = Superficie(mm?2) z Prof. Cdmara z Dilucion

Este método, si bien es uno de los que mas difusién ha tenido, debido a su bajo coste y a que
solo requiere la supresiéon de la movilidad espermética de la muestra, para lo cual se emplea una
solucién fijadora, presenta algunos inconvenientes, como son el elevado tiempo requerido para
la valoracion o la escasa repetitividad entre duplicados, mostrando coeficientes de variacion de
hasta el 12 %, mucho mayores que los de otros sistemas como el espectofotometro (2,9%) o la
citometria de flujo (2,3 %) |Paulenz y Hofmo, 1996|, a pesar de lo cual, los hematocitémetros
siguen siendo utilizados como referencia para comparar los resultados del resto de técnicas.

Existen en el mercado numerosas camaras de recuento celular, siendo las mas usadas la

Neubauer, Neubauer improved, Biirker y Makler.
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Los espectrofotémetros y fotocolorimetros miden, en porcentaje, la cantidad de luz que atra-
viesa (transmitancia) o que queda retenida (absorbancia), al incidir un haz de luz sobre una
muestra situada en una cubeta transparente. Se trata de un método de valoracién indirecto, por
lo que la densidad 6ptica obtenida se ha de contrastar con una recta patrén, realizada previa-
mente con diluciones de semen de concentracién conocida. Los resultados presentan una alta
correlacion con el recuento directo en camara (Foote et al., 1978} Tejerina et al., 2006b)), y una
mayor repetitividad que éste, siendo también un método mucho méas réapido y practico (Boixo
et al., 1987). No obstante, también presenta algin inconveniente, ya que tanto la aglutinacion
esperméatica como la precipitacién de algunas proteinas del plasma seminal proporcionan una
cierta heterogenicidad 6ptica a las muestras y pueden interferir en la medicion (Peléez et al.,
1999)).

En cuanto a los sistemas basados en la tecnologia de andlisis de imagen, nos encontramos fun-
damentalmente con los sistemas CASA, cuyos mddulos de célculo de concentracion presentan en
su mayoria resultados con una baja correlacién con respecto a los obtenidos por los hematocité-
metros, constatandose diferencias significativas entre ambos métodos en diversos estudios (Chan
et al., [1990; Tguer-ouada y Verstegen, 2001; [Tejerina et all [2006b)). Esto podria deberse, segiin
varios autores, a una sobreestimacién motivada por las colisiones producidas entre espermato-
zoides (Coetzee et al., 2001), lo que conlleva a la contabilizacion repetida de varias células. Para
solventar este error, se aconseja eliminar la capacidad métil de los espermatozoides mediante la
fijacion de las muestras de forma previa al anélisis o, con el fin de reducir el ntimero de colisio-
nes, incrementar el factor de dilucién de la muestra, aunque este tltimo procedimiento no corrige
completamente dicha sobrestimacion (England, 1992) y ademés puede producir un incremento
del coeficiente de variacion de los resultados obtenidos que tampoco es deseable (Verstegen et al.,
2002). Por otra parte, la presencia de ciertos elementos del tamano de las células espermaticas
en algunas muestras, como por ejemplo particulas de yema de huevo en el semen criopreservado,
también puede dar lugar a una sobreestimacién del calculo de concentracién; para resolver esta
circustancia, la utilizacién de tinciones de ADN, como el Hoescht 33342, se convierte en una
alternativa méas que interesante en la discriminacion de los espermatozoides (Boyers et al., |1989;
Farrell et all 1996). Con base en esta idea, han aparecido sistemas como el Nucleocounter®
que, combinando la tecnologia de anélisis de imagen de forma similar a los sistemas CASA, pero
identificando las células por medio de otra tincion de ADN, el ioduro de propidio, proporcio-
nan resultados similares desde el punto de vista estadistico y claramente correlacionados con los

recuentos de las camaras (Tejerina et al., |2006b).

2.2.2.3. [Evaluacion de la movilidad espermatica.

La movilidad espermética ha sido el parametro mas utilizado habitualmente para definir la
calidad de un eyaculado y su idoneidad para ser usado en la TA, si bien su relacion con la fertili-
dad no esta muy clara, como se deriva del amplio rango de correlaciones (r=0,15-0,83) descritas
en los diferentes trabajos publicados (Rodriguez-Martinez, 2003)); estos valores se encuentran en

muchos casos condicionados por la realizacién de estimaciones visuales del porcentaje de movili-
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dad espermatica, como queda de manifiesto cuando, al utilizar sistemas CASA, que aportan una
mayor objetividad y repetitividad en los resultados, se reduce esta variabilidad y se incrementan
los coeficientes de correlacién al combinar los resultados obtenidos con otros parametros de cali-
dad seminal (Farrell et al., |[1998). La falta de repetitividad habitual en estas valoraciones puede
ser consecuencia de una mala estandarizacién del protocolo, ya que la movilidad espermatica es
extremadamente sensible a ciertos factrores, como la temperatura de la muestra en el momento
de la valoracioén, el diluyente utilizado, el tiempo empleado en la realizacién del analisis e incluso,
el volumen de muestra que empleamos en la valoracion (profundidad) |[Hafez, 2000], si bien, hay
que tener en cuenta que todos estos factores afectan por un igual tanto a las valoraciones visuales

como a las realizadas por medio de sistemas computarizados, como se detallari posteriormente.

A pesar de que el desarrollo de los sistemas computarizados de andlisis seminal haya permiti-
do que cada vez estén méas presentes en los Centros de Inseminacién comerciales de las diferentes
especies zootécnicas, hoy por hoy, la valoracién subjetiva sigue siendo el método empleado por

la mayoria de aquellos destinados a la TA porcina.

A partir de la valoracion visual (subjetiva) de la movilidad espermatica se pueden determinar

dos tipos de motilidad en un eyaculado: la motilidad masal y la motilidad individual.

La motilidad masal refleja el movimiento de las células esperméticas en su conjunto; para
llevarla a cabo, depositaremos una gota de semen puro sobre un portaobjetos atemperado, ob-
servandola a continuacién al microscopio 6ptico bajo un objetivo de 40 aumentos. Se trata de
una valoracién claramente subjetiva, que clasifica a los eyaculados en una escala de 0 a 5 en
funcién del nimero, densidad y velocidad de movimiento de las ondas o remolinos que se forman
en la superficie de la gota de semen y que requiere una elevada concentraciéon espermatica preci-
samente para que éstos puedan observarse con facilidad y sea posible clasificar a los eyaculados
en esas seis categorias, por lo que su utilizacién practica queda reducida a aquellas especies que
presentan eyaculados con una concentracién espermética alta, como sucede en el caso de los
rumiantes (Hafez, 2000; (Gonzalez-Urdiales et al., 2006).

La motilidad individual es definida por algunos autores como una valoracién semi-cuantitativa
o cuali-cuantitativa (Martin-Rillo et al., [1996; |Gonzalez-Urdiales et al., 2006)), ya que, por un
lado, se determina el porcentaje de espermatozoides maéviles y por otro, se evalia, de forma
subjetiva, la calidad del movimiento de los mismos, si bien a nivel practico la valoracién del
porcentaje de espermatozoides con movilidad se realiza de una forma puramente subjetiva, ya
que en realidad no se efectia un cémputo de las células, sino que se estima un porcentaje tras
observar varios campos de la preparacién. Para su realizacién hemos de diluir previamente una
muestra de semen y depositar una gota entre un portaobjetos y un cubreobjetos debidamente
atemperados; la observacion se efectiia bajo microscopia dptica a 100 6 200 aumentos y, tras
estimar el porcentaje de células méviles, se establece la calidad del movimiento espermético con
base en una escala arbitraria (de 0 a 5) en funcién de la rapidez y la progresividad de los mismos
(Martin-Rillo et all 1996; |Gonzalez-Urdiales et al., [2006)).
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2.2.2.4. Evaluacién de la morfologia espermaética.

La evaluacién de la morfologia espermaética es un componente importante del espermiogra-
ma, y junto con la valoracién de la movilidad, resulta la prueba mas determinante a la hora de

establecer la calidad del semen en las valoraciones rutinarias de los Centros de IA comerciales.

Dado que la morfologia espermética puede ser indicativa de desviaciones en la espermatogéne-
sis y en la maduracién epididimaria, sus resultados convenientemente utilizados pueden emplearse
para establecer pautas de manejo apropiadas, asi como para eliminar reproductores con semen
de baja calidad si las alteraciones celulares indican patologias genitales mayores (Rodriguez-
Martinez et al.. [2000). Pero cuando los pardmetros morfolégicos estan dentro de unos limites
aceptables, la morfologia de la muestra seminal per se ya no nos proporciona, por desgracia, la
informacién suficiente para determinar el nivel esperado de fertilidad (Rodriguez-Martinez et al.,
2000; |Gonzalez-Urdiales et al., 2006), apareciendo oscilaciones similares a las observadas con la

movilidad seminal (0,06 - 0,86) en las correlaciones con la fertilidad (Rodriguez-Martinez, 2003).

Se han establecido numerosas clasificaciones de las anomalias morfologicas de los espermato-
zoides; asi, nos encontramos con metodologias que los encuadran en funcién de la localizacion de
la alteracion (Martin-Rillo, 1982), dividiéndolos en alteraciones de cabeza, de cola o del tracto
intermedio, en funcién de la capacidad fecundante del espermatozoide que la presente, clasifi-
candolas en alteraciones mayores (aquellas asociadas con la infertilidad) y menores (las que no
lo estan) [Bloom, 1972 (citado en |Catena y Cabodevilal 1999)], en funcion de si es compensable
el efecto deletéreo sobre la fertilidad mediante el incremento del niimero de espermatozoides en
la dosis seminal, definiendo asi dos tipos, alteraciones compensables o no compensables (Saacke,
1994)). Otros autores se decantan por una clasificacion etiologica, que divide a las anomalias

morfolégicas en tres grupos:

= Anomalias primarias: aquellas que se producen por alguna deficiencia producida en la
espermatogénesis; se dividen en especificas 0 no especificas, siendo las primeras de origen

genético, mientras que las segundas, las mas frecuentes, son de etiologia diversa.

= Secundarias: aquellas que se producen a nivel del epididimo; suelen manifestarse mediante
alteraciones a nivel de la cola (colas enrolladas, en “latigo”, etc.), o incluso por la falta de

ésta.

= Terciarias: aquellas que se originan por mal manejo del semen en el laboratorio; pueden
ser mecénicas (aparicién de cabezas desprendidas de la cola por mala realizacion de exten-
siones sobre portaobjetos) o fisicas/quimicas (por descenso brusco de la temperatura, la

composicion del diluyente, o por variaciones de pH o de la presion osmoética).

Aunque no se trate de una alteracion morfologica, la presencia en un eyaculado de es-
permatozoides con gotas citoplasméticas ha de tenerse muy en cuenta a la hora de realizar los
espermiogramas a los sementales, ya que su aparicién, que es muy frecuente, puede motivar
una reduccién en el porcentaje de fertilidad. La gota citoplasmatica es un residuo de la esper-

matogénesis que se sitia en la zona de conexion entre la cabeza y la pieza intermedia (gota
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citoplasmatica proximal) y que va deslizdndose hasta el anillo de Jensen o zona de union de la
pieza intermedia con la seccion principal de la cola (gota citoplasmatica distal), desde donde
acabaréd desprendiéndose posteriormente (Bonet et al., [1994)). Su presencia se relaciona con una
inadecuada maduracion de los espermatozoides (Hafez|, 2000; [Martin-Rillo et al., [1996; Leidl,
1983)), si bien, no todas deben considerase a priori anormales, si no que resulta interesante hacer
una distincién entre gotas citoplasmaticas proximales y distales, ya que, se ha determinado que
eyaculados con méas de un 5% de gotas citoplasmaéticas proximales provocan un descenso de la
fertilidad, y, en cambio, no se ha obtenido una correlacién directa entre ese mismo pardmetro y

el porcentaje de gotas citoplasmaticas distales (Leidl, |1983)).

Existen varios métodos para la valoraciéon morfologica de los espermatozoides. Desde hace
anos se vienen utilizando con este fin diferentes tinciones espermaéticas, ya sean simples (azul de
metileno, rosa de bengala, hematoxilina, etc.), que proporcionan una distribucién homogénea del
colorante en el interior de la célula, permitiéndonos asi diferenciar el contorno de la misma al
tener un buen contraste con el fondo del campo de visién, o tinciones dobles que lo que buscan
es visualizar o resaltar partes especificas del espermatozoide (William, Giemsa, Karras, etc.)
|Garcia-Artiga et al.l 1994]; no obstante, la utilizacion de este tipo de técnicas puede resultar
lenta y engorrosa.

También se pueden emplear, previa tincion de las muestras, sistemas informatizados de ana-
lisis morfométrico, conocidos por su acrénimo en inglés como ASMA (Automated Semen Morp-
hology Analysis), aunque su uso queda relegado al ambito de la investigacion como consecuencia
del elevado costo de los aparatos y de la lentitud en el proceso (Casey et al., 1997, Tejerina et al.,
2005; |Garcia-Herreros et al. 2006]).

La microscopia de contraste de fases o, en menor medida, la de contraste diferencial de inter-
ferencia (DIC), son otros dos métodos ampliamente utilizados para realizar estas valoraciones,
dado que permiten observar con nitidez la morfologia espermaética, siendo necesario tinicamen-
te fijar de forma previa la muestra seminal, y ademés presentan la ventaja de la limpieza y
rapidez del proceso, por lo que resultan los recomendables para los Centros de IA comerciales
(Gonzalez-Urdiales et al., [2006).

2.2.2.5. Evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica (vitalidad esper-

matica).

La membrana plasmatica recubre toda la estructura celular del espermatozoide, delimitando
su extension y manteniendo las diferencias esenciales entre el contenido del interior de la célula
y el medio extracelular, para lo cual se encarga, principalmente, de mantener el gradiente i6énico
v de regular la entrada y salida de sustancias de la célula.

Las funciones del plasmalema son varias, puesto que ademas de ser considerado como un
filtro altamente selectivo que controla la entrada de sustancias o nutrientes, como la glucosa o
la fructosa (necesarios para la formacion de energia en forma de ATP) y la salida de productos
de desecho, acttia como sensor de sefiales externas, permitiendo con ello la modificacién de las

caracteristicas celulares en funcion de las condiciones del medio externo (concentracion de deter-
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minados iones, presion osmotica, etc.), e incluso establece la intercomunicacion con otras células,
por lo que ejerce un papel fundamental para la fecundacién, al interaccionar con las células del

aparato reproductor femenino y, posteriormente, con el ovocito (Rodriguez-Martinez, 2001}, [2005)).

La alteracion, ya sea estructural o funcional, de la membrana plasmatica supone la pérdida
de la permeabilidad selectiva de la misma, imposibilitando al espermatozoide para mantener las
concentraciones intracelulares de iones, solutos, enzimas y coenzimas, provocando la supresién
del metabolismo energético, lo que conlleva la supresién de la movilidad y, posteriormente, de
todas las funciones vitales (Woelders, [1990), de ahi que a las pruebas que evalian la integridad

de esta membrana se las denomine también de “vitalidad celular” o pruebas vitales.

Debido a esta importancia que tiene la membrana plasmatica en el correcto funcionamiento
de la célula, se han desarrollado multitud de pruebas para determinar su estado, y ello desde
dos perspectivas diferentes, la estructural y la funcional (Pelaez), 2003; |Gonzalez-Urdiales et al.,
20006).

Valoracion de la integridad estructural del plasmalema.

Se han desarrollado numerosos estudios con el objetivo de analizar la integridad de la membra-
na plasmaética desde un punto de vista estructural, recurriendo incluso a su evaluacién morfolégica
bajo microscopia electrénica de barrido (Bonet et all[1994) o con técnicas indirectas de medida,
mediante la estimacion de la concentracion de ATP o de otras enzimas intracelulares en el medio
extracelular (Woelders|, [1990). No obstante, ninguno de estos dos métodos ha sido ampliamente
utilizado, ya que el primero implica realizar valoraciones tediosas, lentas y con un coste muy
elevado (Gonzalez-Urdiales et al., |2006)), y aun aportando una informacién detallada acerca de
los danos inflingidos a la membrana, éstos, a menos que sean muy severos, no siempre van a
estar correlacionados con la fertilidad (Rodriguez-Martinez, 2005); por su parte, los métodos in-
directos de valoracién se basan en el hecho de que la ruptura de la membrana supone la pérdida
de sustancias intracelulares, por lo que su cuantificaciéon proporcionaria informacién relativa a la
severidad del dano, pero los resultados recogidos dependeran en gran medida de las condiciones
experimentales utilizadas (Woelders|, 1990), ademés de que no van a permitir diferenciar qué

células estan danadas y cudles no (Watson, [1990).

Las técnicas empleadas para este fin que han presentado un mayor interés son, con total
seguridad, las técnicas de tincién, que pueden ser, en funcién del tipo de colorante utilizado,
convencionales o fluorescentes.

Las técnicas convencionales, cominmente denominadas tinciones de “vivos/muertos”; se ba-
san en el principio de que los espermatozoides que presentan una membrana plasmética intacta
(vivos) no captan el colorante al impedirlo los mecanismos de permeabilidad selectiva que ésta
ejerce, mientras que las células con ruptura en su plasmalema (muertos), al carecer de ellos,
no pueden evitar que el colorante se introduzca, apareciendo por ello teniidas (Watson, 1990).
Los colorantes empleados para realizar estas tinciones son diversos (Garcia-Artiga et al., 1994),

destacando la Eosina y el Tripan Azul, por su sencillez y eficacia y por la amplia difusion que
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han tenido.

La utilizacién de este tipo de técnicas presenta una serie de inconvenientes:

= La aparicién de espermatozoides parcialmente tenidos, lo cual complica la determinacién
de su status (Watson|, 1990); algunos autores (Bambal, 1988) proponen que, dado que la
inclusién de algo de colorante en el interior de la célula serfa indicativo de un estado inicial
de alteracién que, con el tiempo, conllevard una pérdida total de la permeabilidad selectiva

de la membrana, resulta més apropiado considerarlos como “muertos”.

= El incremento de la permeabilidad de membrana con la adicién de glicerol, que resulta
clave en la valoracién de semen criopreservado, ya que puede incrementar artificialmente el

porcentaje de espermatozoides danados [(Mixner y Saroff] 1954) citados en [Peldez|, 2003).

= Las concentraciones excesivas de Fosina pueden resultar citotéxicas, con lo que se podria

estar subestimando la proporcion de espermatozoides vivos (Woelders, [1990).

La utilizacién de técnicas fluorescentes para la evaluacién del plasmalema ha eliminado mu-
chos de estos inconvenientes, proporcionando una mayor objetividad a este tipo de valoraciones
(Woelders, [1990). Se han desarrollado una gran variedad de protocolos a partir de esta clase de
sustancias (tablas y, que pueden dividirse en dos grupos teniendo en cuenta su mecanismo
de accién: técnicas de membrana impermeable v de membrana permeable.

Las primeras son las més empleadas en la evaluacién estructural de la membrana plasmética
vy se basan en un principio similar al de las tinciones convencionales, ya que los fluorocromos
penetran tnicamente en aquellas células que presentan un dano en el plasmalema (Silva y Gadella,,
2006). Hoy en dia suele emplearse fluorocromos con una alta afinidad por el ADN, como por
ejemplo, el yoduro de propidio (IP), el Hoechst 33258, el YoPro-1, el homodimero de etidio
(HE), etc.

Las técnicas de membrana permeable utilizan fluorocromos que atraviesan la membrana de
los espermatozoides y, una vez en su interior, van a sufrir una desacetilacion por esterasas in-
tracelulares, lo cual va a impedir que salgan de nuevo al medio extracelular, acumuldndose en el
citoplasma, éste es el caso del Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF) y sus derivados (Gillan
et all, [2005). Otra sustancia fluorescente empleada en este tipo de técnicas es el SYBR-14, que
tiene gran difusion, si bien su mecanismo de accion difiere del expuesto para el DCF, ya que
penetra tunicamente en aquellas células cuyas bombas de iones de la membrana se encuentren

activas, para posteriormente, unirse al ADN celular (Garner et al., |1994).

La utilizacion de forma combinada de fluorocromos de membrana impermeable y permeable,
que emitan una coloracién diferente al incidir sobre ellos un haz de luz con una determinada
longitud de onda, simplifica la diferenciacion del status de membrana. Se han descrito varios
procedimientos para la evaluacién combinada en muchas especies, y en concreto en la porcina se
han utilizado combinaciones como el IP y el DCF (Garner et al},|1986; Harrison y Vickers| [1990),
el SYBR-14 y el IP (Garner et al.,|1994; |Garner y Johnson,|1995), o el éster de acetilmetilcalceina
(CAM) y el HE (Althouse y Hopkins, [1995).
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La utilizacién de fluorocromos no sélo permite determinar la integridad de la membrana plas-
mética sino que posibilita conocer incluso su organizacion interna; tanto el Annexin-V como el
Ro0-09-0198, marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC), mediante su union a la fosfa-
tidilserina dependiente de Ca?" (Silva y Gadellal 2006) o a la fosfatidiletanolamida (Gadella y
Harrison|, 2002)), respectivamente, permiten detectar lesiones en el plasmalema de forma tempra-
na como consecuencia de la exteriorizacién de estas dos sustancias en los estadios iniciales de la
lesion. Con la utilizacion del Annexin-V se han podido determinar los primeros episodios acaeci-
dos en los cambios en la integridad de la membrana tras el proceso de congelacién-descongelacion
tanto en el toro (Januskauskas et al., 2003) como en el verraco (Pena et al., 2003a)), debido a
que este marcador resulta mucho més sensible que otros a todos los cambios que se producen en
la membrana como consecuencia de la criopreservaciéon, desde la aparicién de translocaciones de
fosfatidilserina a la pérdida total de su integridad durante la degeneracion celular (Rodriguez-
Martinez), [2003). No obstante, las correlaciones observadas entre los resultados obtenidos con
esta técnica y la fertilidad son muy variables (r=0,30-0,56) entre los diferentes estudios (Anzar
et al., 2002} Januskauskas et al., [2003).
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Figura 2.7: Mecanismo de accion de diversas sustancias fluorescentes empleadas en la valoracion de la
integridad de la membrana citoplasmdtica (tomado de|Silva y Gadelld, |20006).

Sustancias empleadas en wvaloraciones de membrana impermeable: Homodimero de etidio (EthD-1),
YoPro-1, ioduro de propidio (PI) y el Hoechst H33258.

Sustancias empleadas en valoraciones de membrana permeable: SYBR1).

Valoracion de la integridad funcional del plasmalema.

Las células eucariotas presentan una serie de mecanismos para adaptarse y resistir a condicio-
nes adversas del medio que las rodea, por ejemplo, mediante las vias metaboélicas relacionadas
con los canales iénicos del tipo ATPasa dependiente o el intercambiador Na™, H  presentes en la
membrana plasmatica (Rodriguez et al., 2006) y que regulan parte del intercambio de sustancias
entre el exterior y el interior de la célula. Partiendo de este mecanismo de actuacion, las pruebas

funcionales de integridad de membrana evaltian la respuesta de la célula espermatica a un estrés
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osmotico estableciendo, en funcién de cual sea ésta, su capacidad funcional.

Entre las diversas técnicas desarrolladas con este fin, destacan dos por su gran difusion: el
Test de Endosmosis Positiva y el Test de Resistencia Osmotica.

El Test de Endésmosis Positiva, también [lamado test de hinchamiento osmético o celular, y
mas comunmente conocido por sus siglas en inglés como HOST (Hypoosmotic Sweelling Test),
se basa en el principio de que los espermatozoides, como cualquier célula eucariota, cuando se
ven sometidos a un medio hiposmético (< 300 mOsm/Kg) reaccionan captando agua del medio
extracelular hacia su interior. Esta captacion, regulada por las bombas de intercambio hidrico e
i6nico, provocara un hinchamiento de las células, que en el caso de los espermatozoides, como
consecuencia de su morfologia, se verd reflejado en un enrollamiento de los flagelos. En esta
prueba se asume que la capacidad de los espermatozoides para retorcer la cola en presencia del
medio hiposmo6tico es un signo de que el transporte de agua a través de la membrana ocurre
correctamente, por lo que se les presupone tanto integridad de la misma como una actividad
funcional normal (Jeyendran et all 1984).

Esta técnica fue desarrollada por Jeyendran et al.|(1984), en semen humano y posteriormente
se ha adaptado a numerosas especies como la porcina (Vazquez et al., 1997; Pérez-Llano et al.,
1999), la bovina (Correa y Zavos, 1994)), la equina (Rowley et all 1997), la canina (England
y Plummer} (1993 |Rodriguez-Gil et al., [1994), la ovina (Soderquist et al., [1997) e incluso para
el semen de trucha (Cabrita et al.l [1999)). Para su ejecucion se procede a incubar a 37 °C una
muestra seminal en un medio hiposmotico (50-150 mOsm/Kg) durante 30-60 minutos y, una vez
transcurridos, se calcula el promedio de espermatozoides que han sufrido la torsién de la cola.
Pérez-Llano et al.|(1998c) redujeron el tiempo de incubacion a 5 minutos con el fin de adaptar
la técnica a la rutina de los Centros de TA comerciales y obtuvieron resultados interesantes en

cuanto a su relacion con la fertilidad in vivo (Pérez-Llano et all 2001).

La correlacién existente entre la valoracién estructural de la membrana mediante tinciones
vy el HOST resulta bastante alta, pero éstas no muestran resultados coincidentes, posiblemente
porque evaltian aspectos muy diferentes de la célula (Jeyendran et al.,|1984; Vazquez et al.,|[1997);
como el test de enddsmosis positiva siempre presenta valores inferiores a la valoraciéon estructural,
Vazquez et al| (1997) consideran que esta técnica es mas sensible que la otra, resultando una
buena herramienta para detectar espermatozoides “subviables” si se efecttia en combinacién con
una tincion estructural. Se han descrito buenas correlaciones con la calidad seminal (Vazquez
et all (1997), con la fertilidad in vitro (r=0,90) mediante el test de penetracion de ovocitos de
hamster (Chan et al., 1985), o con la fertilidad in vivo (Takahasi ef al.,[1990), por lo que parece
ser un método bastante efectivo en la evaluacién de la capacidad fecundante del semen; ademas,
ciertos autores como Watson| (1995) y [Petzoldt et al.| (1996]) lo consideran un buen indicador de

la capacidad de criopreservacién de los espermatozoides.

El Test de Resistencia Osmotica, mas conocido como ORT (Osmotic Resistance Test), es una
prueba que desarrollaron [Schilling et al.| (1984]) con el fin de encontrar una técnica que predijese

la pérdida de la integridad acrosoémica tras el proceso de congelacion/descongelacion o, simple-
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mente, tras el almacenamiento en refrigeracion, demostrando que tiene relacién con la capacidad
fecundante del semen, llegando a convertirse en una de las pruebas de mayor importancia en la
evaluacion de la calidad seminal del verraco (Quintero-Moreno et al., [2004).

Esta técnica se basa en el sometimiento de los espermatozoides a un estrés hiposmotico, de
forma similar al HOST, pero en este caso evaluando la integridad de la vesicula acrosémica.
Para su ejecucion se procede a incubar a 37 °C dos muestras del mismo material seminal en
dos soluciones, una isosmotica (300 mOsm/Kg), durante 15 minutos y otra hiposmotica (50-
150 mOsm/Kg), durante un tiempo variable comprendido entre los 60 y los 120 minutos, y a
continuacion se calcula el porcentaje de acrosomas morfolégicamente normales en ambas para
establecer una media de las dos muestras; légicamente, cuanto mayor sea este promedio, mayor
calidad tendra la muestra.

Aplicando esta prueba al semen porcino se ha conseguido estimar tanto su capacidad fecun-
dante (Schilling et al.l [1986]) como la capacidad de conservacion de un eyaculado (Schilling et al.,
1984; Schilling y Vengustl [1985). Al igual que en el HOST, se ha desarrollado un ORT de corta

duracion con el fin de incorporarlo a los Centros de IA comerciales (Pérez-Llano et al.l 1998b)).

Otra técnica desarrollada para la evaluacion funcional de la membrana plasmatica en el Test
de Resistencia Hiperosmotica o HRT (Hyperosmotic Resistance Test), que se basa en este mismo
principio de aclimatacién de la célula a un cambio osmético, aunque en este caso empleando una
solucion hiperosmética como medio de estrés. Se ha establecido que la capacidad de resistencia
de los espermatozoides a los cambios stibitos de osmolaridad de esta prueba estén relacionados
con la calidad seminal determinada en otras pruebas tanto in witro como in vivo (Rodriguez
et al., 2000).

2.2.2.6. Evaluacion de la integridad de la membrana acrosémica y del status de

capacitacion.

Los espermatozoides de los mamiferos deben experimentar un proceso de exocitosis denomi-
nado “reaccion acrosémica” (RA) para tener la capacidad de fecundar a los ovocitos, proceso que
requiere, a su vez, una serie de transformaciones previas, conocidas con el nombre de “capacita-
cién espermatica”, que tienen lugar generalmente durante el recorrido por el tracto reproductor
femenino y que son producidas por la influencia de determinados estimulos sobre las células

espermaticas.

Reaccion acrosémica. Esun proceso, observado por primera vez en 1958 por|Austin y Bishopl
que experimentan los espermatozoides capacitados como consecuencia de la accién de determina-
dos inductores adecuados; en él se produce la fusién de la membrana plasmatica y la acrosomal
externa, conformando una serie de vesiculas que se desprenden permitiendo la liberacién del ma-
terial enzimético del interior del acrosoma y dejando expuesta a la membrana acrosomal interna

(Langlais y Roberts, 1985} [Senger, 2005).

Hay que tener en cuenta dos premisas: en primer lugar, para que tenga lugar la RA es im-

50



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

prescindible que exista la integridad estructural del acrosoma (Yanagimachi, |1988), y en segundo
lugar, la RA de espermatozoides capacitados puede ocurrir de forma espontanea o bajo la ac-
cion de inductores especificos (Yanagimachi, |1988), por lo que su efectividad depende, en gran
medida, de que el espermatozoide se encuentre en las proximidades del ovocito.

Teniendo en cuenta estas dos premisas, podemos enfocar el estudio de la integridad acrosémica

a través de dos vias:

= Estableciendo el porcentaje de espermatozoides que poseen algiin dano en el acrosoma y

que estan, por ello, incapacitados para la fecundacién.

= Evaluando la capacidad que presentan las células esperméticas de experimentar la RA ante
estimulos externos. Este tipo de estudios aportan una mayor informacién sobre la capacidad
funcional de la vesicula acrosomica (Colenbrander et al., 2003), presentando un indice de
correlacion de 0,6 entre el grado de inducibilidad de las muestras y la fertilidad (Rodriguez-
Martinez, 2005). Para la induccion de la RA in vitro se han utilizado numerosos agentes
como, por ejemplo, progesterona, empleada en varias especies como en porcino (Melendrez
et al., [1994), en humano (Brucker et al. [1994), en raton (Yogev et al., 1995) o en caballo
(Meyers et al.l [1995), ion6foros de Calcio (Januskauskas et al. |2000b)), glicosaminoglicanos
(Januskauskas et al.l [2000a)), lisofosfatidilcolina (Way y Killian, 2002), o derivados de la ZP
como, ZP homologas (Berger et al.,|1989), ZP solubilizada (Mattioli et al.}1996)), proteinas
de la ZP (Harkema et al., [1998]), etc. (Rodriguez-Martinez, 2003} 2005).

Con el fin de determinar el dano estructural del acrosoma se han desarrollado multitud de
protocolos, como la observaciéon bajo microscopio 6ptico de transmisién, que aunque muestra
con detalle la morfologia acrosémica, presenta inconvenientes similares a los ya descritos en la
evaluacién de la membrana plasmatica, ademés de que se corre el riesgo de que los tratamien-
tos quimicos de fijacion que se requieren en estos procedimientos provoquen la RA en aquellos
espermatozoides previamente capacitados, lo que conduciria a la sobreestimacién del porcentaje

de acrosomas reaccionados (Yanagimachi, [1988)).

Otros métodos de valoracién del estado acrosomal como la microscopia de contraste de fases
(Pursel y Johnson, 1974 |Cross y Meitzel, [1989: |Woelders, |1990) o la de contraste diferencial de
interferencia (Bleil y Wassarman), [1986; Aalseth y Saacke|, 1986} [Steinholt et al., |[1991), resultan
ser mucho mas sencillos en su ejecucion y presentan un coste muy inferior, por lo que se han
convertido, sobre todo el primero de ellos, en la opcién de la mayoria de los Centros de IA
comerciales que evaltian el estado de la vesicula acrosémica con asiduidad. No obstante, aunque
los resultados obtenidos sean completamente fiables al ser sencilla su valoracién en aquellas
especies que presentan un acrosoma de grandes dimensiones, como el cobaya o el hamster, resultan
menos apropiadas para aquellas otras en las que el acrosoma es muy pequeno o no resalta del
contorno de la cabeza espermética, como en el conejo, el verraco o el perro, en los que su valoraciéon
resulta algo mas dificultosa (Cross y Meitzel, [1989).

Para solventar este inconveniente se suele recurrir a técnicas tintoriales, que se clasifican

nuevamente en convencionales o fluorescentes.

51



2.2 Técnicas de contrastaciéon seminal.

Las técnicas convencionales permiten detectar diferentes grados de lesion del acrosoma (Pe-
laez), [2003); son sencillas y generalmente répidas, por lo que resultan apropiadas para condiciones
de campo y en protocolos de investigacion elemental. Algunas de las técnicas y/o colorantes més
utilizados son: la técnica de Wells-Awa, que emplea el verde rapido FCF y la eosina B (Wells
y Awa, |1970), giemsa (Watson|, [1975)), eosina y nigrosina (Bamba, [1988), amarillo naftol S y
eritrosina B (Steinholt et al., |1991), amarillo naftol S y anilina azul (Christensen et al. [1994),
Spermac® (Paulenz et al., [1995), Coomassie azul G-250 (Larsson y Millerl 1999), ...

La utilizacién de combinaciones de colorantes, generalmente con aquellos empleados en tin-
ciones vitales, hace que la ejecucién sea mas complicada, pero se desarrollaron con el fin de
diferenciar entre la reaccién acrosémica verdadera (la experimentada por los espermatozoides
vivos tras la capacitacion) y la falsa (aquella que se produce a consecuencia de la autodigestion
enzimética producida por la activacién del contenido acrosomal de espermatozoides muertos o
moribundos). Algunos autores resaltan la importancia de realizar este clase de combinaciones,
puesto que las lesiones a nivel del acrosoma no tienen por qué implicar lesién del plasmalema
(Holt, 2000b), y en cambio, una lesién en el plasmalema si puede coincidir e incluso originar
una alteracion del acrosoma (Woelders, [1990)), por lo este tipo de técnicas resultan mucho mas
discriminantes que aquellas que realizan las valoraciones de estas dos estructuras por separado.
Son ejemplos de ellas: la combinacién de tripan azul y giemsa (Didion ef al., |1989), de eosina-
nigrosina y giemsa (Tamuli y Watson, 1994b; Ramesha et al., 2000), de tripan azul, rojo neutro
y giemsa (Kovacs y Foote, [1992; Kovacs et all 2000), o de tripan azul, marrén Bismarck y rojo
Bengala (Vazquez et all 1992).

Dentro las técnicas fluorescentes se han utilizado un elevado numero de sustancias para la
evaluacion de la integridad de la vesicula acrosémica, entre las cuales destacan, por su amplia

difusion, las lectinas; las més importantes son:

» La aglutinina de Ricinus communis (en desuso por su accion toxica sobre las células esper-

méaticas).

» La aglutinina de Pisum sativum (PSA), procedente de la planta de PEA, acttia uniéndose
a residuos de a-manosa y de a-galactosa de la matriz acrosomal (Farlin et al.l [1992; Flesch
et al., 11998; Guillan et all 2005); en aquellos espermatozoides que presentan el acrosoma
intacto no es capaz de penetrar, permaneciendo la célula sin tenir (Topfer-Petersen et al.,
1984; |Cross et al., (1986} (Graham), 2001)).

» La aglutinina de Arachis hypogaea (PNA) es una lectina procedente de la planta del ca-
cahuete que se une a residuos de -galactosa asociados a la membrana acrosomal externa
(Cheng et all |1998a; [Flesch et al., [1998; Szasz et al.l 2000); del mismo modo que en el
PSA, las células con el acrosoma integro permaneceran sin tenir por la imposibilidad del
PNA de penetrar en él; en cambio, el PNA presenta menos puntos de unién no especificos
en otras areas del espermatozoide que el PSA, por lo que resulta una técnica mas precisa
que ésta (Graham) 2001).
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= Otras lectinas son:

e La aglutinina de Triticum vulgaris (WGA), especifica del 4cido siélico y de residuos

de N-acetilglucosamina.

e La aglutinina de Concanavalia ensiformis (ConA), especifica para residuos de D-

manosa y D-glucosa.

e La aglutinina de Ulex europaeus (UEA), especifica para L-fructosa.

Este tipo de sustancias se utilizan con marcadores fluorescentes, entre los que destaca, por su
amplia difusion, el isotiocianato de fluoresceina (FITC), que ha sido combinado con todas las
lectinas citadas; también se han empleado otras asociaciones como el isotiocianato de tretrametil
rodamina (TRITC) o la ficoeritrina (RPE), ambas con el PNA (Silva y Gadella, [2006)).

Otro método que evaliia la integridad del acrosoma es el Lisotracker®Green DND; se trata
de una tincién acidotropica diseiada para poner de manifiesto tanto los lisosomas como otros
organulos de caracter acido, como el acrosoma (pH=5), y que permite identificar espermatozoi-
des vivos con acrosomas intactos por medio de la coloracién verde que deja en estas estructuras
(Thomas et al.,|1998). Este método puede utilizarse con éxito en la valoracion de la vesicula acro-
somica, ya que se ha determinado que presenta fuertes correlaciones (r=0,97) con el porcentaje
de espermatozoides que muestra el borde apical intacto en la evaluacién morfolégica del mismo

por microscopia 6ptica (Thomas et al., [1997).

PNA
PSA
Lysotracker CD46

Lysotracker

Acrosoma integro > Reaccidn acrosémica
> Acrosoma danado

Figura 2.8: Mecanismo de accion de diferentes sustancias empleadas en la evaluacion de la integridad
acrosomal, como el PNA, el PSA, anticuerpos (CD46) y el Lysotracker; asi como sus lugares de union:
Membrana Acrosomal Externa (MAE) y Membrana Acrosomal Interna (MAI) [tomado de|Silva y Gadelld,
2006

Capacitacion espermatica. Podemos definir la capacitacion espermética como el conjunto

de modificaciones a nivel molecular que ocurren en el espermatozoide tras la maduracién en el
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epididimo y que le confieren la capacidad de fertilizar al ovocito (Matas, [1997).
Aunque aun no se han podido identificar en su totalidad los mecanismos que conducen a la

capacitacion, se sabe que durante ésta se producen fenémenos como los siguientes:

= Cambios en la arquitectura de la membrana espermética a través de modificaciones lipo-
proteicas (Williamson et al. [1983; (Cheng et al. [1998bt |(Gadella y Harrison, 2000} 2002;
Gadella et al., 2001), que permiten exteriorizar receptores de membrana imprescindibles
para la interaccion con los de la membrana del ovocito en la fecundacion (Yanagimachi,
1994).

= Modificacién del funcionamiento de los canales i6nicos que intervienen en el mecanismo de
transduccion, alterando la concentracion intracelular de Na+, K+, HCO3- (Matas et al.,
2006)), la fosforilacion y desfosforilacion de las proteinas o elevando la sintesis del AMP
ciclico (AMPc) mediante la estimulacion de la actividad adenilciclasa y la inhibicion de la
actividad fosfodiasterasica (White y Aitken, |1989), provocando con ello, un aumento de la
concentracion de calcio intracitoplasméatico (Coronel y Lardy, |1987; |Fraser], 1989; Matés
et al., | 2006]).

= Modificacion del metabolismo energético, que conduce, por un lado, a la desestabilizacion
de la membrana plasmética a nivel del acrosoma, lo que permitira al espermatozoide res-
ponder a inductores especificos para experimentar la RA y por otro, a la hiperactivacion del
movimiento flagelar, movimiento que es necesario para permitir que los espermatozoides se
desplacen por el fluido viscoso del oviducto y penetren en la zona pelacida (Yanagimachi,
1988), y que se caracteriza por amplios batidos flagelares y una escasa progresividad ([Ya-
nagimachi, 1970; [Mortimer} [1997)).

El estudio de la capacitacién espermética puede realizarse, al igual que ya se expuso en la
RA, mediante dos enfoques diferentes (Colenbrander et al., [2003); uno de ellos seria el célculo
del porcentaje de células que han sufrido una capacitacién prematura, estableciendo con ello la
proporcion de células no aptas para la fecundacion, y el otro emplearia agentes inductores de la
capacitacién para determinar el porcentaje de espermatozoides que si pueden sufrir este proceso

indispensable para la fecundacion.

Determinacion del porcentaje de células capacitadas prematuramente. Se han
intentado encontrar evidencias del fenémeno de la capacitacién mediante la utilizacion de mar-
cadores de membrana (lectinas, anticuerpos, neoglucoconjugados o sondas de merocianina), clor-

tetraciclinas u otros compuestos.

Los marcadores de membrana mas utilizados han sido las lectinas, que permiten localizar
cambios en la distribucién de los aztcares en la membrana espermaética y, a través de ellas, ya en
1979 [Schwarz y Koehler| pudieron determinar que los lugares de fijacion de las mismas se modi-

ficaban durante el proceso de capacitaciéon. Por su parte, los neoglucoconjugados, carbohidratos
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especificos capaces de reconocer proteinas receptoras en las membranas espermaticas, permiten

detectar la evolucién que experimentan éstas en la capacitacion.

La clortetraciclina (CTC) es un quelato fluorescente de cationes divalentes, por lo que se une
al Ca?" para posteriormente, unirse a zonas hidréfobas de la membrana provocando un aumento
de su fluorescencia (Gillan et al., 2005). Este marcador permite analizar las variaciones del estado
de la membrana, y para este fin se utiliza en numerosas especies, incluida la porcina (Mattioli
et all 1996). En funcion del estado de la célula se definen tres patrones (Saling y Storey, |1979;
Ward y Storey, 1984; |Colenbrander et al., [2003; Gillan et al., 2005} Silva y Gadella, [2006):

= F': presencia de una fluorescencia uniforme en toda la cabeza; representa a un espermato-

zoide no capacitado con el acrosoma intacto.

= B: disminucién de la intensidad de la fluorescencia en la zona posterior de la cabeza;

representa a un espermatozoide capacitado con el acrosoma intacto.

= AR: disminucién de la fluorescencia en la zona apical de la cabeza; representa a un esper-

matozoide que ha sufrido la RA.

La CTC, aunque es sin duda la técnica mas empleada en la evaluaciéon del status de capacita-
cion, solo es capaz de detectar los cambios tardios del proceso (Rodriguez-Martinez, 2003} |2006)),
por lo que, en los dltimos afnos, ha sido paulatinamente desplazada por otras, como la merociani-
na 540, que si detecta los cambios prematuros asociados a este proceso, tanto en la capacitacion
propiamente dicha como en la criocapacitacion o capacitacion “like changes” (Miller et al.,|1999;
Harrison y Gadella, 2005); este compuesto es un indicador de la fluidez de la membrana (Harrison
et all 11996; |Colenbrander et al.,|2003)) y aumenta su fluorescencia en funcion del aumento de los

desordenes lipidicos de la misma (Gadella y Harrison| [2002).

Se han empleado otros métodos con el fin de identificar a los espermatozoides que sufren
este proceso de capacitacion, como por ejemplo los sistemas CASA, que permiten determinar
los espermatozoides capacitados mediante la utilizacién de las caracteristicas cinéticas de los
espermatozoides hiperactivados, o la utilizacién de otras sustancias como el Annexin-V o el Ro-
09-0198 como medio de deteccién de alteraciones de membrana caracteristicas de este proceso
(Rodriguez-Martinez, [2006)).

Determinacion de aquellos espermatozoides que tienen la capacidad de sufrir el
proceso. Partiendo del hecho de que para que tenga lugar la RA es necesario que los esper-
matozoides sufran la capacitacién, estudios realizados sobre la reaccién acrosémica podrian ser
utilizados como técnicas de evaluacién de la propia capacitacién; asi, si consideramos que la
capacitaciéon es un proceso necesario para que el espermatozoide reaccione frente a agonistas
naturales, como la progesterona o la zona peldcida, podremos establecer el éxito de la capaci-

tacion determinando el ntmero de reacciones acrosémicas verdaderas que se producen en una
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determinada poblacidén espermética, tras el estimulo de un agonista apropiado.

Es preciso destacar que la utilizacién de la FIV resulta un inmejorable indicador del proceso
de capacitacion, puesto que aquellos espermatozoides capaces de penetrar en un ovocito, nece-
sariamente han tenido que experimentar, de forma correcta, la capacitacién; en consecuencia, se
considerard que aquellas poblaciones espermadticas que presenten unos resultados 6ptimos en la

FIV, han sufrido de forma 6ptima este proceso.

Otras técnicas para la valoracién de la capacitaciéon espermatica. Matas el al.
(2006)) recogen con detalle otras técnicas de laboratorio que pueden ser utilizadas para evaluar

la capacitaciéon espermaética en ganado porcino, entre ellas se encuentran:

= Medicién del contenido de Ca?tintracelular mediante espectrofotometria con el fluorocromo
Fura2.

» Medicién del incremento de Ca?tintracelular mediante citometria de flujo con los fluoro-

cromos Fura3 e loduro de propidio.

= Medicién de la modificacion de los grupos sulthidrilo de las proteinas presentes en la mem-
brana plasmatica mediante citometria de flujo con los fluorocromos 5-IAF e Toduro de

propidio.

» Medicion de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante citometria con
el fluorocromo H2DFCDA.

2.2.2.7. Valoracion de la funcion mitocondrial.

Las mitocondrias, que en el espermatozoide estan distribuidas helicoidalmente alrededor de
la parte principal del flagelo a nivel de la pieza intermedia, se encargan de la produccién de
ATP mediante fosforilacion oxidativa, que resulta de crucial importancia en el desarrollo de la
movilidad (Marin et all [2003). De esta forma, el estudio de la funcionalidad de este organulo
puede resultar un indicador de la capacidad motil de los espermatozoides (Colenbrander et al.l
2003; Silva y Gadella,, [2006)).

Para realizar este estudio se han empleado varias técnicas, si bien, la practica totalidad de
ellas se basan en la utilizacién de fluorocromos; éstos generalmente son sustancias catidnicas y
lipofilicas, caracteristicas que les permiten difundir a través de la membrana plasmaética para

almacenarse en la matriz mitocondrial que presenta una carga positiva (Pinart et al., [20006).

Algunas de estas sustancias son:

» Rodamina: la rodamina 123 (R123) ha sido empleada como tinciéon selectiva de la funcio-

nalidad de la mitocondria (Evenson et all [1982; |Graham et al. 1990); esta sustancia solo
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penetra en aquellas mitocondrias que presentan actividad respiratoria, mostrando una fluo-
rescencia verde (Graham| 2001;|Gillan et al..|2005), pero no permite establecer la intensidad

de la misma.

» JC-1:Thomas et al. (1998)) resolvieron esta circunstancia empleando el 5,5,6,6™- tetracloro-
1,1,3,3" ioduro tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1), consiguiendo asi diferenciar a los
espermatozoides en funcién de su baja o su alta funcionalidad mitocondrial. Esta sustancia,
en su estado monomérico, es transportada, al igual que la rodamina, al interior de las
mitocondrias funcionales donde va a mostrar una fluorescencia verde en aquellos casos en
los que el potencial de membrana sea bajo, pero si éste es alto, la concentracién de esta
sustancia en el interior de la mitocondria se eleva apareciendo una fluorescencia naranja
(Garner y Thomas, 1999 Thomas et al., [1998]).

» Mitotracker®: son una familia de tinciones comerciales especificas para mitocondrias (ver
Silva y Gadellal 2006); una de ellas, el Mitotracker® Green FM, ha sido empleado en
la valoracién combinada de la vitalidad, de la integridad acrosémica y de la actividad

mitocondrial mediante citometria de flujo en el cerdo (Pinart et al., |2006).

2.2.2.8. Valoracion de la integridad del ADN.

La integridad del ADN de la célula espermética es de vital importancia para el completo
desarrollo del embrion (Silva y Gadella, 2006]). Se ha establecido que el grado del dafio esta
claramente correlacionado con el desarrollo embrionario pudiendo llegar a provocar incluso, si la
alteracion es muy severa, la infertilidad masculina (Seli et al.], 2004).

De todos modos, la presencia de alteraciones en el ADN no interfiere en la capacidad fecun-
dante del espermatozoide, sino que ejerce su efecto sobre el desarrollo embrionario, avocando al
embrion formado a un proceso de apoptosis generalmente en el estadio en el que presenta de cua-
tro a ocho células (Bordignon y Smithl |1999; Graham, 2001} Fatehi et al., 2006|), y precisamente
por esta independencia con el proceso de fecundacion, la evaluacion del estado del ADN paterno
ha de ser entendida como una valoracién complementaria al resto, aunque no deja de ser una
herramienta de gran valia en la prediccién de la fertilidad de una determinada muestra seminal
(Evenson et al. 2002).

El estado del ADN puede ser evaluado a diferentes niveles; en el ADN espermatico se suelen
utilizar tres tipos de valoraciones, que analizan el estado de su condensacién, la presencia de

lesiones o rupturas en su estructura y la fragmentacién nuclear.

Estado de la condensacién del ADN. La condensacién del ADN sucede en la esperma-
togénesis, a nivel de la espermétida, donde tiene lugar el proceso de diferenciacion celular con
el fin de adaptar la estructura celular para las funciones que se le requieren (Senger, 2005). El
método de condensacién empleado por las células esperméticas de los mamiferos difiere del que

utilizan el resto de las células somaéticas, presentando una eficacia mucho mayor, como demuestra
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la diferencia tan grande que hay entre el tamano del ndcleo espermatico y el de cualquier célula
somatica (Ward y Coffey, 1991)). Esta condensacion, aparte de facilitar el movimiento esperméti-
co, probablemente contribuya a la estabilizacion del ADN, haciéndolo ademas menos susceptible
a un dano oxidativo (Dadoune, [2003).

El estudio del estado de compactacion del ADN espermatico se ha realizado por diferentes
métodos, como la utilizacion de microscopios de transmision de electrones (Dooher y Bennet,
1973| citado por Silva y Gadellal, 2006|) o de Cromomicina A3 (Bianchi et all 1993; |Sakkas et al.l
1995)), pero posiblemente el més difundido sea la utilizacion de un gel simple de electroforesis
(COMET-assay), con el que aquellos ntcleos con una condensacion correcta del ADN presentaran
una migracién en el gel de agarosa minima, a diferencia de aquellos deficientemente compactados
(Silva y Gadellal 2006]).

Deteccion de danos y roturas en el ADN. Para efectuar el estudio del ADN de los esper-
matozoides maduros, hay que proceder a liberar a la cadena de ADN de su forma compactada,
para lo cual se suelen emplear determinadas enzimas, asi como tratamientos con calor o acidos,
de forma que, una vez liberada, se pueda evidenciar mediante tinciones la presencia de puntos
de ruptura (Garcia et al., [2006).

Para establecer la presencia de lesiones en el ADN se emplean diversas técnicas, como el nick
translation, el COMET-assay, donde la visualizacién de migraciones en el gel serd indicativo
de la presencia de lesiones en las cadenas de ADN (Silva y Gadellal, 2006} Jiang et al., [2007),
el SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay”), basado en las propiedades metacromaticas del
naranja de Acridina (si este colorante se une a una cadena doble de ADN [integro| emitird
una fluorescencia verde, mientras que si la union se efectia con cadenas sencillas [danadas], el
color de la fluorescencia emitida resultara naranja [Silva y Gadella, 2006]), o el TUNEL-assay,
que identifica las zonas danadas por medio de la unién de nucleétidos marcados a zonas que
presenten una cadena sencilla (Garcia et all 2006; Silva y Gadella, [2006).

Los resultados obtenidos con las dos ultimas pruebas (el SCSA y el TUNEL-assay) han sido
correlacionados significativamente con la fertilidad (Ballachey et al., [1988; |Evenson et al., (1994;
Benchaib et al.l 2003)).

Fragmentacion del ADN. Otra opcion para detectar la presencia de nucleos con ADN frag-
mentado, es la denominada Sperm Chromatin Dispersion (SCD), que determina, mediante una
tincion convencional (Wrigh) o una fluorescente, la presencia de un halo periférico de dispersion
del material genético en aquellos espermatozoides que contengan fragmentado su ADN tras un
tratamiento de lisis. Esta técnica fue inicialmente desarrollada para semen humano (Fernandez
et al., |2003) y ha sido empleada en la evaluacion de semen de toro (Garcia-Macias et al., |2007)
y de verraco (Enciso et all 2006). Este método resulta més rapido y sencillo que los anteriores,
por lo que resulta adecuado para ser utilizado en los laboratorios convencionales (Garcia et al.l
20006).
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2.2.3. Citometria de flujo.

La citometria de flujo consiste en el anélisis rapido de células individualizadas y organelos
subcelulares cargados con marcadores fluorescentes sobre los que, suspendidos en un flujo laminar,
incide un rayo laser (Pena y Rodriguezl, [2006). Se basa fundamentalmente en dos principios, la
dispersion de la luz y la fluorescencia (tipo e intensidad) que emiten los diferentes fluorocromos
con los que se puede marcar a los espermatozoides.

La dispersion de la luz se basa, a su vez, en un principio fisico segin el cual cuando un
haz de luz choca contra una célula, ésta cambia de direccién pero no de longitud de onda. Las
caracteristicas celulares que contribuyen a esta dispersion son, la forma y el tamaiio celular, el
material granular intracelular, la membrana y el ntcleo de la célula, asf como la rugosidad de su
superficie (Orfao y Gonzalez de Buitrago, (1995).

La fluorescencia se caracteriza porque los compuestos fluorescentes absorben energfa lumi-
nosa a una determinada longitud de onda; esta absorcién hace que un electrén suba a un nivel
energético superior para, posteriormente, caer a su estado normal emitiendo un fotéon y liberando
energia. En la citometria de flujo se emplea, como haz de luz incidente, un rayo liser general-
mente a una longitud de onda de 488 nm (luz azul) o entre 515 y 535 nmn (luz verde); existen
varios tipos, diferenciandose entre ellos por el medio que emplean para la amplificacién de la
luz, que puede ser un gas (Argon, Helio-Neon o Helio-Cadmio), un medio sélido (NAdYAG) o un
semiconductor (Gillan et al., 2005).

Aunque las ventajas que aporta la utilizacion de estos sistemas son numerosas, también pre-
senta algunas desventajas importantes, como son el coste del equipo, tanto en la inversién inicial
como en el mantenimiento del mismo, o la necesidad de personal especializado en su utilizacién

(Gillan et al., |2005; |[Pena y Rodriguezl, 2006). Algunas de esas ventajas son las siguientes:

» Proporciona informacion sobre caracteristicas fisicas del espermatozoide como tamano y/o
complejidad interna (Gillan et al| 2005; Pena y Rodriguez, |2006).

» Realiza valoraciones objetivas y repetibles (Graham, [2001; |Gillan et al. 2005 [Pena y
Rodriguez, 2006]).

= Precisa de muestras seminales muy pequefias y permite analizar entre 8000 y 20000 esper-

matozoides por segundo (Gillan et al., [2005).

= La utilizaciéon de fluorocromos conlleva, como ya se ha mencionado, ventajas adicionales
sobre las tinciones clésicas, pero ademas la utilizacién de la citometria de flujo permite
estudiar de una forma sencilla, mediante el uso de varios fluorocromos, diversas estructuras

celulares de forma simultanea (Graham| 2001; |Pena y Rodriguez, [2006).

Las aplicaciones de la citometria de flujo en el analisis de las células esperméticas son numero-
sas; asi, (Gillan et al. (2005)) recogen una serie de pruebas que se emplean con relativa asiduidad,
como la viabilidad espermética, la integridad acrosémica, la integridad o actividad mitocondrial,

la fluidez de la membrana plasmaética o el status de capacitacion y el estado del ADN espermatico.
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No obstante, las posibilidades de este sistema en relaciéon con el analisis de los espermatozoides no
terminan aquf, sino que constantemente se estdn desarrollando analisis, como la monitorizacién
de cambios tempranos en la permeabilidad de la membrana o la deteccién de la transposicién
de fosfolipidos, en relacién con las modificaciones que sufre la membrana en la capacitaciéon o
criocapacitacion, o la determinacion de caspasas activas o especies reactivas de oxigeno (ROS),

tan importantes en el deterioro de las células seminales in vitro (Pena y Rodriguez, 2006)).

El hecho de que un mismo sistema ofrezca la posibilidad de realizar multiples analisis y que los
ejecute de una forma mas objetiva y precisa que los métodos que se vienen utilizando habitual-
mente en laboratorio, asi como el desarrollo constante de nuevos fluorocromos o combinaciones
de ellos, de anticuerpos o de inhibidores especificos marcados, etc., que amplian el estudio de los
espermatozoides, hace suponer que estamos ante un sistema que serd de utilizaciéon generalizada
en los préoximos anos, ayudando a mejorar de forma significativa el valor predictivo del andlisis
seminal y permitiendo establecer mejores criterios de seleccion de los eyaculados en funcion de

su destino final (Pena y Rodriguezl, 2006).

2.3. Andlisis de la movilidad espermatica mediante sistemas compu-

tarizados.

2.3.1. Introduccion.

A pesar de los grandes avances tecnolégicos que ha experimentado la valoraciéon de la calidad
seminal en las ultimas décadas, los métodos empleados de forma rutinaria en la mayoria de los
casos, tanto en los Centros de TA de las diferentes especies de interés zootécnico, como en las
clinicas androlégicas humanas, se reducen a simples valoraciones manuales de ciertas caracter{s-
ticas espermaéticas, algunas de las cuales presentan una gran subjetividad, como demuestra el
hecho de que se produzcan fuertes variaciones en los resultados obtenidos cuando estos analisis
son realizados por diferentes técnicos, y también incluso cuando los lleva a cabo el mismo técnico
en diversas ocasiones. Debido a esta falta de similitud en las valoraciones de la movilidad efec-
tuadas a una misma muestra, que ha sido puesta de manifiesto en numerosos estudios (Amann,
1989; IDunphy et ol |[1989; [Neuwinger et al., 1990} [Woelders|, [1990; [Davis y Katzl [1993; Verstegen
et all, [2002; \Cooper et al., 2002; |Soler et al.l 2006), no es posible comparar los anéalisis realiza-
dos en diferentes momentos, a distintas muestras o por diversos laboratorios, v en consecuencia,
las caracteristicas de estas valoraciones distan mucho de las propuestas por Rodriguez-Martinez
(2003) para el anélisis seminal ideal, al no reunir los requisitos de objetividad, repetibilidad y
exactitud.

Por otra parte, este tipo de técnicas s6lo permite evaluar las caracteristicas espermaéticas
estableciendo promedios para el conjunto de la poblacién de espermatozoides de una muestra,
obviando la estructura real que presenta el material seminal, en la que las diferentes células
esperméticas se encuadran en diferentes subpoblaciones celulares con caracteristicas diferenciadas
entre si.

Esta situacién ha llevado a la comunidad cientifica a desarrollar nuevos métodos para intentar
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2.3 Andlisis de la movilidad espermaética mediante sistemas computarizados.

ADE

SUSTANCIA CARACTERISTICAS ABSORCION/
EMISION
WGA Aglutinina marcadora de dafio acrosémico proveniente de la planta del trigo, se une a Conjugada con:
residuos de N-acetilglucosaminil y dcido sidlico. FITC: 488/515
Lisotracker Tincién fluorescente comercial especifica para organulos con contenido acido, como los
. 488/515
Green TM lisosomas o el acrosoma.
Anticuerpo Anticuerpo desarrollado contra la proteina CD46, situada en la membrana acrosémica | En funcién de la sustancia con que se
AntiCD46 interna. Técnica de inmunofluorescencia. conjugue el anticuerpo

Sustancia catidnica y lipofilica que se acumula en la matriz mitocondrial al presentar

Rodamina 123 . 503/527
carga negativa.
Compuesto metacromatico, atraviesa selectivamente las membranas mitocondriales, si 514/529
JC-1 el potencial de membrana es bajo mantiene su forma monomérica y emite /585-590
fluorescencia verde, si es alto se agrega y emite fluorescencia roja.

Mitotracker Se difunde por la membrana plasmatica uniéndose especificamente a los lipidos de

. . . 490/516
Green FM membrana de las mitocondrias funcionales.

Antibiético fluorescente que es inmovilizado en la membrana cuando la concentracién
CTC de Ca?* supera un determinado nivel critico, originando 3 patrones, F: espermatozoide 399/536

no capacitado, B: espermatozoide capacitado y AR: espermatozoide que ha sufrido la

reaccién acrosémica.
Tincién hidrofébica, encargada de monitorizar el desorden lipidico temprano en la

Merocianina membrana al poderse intercalar entre los fosfolipidos de la misma. Deteccién de dafios 555/578

anterior a la CTC.

Annexin-V

Es un indicador temprano de dafio en la membrana, poniendo de manifiesto la
translocacion de la fosfatidilserina. Uso combinado con el ioduro de propidio.

Conjugada con:
FITC: 488/515

Al igual que el Annexin-V, es un indicador temprano de dafio en la membrana, en este

Conjugada con:

Ro-09-0198 caso pone de manifiesto la translocacién de la fosfatidiletanolamina. FITC: 488/515
C.BODIPY zmﬁommoﬁ de dafio por accién de las ROS. Analogo de los m\SEo.m maw\mow.ﬁmmﬁ:ﬂm%mv 531/591
cambia sus propiedades fluorescente cuando sufre la peroxidacién lipidica.
Cromomicina Sustancia fluorescente utilizada como marcador de la compactacién del ADN con las 345/455
A3 protaminas.
Naranja de Sustancia metacromatica, se une al ADN y emite fluorescencia verde si éste se 488/525
Acridina encuentra integro y naranja si se halla desnaturalizado. -630

Tabla 2.3: Sustancias fluorescentes empleadas en la valoracion seminal (Continuacion,).
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minimizar la subjetividad de las valoraciones seminales y a estandarizar la medida de la movili-
dad espermatica (Davis y Katz, [1993; Ombelet et al., 1995; |Cooper et al.l [1999; 2002; |[Verstegen
et all 2002).

2.3.2. Desarrollo, evolucién y comercializacién de los sistemas CASA.
2.3.2.1. Introduccion.

Ya en el siglo pasado, en la década de los 40, un grupo de cientificos de Universidades
norteamericanas reconocieron la necesidad de recoger datos objetivos, tanto del porcentaje de
espermatozoides moéviles como de su velocidad, y a partir de entonces, dedicaron su esfuerzo a
establecer estandares que fuesen de interés no sélo a nivel cientifico, ampliando asi el estudio de
la funcionalidad espermatica, sino también a nivel comercial, ya que se crefa que una valoracion
mas precisa del porcentaje de espermatozoides méviles iba a permitir, tanto la prediccion de la
capacidad fecundante de un determinado macho, como el establecimiento del mejor protocolo de
preparacion de dosis seminales, venciendo de esta forma la subjetividad de la valoracion visual,
que poco habia evolucionado desde la primera observacion realizada por von Leeuwenhoek en
1678 (Amann y Katz, 2004). Asi se asent6 la base teérica sobre la que tendria lugar el nacimiento,
en la década de los 80, de los sistemas de analisis computarizado de semen o sistemas CASA

(Computer Assisted Semen Analysis).

2.3.2.2. Influencia de la electronica en el desarrollo de los sistemas CASA.

En los anos 50, VanDemark et al. (citado por Amann y Katz, 2004) establecieron que la
electrénica podia ser utilizada para el desarrollo de técnicas de valoracién de la movilidad esper-
matica, quedando desde entonces ligada permanentemente a la estimaciéon de la movilidad semi-
nal por medio de diferentes propuestas, bien de valoracion indirecta (turbidometria, velocimetria
Laser-Doppler) o de valoracion directa (fotomicrografia de tiempo-exposicion, fotomicrografia de

exposicion multiple, microcinematografia, videocinematografia):

= Turbidometria: Este prodecimiento consiste en medir el ratio de migracién de los esperma-
tozoides diluidos en un medio artificial, mediante la estimacién de los cambios de densidad
optica producidos por el desplazamiento de los espermatozoides en el interior del recipien-
te que los contiene [Van Duijin y Rikmenspoel, |1960| (citado por |Amann y Katz, 2004);
Sokoloski et al., |1977; |Levin et al., |1980].

Atherton et al.| (1979) determinaron que la estimaciéon de la movilidad por medio de este
sistema estd correlacionada significativamente con el porcentaje de espermatozoides con
movilidad progresiva. A partir de este método se desarrolls el Sperm Quality Analyser®
(Unitec Medical Systems Inc, CA, EEUU).

» Velocimetria Laser-Doppler: Este método se basa en la determinacién de las frecuencias

generadas, de acuerdo con el efecto Doppler, en una dispersién espermaética sobre la que
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se ha hecho incidir un haz laser monocromaético; el espectro de frecuencias originadas va a
depender de las caracteristicas cinéticas de los espermatozoides de la muestra (Jouannet
et al.l |1977).

Los parametros determinados por esta técnica son, ademés del niimero y porcentaje de
espermatozoides moviles, la distribuciéon y determinaciéon de las caracteristicas tridimen-
sionales de la velocidad (Dubois et al., [1974).

Fotomicrografia de tiempo-exposicién: Esta técnica fue introducida por Lord Rothschild y

Swam en 1949 (citado por |Amann y Katz, 2004), siendo la primera que permitié reconstruir
la trayectoria espermatica de forma individual. Su ejecucién consiste en la realizacién de una
sola fotografia, con un tiempo de exposicion prolongado (generalmente 1 segundo), en un
microscopio de campo oscuro. De esta forma, el recorrido trazado por cada espermatozoide

queda reflejado en blanco sobre el fondo oscuro del negativo.

Este procedimiento ha sido empleado tanto en el analisis seminal de semen humano
(Janick y McLeod, [1970; |Overstreet et al., [1979) como en el de toro (Eliott et all [1973]),
v ha sido la base sobre la que se desarrollaron numerosas e interesantes evoluciones hasta
que, en los anos 80, se vio desplazado por la aparicion de los sistemas CASA (Mortimer,
1997).

Fotomicrografia de exposicién miltiple: Este método consiste en realizar, en un microsco-

pio con luz estroboscépica, seis microfotografias durante un segundo, determinando con
ello la posicién de los espermatozoides en seis puntos de su recorrido, a partir de los cuales
se reconstruye la trayectoria trazada por cada célula, ya sea mediante técnicas manuales o
semiautoméaticas (Makler et al., 1980} 1984).

La mayor desventaja que presenta esta técnica radica en el escaso niimero de imagenes
capturadas, no permitiendo con ello calcular determinados parametros, como la velocidad

curvilinea, la amplitud lateral de la cabeza o la frecuencia de batido.

Microcinematografia: Método similar al anterior, pero que se efectiia mediante la graba-

cion del movimiento de los espermatozoides en una pelicula cinematografica, de forma que
a partir de la posicién que ocupa cada célula en los fotogramas de dicha pelicula se recons-
truyen sus trayectorias (Mortimer} [1997)). El desarrollo de esta técnica permitié el estudio
en profundidad del movimiento espermatico, estableciendo con ello los parametros que ac-
tualmente calculan los sistemas computarizados (David et al., [1981; Serres et al., [1984;
Freund y Oliveiray [1987).

El ntimero de iméagenes capturadas por segundo oscila entre un valor inferior a veinte
y varios cientos, con lo que permite estudiar con detalle las caracteristicas del movimiento
tanto de la cabeza como de la cola del espermatozoide, pudiendo determinar todos los

parametros cinéticos derivados de ellos.

Videocinematografia: Como la técnica anterior presentaba importantes carencias, como el

alto coste y el elevado tiempo en el procesado de las imégenes, se recurrié a este método,

que realizaba la grabacién de las mismas en cinta de video. La reduccion del coste y, sobre
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todo, del tiempo de procesado de las imagenes tras su captura determiné, a partir de este
meétodo, el desarrollo de los sistemas semiautomaticos de analisis de la movilidad (Morti-
mer, [1997)). No obstante, esta técnica presenta una clara desventaja respecto a la anterior,
ya que al ser la frecuencia de captura de las imdgenes bastante inferior, no permite obtener
una imagen clara del flagelo y, por lo tanto, realizar un andlisis preciso de las caracteristicas

de movimiento de esta estructura.

2.3.2.3. Evolucién y comercializacién de los sistemas CASA.

En 1973 |Jecht y Russol (citados por Amann y Katz, 2004) emplearon en semen humano un
sistema desarrollado por la NASA (National Aeronautics and Space Administration) para reali-
zar el seguimiento y mostrar los parametros cinéticos de los cohetes tras su lanzamiento. Este
experimento fue llevado a cabo en el JPL (Jet Propulsion Laboratory), calculando los parametros
disenados para el seguimiento de los cohetes y, aunque no se le dio ningin uso practico, en la
correspondiente publicacion ya se hacia referencia a conceptos que se siguen empleando hoy en
dia, como la determinacién de los centroides de los espermatozoides y la de la velocidad y del

desplazamiento lineales y angulares.

En esta misma época, los investigadores Amann y Hammerstedt, ante la necesidad de reali-
zar un medicién cuantitativa y automatizada del porcentaje total de espermatozoides méviles,
iniciaron, con la colaboracion de Centros de TA de ganado vacuno del Estado de Pennsilvania,
que buscaban el establecimiento de un protocolo estandar para el analisis seminal, una serie de
trabajos, que concluyeron en 1978 con el desarrollo del primer equipo que permitia identificar las
trayectorias individuales, asf como realizar el célculo del porcentaje de espermatozoides méviles
v de su velocidad. Este trabajo resulté, a la postre, la primera aplicacién de este tipo de sistemas

en la andrologia veterinaria (Amann y Katz, 2004)).

Sin embargo, el primer sistema con arquitectura similar a la de los equipos actuales no se
desarrollé hasta 1985, cuando Katz ef al. presentan, gracias al desarrollo de los microprocesa-
dores y de las tarjetas digitalizadoras, el Expert Vision® (comercializado por Motion Analyzers
Corporation), que result6 ser el origen de la familia de modelos conocidos como CellTrack®.
Estos equipos, a pesar de presentar una cierta superioridad tecnologica con respecto a sus com-

petidores, no tuvieron una gran difusion.

El siguiente sistema comercializado en 1985, el CellSoft® (CRYO Resources Ltd.), fue el
primer equipo desarrollado especificamente para el anilisis de la movilidad de las células es-
permaticas, y se emple6 de forma generalizada en semen humano, bovino y de animales de
laboratorio, como ratas y ratones (Working y Hurtt, [1987; Mack et al., [1988). A partir de su
utilizacién se empez6 a reconocer el potencial que presentaban este tipo de sistemas para la detec-

cioén de cambios ambientales y la determinacion de riesgos laborales sobre la funcién espermatica.
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El segundo sistema diseniado en exclusiva para el andlisis de la movilidad espermética, y sin
duda el mas conocido a nivel mundial, fue el HTM-2000® de Hamilton-Thorne Research; éste
aparecié un ano més tarde que los dos anteriores (1986) y, a diferencia de sus derivados modernos,
que utilizan luz visible y contraste de fases, empleaba una iluminacion proxima al infrarrojo y una
Optica de campo oscuro (Amann y Katz, 2004). Fue el primer equipo comercializado baja la de-

nominacion que luego englobaria a todos los sistemas computarizados de anélisis seminal: CASA.

A partir de los anos 90 y hasta nuestros dias, se ha incrementado la frecuencia de apariciéon de
nuevos equipos en el mercado, destacando entre ellos al SM-CMA (Stroemberg-Mika Cell Motion
Analysis®), que aparecid a principios de los 90, y que, a dia de hoy sigue siendo el tinico sistema
conocido que emplea al tracto intermedio de la cola como factor secundario a la hora de discernir
si los elementos detectados por el software son particulas o espermatozoides inmoéviles. Otros
equipos son el Hobson Sperm Tracker® (Hobson Tracking Systems), el Integrated Semen Analy-
sis System® (PROISER R+D), el Qualisperm® (Biophos GmbH), el SpermVision® (Minitiib
GmbH), el CEROS® de Hamilton-Thorne y los derivados del sistema IVOS® de este mismo
fabricante, disenados especificamente para el andlisis de semen de caballo, de verraco y para el

andalisis toxicolégico.

2.3.3. El sistema CASA.
2.3.3.1. Componentes y funcionamiento.

Los sistemas CASA generalmente estan formados por dos mecanismos principales, uno de
captura de imégenes, que corresponde a la camara de video, y otro de procesamiento de las
mismas, para el que se dispone de una computadora con un software apropiado. Hay un tercer
elemento que resulta imprescindible en aquellos casos en los que la camara utilizada no es digi-
tal, que es la tarjeta digitalizadora (video frame grabber card), que se encarga de convertir las

imégenes a un formato digital para que puedan ser analizadas por el citado software.

Estos elementos han de trabajar estrechamente con otros que de forma habitual se utilizan
para la valoracién convencional de la motilidad, como son un microscopio equipado con un sis-
tema de contraste de fases y una pletina calefactada, que permite la obtencién del movimiento

natural de las células esperméticas.

Una de las particularidades del analisis de la movilidad, que ademas lo diferencia de otros
tipos de anéalisis computarizado de iméagenes celulares, es la complejidad del seguimiento de la
trayectoria de cada uno de los espermatozoides que son recogidos por la cdmara de video, para
lo cual ésta ha de capturar una serie de iméagenes consecutivas o frames para, posteriormente,
y una vez digitalizada la informacién, proceder por medio del software a la identificacion de las
células, a realizar su seguimiento y a efectuar todos los calculos necesarios para presentar los

datos relativos al movimiento de las mismas.
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Camara de video. Las camaras de video utilizadas pueden clasificarse en funcién de varios
criterios; asf, segtin el sistema de captura de imégenes, nos encontramos con cdmaras de captura
discontinua o de captura continua y, segin la naturaleza de la senal de salida, con cdmaras digi-

tales o analdgicas.

Las camaras de captura discontinua son las que se han empleado tradicionalmente con esta
finalidad y se caracterizan por realizar, en el mismo instante, una captura parcial de cada imagen
o frame, efectuando por separado la grabacién de las lineas identificadas con nimeros pares e
impares, para a continuacién combinarlas obteniendo el frame. Los fabricantes de este tipo de
camaras optaban entre dos estandares, en funcion del pais de que se tratase, el PAL (Phase
Alternating Line) que empleaba una frecuencia de captura de 25 6 50 frames/segundo, o el
NTSC (National Television Standards Comitee) que proporcionaba una frecuencia de 30 6 60
frames /segundo (Mortimer, 2000]).

En la actualidad, el desarrollo experimentado por este sector ha posibilitado la aparicién de
numerosas mejoras con respecto a aquel método de captura de imégenes, permitiéndonos grabar
la totalidad de cada frame en un mismo instante por medio de las cAmaras de captura continua;
ademés, la frecuencia de captura ya no sblo depende del estandar utilizado en un determina-
do pais, sino que en algunos equipos es posible seleccionarla entre un rango determinado, para
trabajar asi con la frecuencia requerida, dada la gran variacién que produce la utilizacion de

diferentes frecuencias sobre los valores cineméaticos (Mortimer|, 2000).

Las camaras digitales proporcionan una senal de salida digital y, por tanto, nos permiten
trabajar con la imagen digital directamente en el ordenador, sélo mediante la conexién de la
camara por medio del USB (Universal Serial Bus) o del Firewire. Por su parte, las camaras
analégicas proporcionan una senial analégica que precisa de su digitalizacién, por medio de la
tarjeta digitalizadora para convertirla en una matriz numeérica (imagen digital) sobre la que se

aplican diferentes operaciones que determinan el procesamiento digital de la imagen.

Las camaras para realizar la captura poseen una matriz de elementos semiconductores sen-
sibles a la luz o CCD (Charge Coupled Device) que determina su resoluciéon, ya que crea una
imagen con tantos pixeles como elementos fotosensibles tenga la matriz; cuando la luz incide
sobre éstos, se genera una senal eléctrica proporcional a la cantidad de luz que ha incidido, que
posteriormente se cuantifica en un valor comprendido entre 0 y 255, correspondiendo, el 0 al
negro y el 255 al blanco, para las imagenes en escala de grises; en el caso de que la imagen
requerida sea en color real, este proceso se realizard para los tres colores basicos (rojo, verde y

azul).

Una vez obtenida la imagen digital, nos encontramos con un mosaico de valores sobre el cual
se pueden aplicar operaciones que permiten mejorar la imagen, preprocesarla y a continuaciéon
realizar una segmentacién, que determinard, en funcién de los diferentes valores de los pixeles,

la identificacién de las células espermaticas.
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Software. El software, en primer lugar, ha de establecer, del total de pixeles de la imagen,
cudles corresponden a espermatozoides, tomando generalmente la cabeza como referencia; para
ello, el programa ha de trabajar con un rango de pixeles que se considera apropiado para la
cabeza espermética y, dada la variaciéon de tamano de ésta segin la especie, es el técnico el que
tiene que introducir un minimo y un maximo, de forma que el programa reconoceré a todos los
objetos que estén dentro de este rango como espermatozoides, cuando esto no siempre es asf.
Para solventar este inconveniente, el sistema SM-CMA® requeria la presencia de una porcion de
la cola para identificar como espermatozoides a aquellos objetos con unas proporciones determi-
nadas (Neuwinger et al..|1990) y posteriormente, Hamilton-Thorne ide6 el sistema IDENT®  que
empleaba la tincion fluorescente Hoechst, por medio de su unién al ADN celular, para identificar
a las células esperméticas (Zinaman et al., 1996)).

Una vez determinados los espermatozoides, con la mayor fiabilidad posible, se procede a re-
ducirlos a un solo punto, denominado centroide, que normalmente resulta ser el centro del grupo
de pixeles que definen la cabeza de un espermatozoide, método empleado por equipos como el

CellTrack® o el CellSoft®, o bien el punto més brillante de la cabeza espermética, como en el

sistena IVOS® (figura .

A partir de este momento el pro-
grama identificard a cada centroi-
de y establecerd su posicién en los
sucesivos frames reconstruyendo asf

l la trayectoria de cada espermatozoi-
@G) %@@ @@ na de probabilidad en forma de cir-

cunferencia alrededor de éste, utili-

de, para lo cual se establece una zo-

l zando como radio la distancia maxi-
ma que se puede esperar que recorra

\/\/\/\ un espermatozoide en el intervalo de

tiempo transcurrido entre dos image-

Figura 2.9: Reconstruccion de una trayectoria a partir de la 1€S capturadas, distancia que ha de
posicion de la cabeza espermdtica en la secuencia de imdgenes. gor incorporada en los parametros de
El centro de la cabeza del espermatozoide se toma como punto
de referencia (centroide) y es sequido a través de la secuencia

de imdgenes uniéndose los distintos puntos para crear la tra- ria tanto en funcion de la especie a
yectoria recorrida (Mortimer, |2000).

configuracion del programa, pues va-

analizar como del medio empleado;
el circulo resultante va a constituir
el drea donde es mas probable que se encuentre el espermatozoide en la siguiente imagen.

Este procedimiento puede dar lugar a errores de calculo como consecuencia de la presencia,
en el siguiente frame, de dos centroides en una misma zona de probabilidad; el software puede
confundirlos y realizar una reconstruccion incorrecta de las trayectorias de ambos (figura .
Para minimizar este efecto se recomienda emplear muestras con concentraciones no muy elevadas,

para asi reducir el ntimero de cruces entre espermatozoides (Mortimer et al.,1995; ESHRE| 1998).
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2.3.3.2. Cuantificaciéon del movimiento espermatico.

Los parametros cinéticos han sido definidos como aspectos geométricos de la movilidad, de-
pendientes del tiempo, que se diferencian mediante calculos de masa y fuerza (Drobnis et al.,
1988)).

Se han desarrollado métodos para cuantificar tanto el movimiento de la cabeza como el del
flagelo de los espermatozoides; aunque al primero se le ha prestado, por motivos técnicos, mas
atencion, por lo que su desarrollo ha sido mayor, no hay que olvidar que el movimiento flagelar
es el que define el desplazamiento de la célula, y por lo tanto se ha de tener muy en cuenta en el

andlisis cineméatico (Mortimer} [1997)).

A B C

Figura 2.10: Imagen superior: Representacion de la célula y su radio de bisqueda (A), y el trazado de
su trayectoria en la siguiente imagen (B); la posible confusion sucede cuando un sequndo espermatozoide
irrumpe en la zona de probabilidad del primero (C). Imagen inferior: reconstruccion de las trayectorias
cuando dos espermatozoides comparten la misma zona de probabilidad (A), pudiendo originar un trazado
errdneo (B) o correcto (C) de las mismas (Imdgenes extraidas de|Mortimen, |2000).

Analisis del movimiento flagelar. Las trayectorias de los espermatozoides que se mueven
libremente estan dictaminadas por las caracteristicas del batido flagelar, de forma que diferentes
patrones de movimiento del flagelo van a determinar diferentes trayectorias de los espermatozoi-
des (Suarez et al., [1983).

El analisis del movimiento flagelar se inici6 en la década de los anos 50, cuando mediante
principios dindmicos se pretendia estudiar el movimiento de varios puntos establecidos a lo largo

del eje longitudinal del flagelo, determinando asi una serie de indices:

= Longitud de la onda de batido flagelar: la distancia entre dos picos consecutivos a lo largo
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del flagelo (Katz et al., [1978; Ishijima et al., 1986)); se suele calcular como el doble de la

mitad de la longitud de la onda, que es la distancia existente entre el pico y la inflexién de
la misma (figura 2.11)).

Velocidad de propagacién de la onda flagelar: el pico de onda es calculado mediante el mé-

todo del midpoint (figura[2.11]) y la distancia recorrida por este pico a lo largo del flagelo
se determina mediante la medicién del incremento de la distancia entre el cuello y el punto

medio en imégenes sucesivas (Gibbons y Gibbons, [1980b; [Serres et al., [1984]).

Frecuencia de batido flagelar: es el niimero de batidos del flagelo por segundo.

Amplitud del batido flagelar: se considera, bien como la anchura méxima del batido flagelar

(Burkman| 1984)), o bien como el desplazamiento maximo del flagelo con respecto a una

linea imaginaria central (Overstreet et al., 1979)).

Radio de curvatura flagelar (FCR): Suarez et al| (1983) definieron este parametro para

aquellas ocasiones en las que no es posible determinar la longitud completa del flagelo, lo
que ocasiona problemas en el cdlculo del parametro anterior; resulta de dividir la distancia
en linea recta desde el cuello del espermatozoide al primer punto de inflexién de la cola

entre la distancia curvilinea del flagelo entre esos dos mismos puntos (figura [2.11)).

Radio de curvatura: es una cuantificacion de la curvatura flagelar (figura [2.11)); se calcu-

la ajustando circunferencias de radio conocido a las inflexiones originadas por el flagelo
(Drobnis et al.l |1988).

Angulo de inflexion flagelar: este valor es el angulo suplementario que se forma en la inter-

seccion de dos tangentes trazadas en la onda flagelar (figura [2.11]).

Otros: eficiencia de batido, eficacia cinética, velocidad angular de la onda flagelar, ... (Mor-
timer, 1997).

L 1:2 Longitud Onda b
e | T
Ing
=
- < 2 I
Radio e Pico Onda mediante 5
Curvatura Meétodo Midpoint E
i Radio de curvatura flagelar

FCR=a'D

Angulo de inflexion
Flagelar

Figura 2.11: Métodos comunes de andlisis del movimiento flagelar (Mortimen, |1997).
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No obstante, este tipo de pardmetros, aun teniendo una gran importancia en el estudio del
movimiento espermatico, se establecieron mediante técnicas de cartografia manual y su adapta-
cion a los sistemas computarizados no resulta sencillo, debido a que la alta frecuencia de batido
flagelar de los espermatozoides (unos 80 batidos por segundo para las células humanas) no se re-
coge de forma eficiente por los equipos actuales, que presentan frecuencias de captura de en torno
a 25-50 frames /segundo, cuando Mortimer et al.| (1997) determinaron que para poder realizar un
correcto seguimiento del movimiento del flagelo serfa necesario capturar al menos 200 imégenes
por segundo. Mientras tanto, y debido a la relacién existente entre el patréon de movimiento de
la cabeza y el de la cola del espermatozoide (este tltimo dirige al primero), se realizan estimacio-

nes indirectas utilizando la cabeza espermatica como referencia para los sistemas computarizados.

Analisis del movimiento del centroide. Antes de 1988, los estudios realizados por los di-
ferentes investigadores ya se referian a indices cinematicos calculados a partir de las trayectorias
descritas por los centroides, si bien los términos empleados variaban notablemente entre ellos. A
partir de este ano, y tras dos congresos realizados con el fin de consensuar la terminologia a em-
plear, quedaron concretados una serie de parametros cinéticos basicos que definen el movimiento
espermético y cuyo célculo ha sido incorporado por todos los sistemas computarizados utilizados
en la actualidad.

Estos parametros se podrian agrupar en los siguientes apartados:

1. Velocidad.

Para describir los diferentes aspectos de la progresion de los espermatozoides se recurre a
tres parametros, que son la velocidad curvilinea (VCL), la velocidad rectilinea (VSL) y la
velocidad media (VAP). Todas ellas se miden en pm/s (Mortimer y Mortimer}, 1990)).

= Velocidad Curvilinea (VCL): hace referencia a la distancia total que recorre la cabeza

del espermatozoide en el tiempo de captura; la distancia recorrida se refiere a la
proyeccion bidimensional de la trayectoria tridimensional real que describe (Mortimer),

1997); el resultado es siempre mayor o igual que las otras dos velocidades (figura[2.12)).

s Velocidad Rectilinea (VSL): indica la ganancia neta de espacio por parte del esper-

matozoide, determinada por la linea recta que une el primer punto y el ultimo de la

trayectoria (Mortimer} [1997)).

s Velocidad Media (VAP): velocidad del espermatozoide en su trayectoria media du-

rante el periodo de observacién, siendo esta trayectoria un indicativo de la direccién
media de la célula espermatica analizada (Mortimer, [1997); su determinacion se puede
realizar bien de forma manual, mediante interpolacién visual o efectuando un célculo
geométrico, o bien de forma matematica, por medio de diferentes métodos algebraicos

recogidos bajo el nombre genérico de smoothing (figura [2.13]).
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TRAYECTORIA CURVILINEA

=~ — — TRAYECTORIA RECTA

. = =X~ — TRAYECTORIA MEDIA CALCULADA POR SMOOTHING

Figura 2.12: Distancias utilizadas para el cilculo de los diferentes parametros de velocidad analizados
(Mortimer, |1997).
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La interpolacién visual realiza el calculo de esta trayectoria media dibujando una linea
a lo largo de la trayectoria real del espermatozoide en cuestién, mientras que el calculo
geométrico traza una serie de lineas primarias que van desde la parte mas alejada de uno
de los picos de la trayectoria a la més alejada del pico consecutivo; el punto medio de cada

una de estas lineas determinaré el lugar por donde se ha de trazar la trayectoria media.

Por su parte, los sistemas CASA han incorporado la via matematica, estableciendo
la trayectoria media a partir del valor promedio de las coordenadas de los puntos de la
trayectoria circular adyacente (smoothing). Este método de calculo presenta el problema
de que los puntos iniciales y finales no pueden ser incluidos en los calculos mateméticos, por
lo que algunos investigadores establecieron dos modificaciones en el método, denominadas
“Reflexion” (Katz y Davis, (1987)) y “ Window smoothing” (Mortimer y Swan| (1995, con el

fin de establecer de una forma mas correcta los puntos de trazada de la trayectoria media.

. Ratios de velocidad.

Para definir de una forma més completa la trayectoria descrita por un espermatozoide, se
han desarrollado tres indices que establecen la relacién entre las tres velocidades analizadas:
el indice de linealidad (LIN), el indice de rectitud (STR) y el indice de oscilacion (WOB).

= Indice de Linealidad (LIN): es la relaciéon porcentual entre la VSL y la VCL; indica

lo proxima que es la trayectoria circular del espermatozoide a una linea recta. Aque-
llas trayectorias que presenten recorridos circulares presentardn un bajo LIN, como
consecuencia de que el espacio neto ganado serd mucho menor que la distancia total
recorrida por el espermatozoide; en el caso contrario, un espermatozoide que describa
una trayectoria curvilinea con una baja amplitud de desplazamiento lateral presentara
un alto LIN, ya que la distancia neta ganada estara préxima a la real recorrida por el

espermatozoide (Mortimer, |1997).

LIN(%) = ggixloo
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INTERP OLACION VISUAL

GEOMETRICA MANUAL

SMOOTHING

REFLEXION MATEMATICA

Figura 2.13: Métodos utilizados en la derivacion de la trayectoria media para el cilculo de la VAP.
Los dos primeros métodos se emplean comiunmente en el andlisis manual o semi-automatizado de la
trayectoria, mientras que los otros dos, que utilizan el denominado "smoothing”, son los que suelen
emplearse en los sistemas CASA (Mortimen, |1997).

= Indice de Rectitud (STR): establece la relacién porcentual entre la VSL y la VAP,

indicandonos lo proxima que es la trayectoria media a una recta. Aquellas trayectorias

curvilineas alejadas de una linea recta presentaran, del mismo modo que en el LIN,
unos valores bajos, mientras que trayectorias sin grandes oscilaciones laterales y con
una gran distancia entre los puntos de trazada mostraran indices de rectitud altos
(Mortimer|, 1997).

VSL
VAP

STR(%) = 2100

= Indice de Oscilacion (WOB): indica el grado de oscilaciéon de la trayectoria real de la

cabeza del espermatozoide con respecto a la trayectoria media (Blanco-Palau, [1998),
por medio de la relaciéon porcentual existente entre la VAP y la VCL. Sus valores
seran bajos en aquellos casos en los que la trayectoria descrita presente valores de la
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza elevados y altos en el caso de que

ésta sea circular, estando en este caso la VCL proxima a la VAP.

AP
WOB(%) = ‘X;CLxloo

3. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza espermatica (ALH).
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Aun no pudiéndose considerar, en sentido estricto, una amplitud, puesto que no se mide
entre el pico de onda y el punto de inflexion de la curva (Mortimer, 2000)), este para-
metro se encarga de determinar, en um, el desplazamiento efectuado por la cabeza del
espermatozoide en su trayectoria curvilinea de uno a otro lado de la trayectoria media
(Quintero-Moreno, 2003). Su calculo resulta de gran interés, ya que se emplea como una
aproximacion para describir el batido flagelar; para realizarlo es necesario efectuar el tra-
zado de la trayectoria media para, a continuacién, establecer la distancia entre ésta y cada
uno de los puntos de la trayectoria real, distancia a la que se denomina “riser” (Boyers
et al., [1989)), v se considera a la ALH en cada punto como el doble de la misma. Existen
dos vias para el calculo de la ALH, la ALH maxima y la ALH media; la primera corresponde
al valor maximo que adquiere la ALH en el transcurso de la trayectoria analizada, mientras
que la segunda es el promedio establecido de todos los valores calculados a lo largo de la
trayectoria. La utilizacién de una u otra depende del equipo en cuestiéon, por lo que resulta
de gran interés conocer cudl estamos empleando en las valoraciones que realizamos. En una
trayectoria regular, el riser es perpendicular a cada punto de la trayectoria media, si bien
esta afirmacién no se confirma si el recorrido espermético resulta muy irregular, originando
una disminucién en la exactitud de los resultados obtenidos tras los calculos matemaéticos
(Mortimer} 1997).

4. Frecuencia de batido (BCF).

Se desarrollé como indicador de la frecuencia de batido flagelar y equivale al numero de
veces, expresado en Hz, que la cabeza del espermatozoide cruza la direccién del movimiento
(trayectoria media). Su calculo resulta muy util en la valoracion de fuertes cambios en los
patrones del movimiento del flagelo (Mortimer, 1997)), si bien su aplicacion para el anéli-
sis de trayectorias muy irregulares puede originar errores en los calculos matematicos, del

mismo modo que sucedia en la ALH (Mortimer, [1997).

Existen otros parametros derivados de estos descritos que también se emplean en la descripcion
del movimiento de las células espermaticas (recogidos en la tabla, aunque no todos los equipos
estdn programados para determinarlos y su utilizacion es poco frecuente.

Por otra parte, a finales del siglo pasado surgieron un nuevo tipo de pardmetros cinéticos
para el anélisis de espermatozoides humanos capacitados (Mortimer et al., 1996; Mortimer y
Swam), 1999b)), con el fin de facilitar la comparacion de los anélisis realizados, mediante equipos
que utilizan diferentes algoritmos o bien distintas frecuencias de captura, asi como de reducir los
inconvenientes en la valoracién de los espermatozoides hiperactivados, si bien su utilizacién no

esta extendida.
Con independencia de los métodos empleados, la utilizacién de sistemas CASA determina

los patrones cinematicos de cada espermatozoide y su combinacién puede ser empleada para

clasificar su patrén de movimiento (Mortimer}, 2000).
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2.3 Andlisis de la movilidad espermaética mediante sistemas computarizados.

2.3.4. Fuentes de variacion de los resultados en los sistemas CASA.

La incorporacién de los sistemas computarizados al analisis de la movilidad espermatica no
estuvo exenta de problemas. Las expectativas creadas en torno a la utilizacion de estos equipos,
que pronosticaban la obtencién de resultados objetivos sin variaciones e incluso excelentes corre-
laciones con la fertilidad, pronto se vinieron abajo al comprobar que los resultados obtenidos no
proporcionaban una mejora sustancial en la eficacia de prediccién de la capacidad fecundante de
una determinada muestra seminal, aparte del inconveniente, desde un punto de vista econémico,
que suponia la adquisicién de uno de estos sistemas, asi como la necesidad de incorporar personal
capacitado para operar con estos equipos, hechos que han ralentizado su difusién en la andrologia
veterinaria (ESHRE, [1998; Verstegen et al.) 2002; |Amann y Katz, 2004).

No obstante, el mayor inconveniente que nos encontramos en la utilizacién de estos sistemas
es que los resultados van a estar condicionados también por multitud de factores (Vantman ef al.,
1988)), por lo que se echa por tierra el principal fin para el que fueron ideados, la obtencion de
resultados objetivos que permitan su comparaciéon. Se comprobd que los resultados recogidos
eran inexactos (Mortimer y Mortimer} [1988) y que la comparacion de los mismos entre distin-
tos sistemas era, cuanto menos, problematica (Gill et al., |[1988; /Amann) [1988]), ya que estaban
claramente influenciados por las condiciones en las que cada laboratorio realizaba los anélisis.

Este tipo de errores son de caracter técnico y, por lo tanto, salvables mediante una correcta
validacién y estandarizacién, tanto de los sistemas como de las condiciones de medida, asf como
con una adecuada formacién del personal encargado, por lo que, en la década de los 90, se
intensificaron los trabajos de identificacion de las fuentes de variacion, para asi poder establecer
las condiciones 6ptimas que las minimizaran (Neuwinger et al.|,|1990; Anzar et al.l |[1991; Wetzels
et al., (1993, Holt et al., 1994; Kraemer et all 1998).

En definitiva, es indispensable conocer las fuentes de variacion que pueden afectar a los re-

sultados recogidos de la valoracién cinética mediante los sistemas computarizados de anélisis.

2.3.4.1. Fuentes de variaciéon originadas por los equipos de captura y analisis de

imagenes.

Diseno del software.

Las diferencias existentes en el diseno del software entre los distintos equipos de analisis cinético
hace que los resultados obtenidos para una misma muestra varien de forma sustancial (Mortimer
v Mortimer| (1988} Davis et al., {1992} Davis y Katz, [1992; Davis y Katz, [1993)), lo que conlleva la
imposibilidad de comparar datos recogidos por equipos diferentes. Estas diferencias se presentan

principalmente en cuatro puntos:
= El método de identificaciéon de los espermatozoides.
= La zona de la célula empleada como referente en el trazado de las trayectorias.

= Los pardmetros de configuracién.
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= Los algoritmos empleados en el calculo de las caracteristicas del movimiento; este punto
afecta sobre todo a aquellos parametros que precisan del smoothing para su determinacion,
como la ALH y la VAP (Holt et al., 1994; Mortimer y Swam, 1999a; [Mortimer y Swam)
1999b).

Parametros de configuracion.

1. Umbral de identificacién de espermatozoides: el establecimiento de un correcto umbral de

tamano, dentro del cual todas las particulas detectadas seran consideradas espermatozoides,
es de extrema importancia, ya que si el umbral minimo es demasiado alto y/o el maximo es
demasiado bajo, puede determinar la exclusién de células espermaéticas, alterando el ntimero
total de espermatozoides presentes, que resultaréd inferior, vy si el umbral minimo es muy
bajo y/o el maximo es muy alto, daré lugar a la indentificacion como espermatozoides de
numerosos restos celulares, incrementando el porcentaje de “espermatozoides inméviles”, lo

que provocara una reduccion artificial del porcentaje de movilidad (Vantman et al., [1988)).

2. Radio de busqueda: al igual que ocurria en el anterior pardmetro de configuracién, una

incorrecta elecciéon del radio de bisqueda provocard la aparicién de un mayor ntimero de
trayectorias calculadas erréneamente, de forma que si el radio establecido es muy pequerio,
no apareceran en él aquellos espermatozoides que presenten una velocidad muy alta, por
lo que se incrementard la presencia de trayectorias incompletas, y si es demasiado grande,
se originardn numerosos cruces con otras células, lo que determinard un aumento de tra-
yectorias calculadas incorrectamente (Holt y Palomo, 1996} Holt et al., |1996)). El valor de
este pardmetro varia en funcién del equipo utilizado; asi, en el Hobson Sperm Tracker®se
considera 6ptimo para el verraco el de 13 um (Holt et al.,[1996)) y en el sistema SCA® el
de 11 pm (Blanco-Palaul, [1998).

3. Numero de puntos de la trayectoria analizados: corresponde al ntimero de imagenes cap-

turadas en la secuencia y repercute de forma directa en la determinacion de la VCL, el
LIN y la ALH (Mack et al.l [1988; Vantman et al., |1988)), asi como en la del porcentaje de
movilidad. El empleo de valores altos no permite a los espermatozoides con un movimiento
muy rapido permanecer el tiempo necesario en el campo de captura, originando numerosas
trayectorias incompletas y, como consecuencia de ello, provocando una reduccion ficticia en
el porcentaje de espermatozoides moviles (Davis y Katz, 1992). Algunos autores aconsejan
la utilizacién de un minimo de veinte puntos en el cilculo de una determinada trayectoria
(Mack et al|, 1988} Yeung y Nieschlag, [1993)).

4. Frecuencia de captura: el nimero de imégenes capturadas por segundo influye de forma
sustancial en la trayectoria calculada (figura ; cuanto mayor sea la frecuencia de cap-
tura, méas se aproximard la trayectoria trazada a la real del espermatozoide (Mortimer),
2000), modificaAndose todos los parametros analizados, con la logica salvedad de la VSL
(Mortimer y Mortimer, 1988; Mortimer y Swam, 1999b). Al aumentar la frecuencia de cap-
tura se incrementan los valores calculados para la VCL, la VAP, la BCF y el STR, mientras
que disminuyen los del LIN, el WOB y la ALH.
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30 Hz 60 Hz

Figura 2.14: Efecto de la frecuencia de captura en el trazado de la trayectoria (Mortimer, |2000).

Equipo 6ptico y de captura.
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1. Optica: la realizacién de una correcta segmentacion de las iméagenes depende en gran medida
de la obtencién de un buen contraste entre los espermatozoides y el fondo del campo de
captura. Para ello se necesita que la iluminacién tenga la intensidad y el color adecuado, asi
como que permanezca constante durante el tiempo de la valoraciéon. El aumento empleado

debe ser el mismo en todas las valoraciones, siendo 100x la Optica recomendada para el

analisis de la movilidad (ESHRE, [1998).

Las opticas de contraste de fase utilizadas pueden ser de dos tipos, positivo o negativo; las
de contraste positivo proporcionan una imagen en la que los espermatozoides se muestran
de un color oscuro sobre fondo claro, mientras que en las de contraste negativo esto se in-
vierte, apareciendo los espermatozoides de color claro, sobre un fondo oscuro. La utilizacién
de estas ultimas proporciona una reconstrucciéon més fiable de las trayectorias espermaticas
(Yeung y Nieschlag), 1993)), ya que permite obtener una imagen mas definida de la cabeza
del espermatozoide, no apareciendo asi artefactos como ocurre en las de contraste positivo,
donde la rotacién de la cabeza del espermatozoide puede alterar su tamano y luminosidad

y un enfoque agudo puede provocar un halo que interfiera en el reconocimiento de la misma.

2. Camara de captura: la eleccion de la cAmara de captura también va a condicionar los re-

sultados obtenidos, asi(Tejerina et al.| (2006a) observaron diferencias significativas en prac-
ticamente todos los parametros valorados al analizar una misma muestra con dos camaras
diferentes, una de captura continua y otra discontinua. En este estudio, los resultados pro-
porcionados por la cAmara de captura discontinua eran superiores en los pardmetros VCL,
VSL, VAP, WOB y ALH, mientras que en la BCF y el STR eran inferiores, y s6lo el LIN

mostraba valores estadisticamente similares en ambas valoraciones.

Las trayectorias calculadas con las cadmaras de captura discontinua resultan menos
“reales” que con la utilizacion de las continuas, debido a la aparicién de “cabezas fantasma”
(Tejerinay, 2008), fenémeno que se produce como consecuencia de una mala coincidencia

entre la imagen aportada por las lineas pares y por las impares al combinarlas para formar

la imagen definitiva (figura [2.15]).
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Figura 2.15: Comparacion de imdgenes capturadas por cimaras de captura continua y de captura dis-
continua. Izquierda: imagen obtenida con una cdmara de captura discontinua (Pulniz PE2015), donde
se aprecia la aparicion de “cabezas fantasma” dentro de los circulos rojos. Derecha: imagen obtenida con
una cdmara de captura continua (Basler A312-F).

2.3.4.2. Factores de variacion derivados de las condiciones del analisis.

1. Temperatura: el efecto de la temperatura sobre la movilidad espermatica es bien conocido,
ya que condiciona incluso al porcentaje de espermatozoides méviles totales, lo cual se viene
observando desde hace mnucho tiempo en los analisis subjetivos tradicionales realizados
mediante estimacion visual. Con el analisis computarizado también queda de manifiesto
este efecto, habiéndose observado, en semen canino, incrementos de todos los parametros
cinéticos al elevar la temperatura de las muestras hasta valores corporales

iy Verstegen, 2001)). Para minimizar este tipo de variaciones (ESHRE| 1998) recomienda
realizar el anélisis de las muestras a la temperatura corporal de la especie analizada, esti-

pulando la idonea para las muestras de semen porcino en 39 °C.

2. Diluyente: la eleccién del medio en el que se van a diluir las muestras modifica de forma,

notable los resultados recogidos en los diferentes parametros cinéticos (Farrell et al., 1996;

Rijsselaere et al., [2003), por lo que las comparaciones solo seran correctas entre muestras

diluidas en un mismo medio.

3. Camara de recuento: el tipo de cdmara utilizado también puede influir sobre los patrones

cinéticos mostrados por los espermatozoides; un factor clave es la profundidad de la misma,
y resulta recomendable la utilizacién de cdmaras con valores entre 10 v 20 um ,
, por lo que hay que descartar el empleo, tanto de un portaobjetos y un cubreobjetos,
que proporcionan profundidades altas y enormemente variables entre muestras, como de
hematocitémetros tipo Biirker, Neubauer o Thoma, cuya profundidad es de 100 pm, lo que
motivard que los espermatozoides se sitien en varias capas de fluido, pudiéndose enfocar

con nitidez s6lo aquellos presentes en una de ellas, ademas de que al desplazarse entre capas

se dificulta de forma considerable su seguimiento (Verstegen et al.l [2002).
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Tradicionalmente se ha empleado la caAmara Makler, que presenta una profundidad de
10 um, para la valoracién computarizada de la movilidad espermatica; asf mismo, existen
en el mercado otros modelos, como la Microcell® que estd entre 12 v 20 pm, la Cell—vu®
con 20 ym de profundidad y la cAmara Leja®, también con 20 um. No obstante, a la hora
de comparar resultados es necesaria la utilizacién de la misma camara, ya que no sblo se
han observado diferencias en los resultados de camaras de distinta profundidad (Le Lannou
et all,1992)), sino que éstas también se han detectado entre cAmaras con la misma profun-
didad pero de diferentes fabricantes (Iguer-ouada y Verstegen, 2001)), posiblemente por la

interaccién de algtin componente de las mismas con el metabolismo espermaético.

Otro factor a evitar es el sobrellenado de las camaras (en general se realiza con 4 6 5 ul),
ya que igualmente origina variaciones en el porcentaje de movilidad, as{ como en la concen-

tracion de espermatozoides por campo de captura (Mack et al.,|{1989; Yanagida et al.,(1990).

. Concentracién de la muestra: se ha descrito como uno de los pardmetros que més condi-

ciona las caracteristicas cinéticas de los espermatozoides (Vantman et al.l |1988; [Wetzels
et al., 1993; Verstegen et al.), [2002)); asi, |[Pedigo et al. (1989) determinaron que el uso de
concentraciones elevadas estd inversamente relacionado con la variabilidad de los resulta-
dos, si bien y en contrapunto con ello, Wetzels et al.| (1993) establecieron una correlacion
positiva entre la concentraciéon y el porcentaje de movilidad de una muestra, sobre todo si
el porcentaje real de la misma era medio o bajo, ya que como consecuencia de la mayor
probabilidad de que se produzcan colisiones de las células moéviles con las inmoviles, se

origina un movimiento ficticio de estas tltimas.

La concentracién no sbélo determina variaciones en el porcentaje de movilidad de una
muestra, sino que en algunos estudios realizados, se observé una disminucién de la VCL
y de la VSL a medida que se aumentaba la concentracion (Vantman et al., |[1988; [Wetzels
et all 1993). Este hecho posiblemente se deba a la exclusion de las trayectorias de los
espermatozoides mas rapidos, por colisiones con células vecinas y/o al descenso de la VCL
media provocado por la toma en consideracién del movimiento ficticio de los espermatozoi-
des inmoéviles, que presenta un valor més bajo de este parametro. El aumento de colisiones
también origina que las trayectorias sean més sinuosas, lo que conlleva una disminucién del
LIN y un aumento de la ALH.

La concentracién recomendada se situaria en el rango que va de los 25 a los 50 millones

de espermatozoides por ml, siendo éste el més utilizado en los trabajos publicados.

. Numero de espermatozoides analizados: El nimero de espermatozoides necesarios para ca-

racterizar a la poblacién de una determinada muestra ha sido siempre discutido; en general,
se observan menores coeficientes de variacion en los resultados al analizar un mayor nimero

de células espermaticas, por lo que si se aumenta este namero se obtendra una valoracion
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més precisa (Verstegen et al., 2002). Para semen humano se recomienda el analisis de al
menos 200 células (ESHRE, [1998), mientras que para toro o para caballo esta cifra aumenta
a 300 (Budworth et al., |1987; 1988| citados en Verstegen et al., 2002) o a un rango entre
300 y 500 espermatozoides (Varner et al., |1991)). No obstante, se ha aceptado un minimo
de 100 células analizadas, siendo el intervalo entre 100 y 200 el méas utilizado en la mayoria

de los laboratorios.

Para Holt et al.|(1996)), la determinacion del niimero 6ptimo depende del proposito para
el que se recojan los datos; asi, si lo que se pretende es establecer las medias de los diferentes
parametros para realizar un muestreo estadistico, el namero minimo va a depender de los
limites de tolerancia y de la desviacion estandar de las medidas, de forma que para verraco,
empleando el sistema Hobson Sperm Tracker®, establecen que no existe una variaciéon
significativa en la media de la VAP analizando un valor superior a 25 espermatozoides, si
bien los limites de confianza no se alcanzan hasta que se haya valorado un niimero mayor.
En cambio, si el propésito es realizar un anéalisis mas detallado de los resultados, el ntiimero

minimo para conseguir resultados representativos asciende a 60 células.

6. Variabilidad intra-técnico: A pesar de que los sistemas CASA surgieron con el fin de ven-

cer la subjetividad que presentaban los andlisis por visualizacién directa, los resultados
obtenidos con ellos evidencian que siguen existiendo variaciones en funcion del técnico que
realice la valoracion. Asi queda demostrado en el trabajo de Holt et al.|(1994), donde una
misma muestra era analizada por varios técnicos, con diverso grado de experiencia, con
cinco modelos diferentes de sistemas CASA, constatdndose que para todos los pardmetros
analizados, la variabilidad existente entre los andlisis de los diferentes técnicos dentro de
cada modelo fue mayor que la observada entre los diferentes modelos. Por ello, hay que
tener muy en cuenta que, tanto la especializacién como la experiencia del personal en-
cargado de realizar las valoraciones es uno de los aspectos mas determinantes a la hora
de conseguir una correcta utilizacion de estos sistemas (ESHREL 1998; Krause y Viethen,
1999; Verstegen et al.l 2002).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.

Productos y soluciones.

La tabla 3.1 muestra la relacién de los productos empleados en la realizacién de la parte

experimental de esta tesis doctoral.

Los datos de interés relativos a los modelos de los diferentes aparatos utilizados seran indi-

cados a pie de pagina.

PRODUCTO REFERENCIA
PRODUCTO CATALOGO CATALOGO PROVEEDOR
Yoduro de Propidium iodide P4170 Sigma Aldrich Co.
Propidio
Dlacgtato de Qar— 5(6) Carboxyﬂuoresceln CS166 Sigma Aldrich Co.
boxifluoresceina Diacetate
Cafeina Caffeine C0750 Sigma Aldrich Co.
PBS Phosphate Buffered P4244 Sigma Aldrich Co.
Saline Solution
Lectin for Arachis
PNA Hypogaea Fluorescein L7381 Sigma Aldrich Co.
Isothiocyanate labelled
Glutaraldehido Glutaraldehyde G6257 Sigma Aldrich Co.
Formaldehido Formaldehyde Solution F1635 Sigma Aldrich Co.
Lactosa a- Lactose L8783 Sigma Aldrich Co.
Fructosa D-Fructose FO127 Sigma Aldrich Co.
Blca}“b.onato Sodium Bicarbonate 55761 Sigma Aldrich Co.
Sodico
Glicerol Glicerina 14691 Acofarma
Glucosa Glucosa Anhidra 14372 Acofarma
. 1 Tri-Sodio Citrato .
Citrato Sédico 5 Hidrato 131655 Panreac Quimica S.A.
Su.er‘o Sa‘hno Fisiologico Braun 346821 B.Braun Medical.S.A.
Fisiolégico
Diluyente seminal MR-A Kubus S.A.
Diluyente seminal BTS 13525/0001 Minitiib GmbH
Equex Paste Dodecil- sulfato sédico 13560,/0008 Minitiib GmbH

Tabla 3.1: Proveedores y referencias de los productos utilizados.

Todas las soluciones utilizadas en el desarrollo del trabajo experimental, y que se exponen en
las siguientes tablas (de la[3.2h 1a[3.10)), han sido preparadas con agua ultrapura (Milli-Q), obte-

nida mediante una doble purificacién, primero con un sistema de purificacion de agua Milli-RX

75[1-], basado en la ésmosis inversa y la electrodesionizacién en continuo, que proporciona valores

!Millipore Corporation, Bedford, EEUU.
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de resistividad en el agua purificada, de 15 MQ -cm y porcentajes de rechazo idnico entre el 97 y
el 99 % y, posteriormente, mediante una unidad de produccion de agua ultrapura Milli-Q Sintesis
A10, E] con la que se obtiene ya el agua definitiva, con valores de resistividad siempre superiores

a 17 MSQ - em y niveles de Carbono Orgéanico Total (COT) inferiores a 5 ppb.

Para el pesaje de los diversos reactivos se utiliza una balanza de precision AB 204—331 em-
pleando un termoagitador magnético Basicmagmix[zf] para lograr una perfecta dilucién de los

mismos.

= Soluciones no elaboradas en el dia de su utilizacién:

e Soluciones mantenidas a 5 2C hasta su utilizacion:

Formaldehido al 35% v/v 0,857% v/v
Solucién NaCl 0,9 % C.s.

Tabla 3.2: Solucién salina formolada 0,3 %.

Inicialmente se procede a preparar una solucién A con:

Citrato Sédico 1% p/v
Glucosa anhidra 2,9% p/v
Bicarbonato sédico 02% p/v
Agua Milli - Q C.s.

Preparacién de la solucién final con:

Glutaraldehido al 25% 8 ml
Solucién A 92 ml

Tabla 3.3: Solucién de glutaraldehido al 2 %.

e Soluciones mantenidas a -20 °C hasta su utilizacion (almacenadas en alicuotas y en

condiciones de oscuridad):

Yoduro de Propidio (IP) 0,5 mg/ml
Solucion NaCl 0,9 % c.s.

Tabla 3.4: Solucidn stock de Yoduro de Propidio.

Diacetato de Carboxifluoresceina (DCF) 0,46 mg/ml
Dimetil-sulfoxido (DMSO) c.s.

Tabla 3.5: Solucidn stock de Diacetato de Carbozxifluoresceina.

*Millipore Corporation, Bedford, EEUU.
3Mettler Toledo, Nueva York, EEUU.
“Lovango S.L., Barcelona, Espaiia.
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Solucién isosmotica inicial de Citrato de Sodio:

Citrato Sodico 3,6% p/v
Agua milli - Q C.S.

Solucién isosmotica inicial de Fructosa:

Fructosa 52% p/v
Agua milli - Q C.S.

Preparacién de la solucién final con:

Solucién isosmotica inicial de Citrato de Sodio 50 %
Solucién isosmotica inicial de Fructosa 50 %

Tabla 3.6: Solucidon isosmdtica para la realizacion del HOST.

Citrato Sédico 3,7% p/v
Agua destilada Milli-Q c.s.

Tabla 3.7: Solucion isosmdtica para la realizacion del ORT.

Citrato Sodico 1% p/v
Agua destilada Milli-Q C.8.

Tabla 3.8: Solucion hiposmdtica para la realizacion del ORT.

= Soluciones elaboradas en el dia de su utilizacién:

e Almacenada a 15 ©C hasta su utilizacién:

Lactosa 1-Hidrato 11 %p/v
Yema de huevo 20 %p/v
Agua Milli-Q C.S.

Tabla 3.9: Diluyente de refrigeracion.

e Almacenada a 5 2C hasta su utilizacién:

Diluyente de refrigeracion 89.55% v/v
Glicerol 8,95% v/v
Dodecil-sulfato sodico 1,50 % v/v

Tabla 3.10: Diluyente de congelacion.

3.2. Material biolégico.

3.2.1. Animales empleados.

Para la practica totalidad de las pruebas experimentales se utilizan muestras seminales ob-

tenidas a partir de 40 eyaculados, procedentes de 8 verracos escogidos al azar de un total de 80
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animales de dos razas diferentes, Large White (LW) y Landrace (LD). Los verracos, se dividen,
en funcién de su raza, en dos grupos de cuatro animales cada uno, procediendo a realizarse cin-
co extracciones a cada animal entre los meses de noviembre de 2005 y febrero de 2006 (tabla|3.11)).

Verraco Raza 12 Extrac. 22 Extrac. 32 Extrac. 42 Extrac. 52 Extrac.

1437 LD 04/01/06  10/01/06  17/01/06  24/01/06  08/02/06
R5487 LD 11/11/05  18/11/05  30/11/05  16/12/05  27/12/05
R3846 LD 22/12/05  28/12/05  03/01/06  10/01/06  17/01/06
R4052 LD 02/12/05  09/12/05  13/12/05  20/12/05  27/12/05
G2552 LW  20/12/05  04/01/06  11/01/06  18/01/06  24/01,/06

T475 LW 02/12/05  16/12/05  22/12/05  28/12/05  03/01/06
G6328 LW 11/01/06  20/01/06  25/01/06  30/01/06  08/02/06
G5223 LW 11/11/05  18/11/05  30/11/05  06/12/05  13/12/05

Tabla 3.11: Fechas en las que se realizaron las extracciones de los diferentes eyaculados.

Estos animales proceden del Centro Tecnolégico de Inseminacion Artificial S.A. (CENTRO-
TEC), localizado en Campo de Villavidel (Leon), en cuyas instalaciones se desarrolla toda la
parte experimental de esta tesis doctoral, y son utilizados asiduamente en la elaboracién de dosis
seminales frescas/refrigeradas con fines comerciales. En el momento del experimento contaban
con una edad comprendida entre los 12 y los 22 meses, y estaban siendo sometidos a una ex-
tracciéon seminal a la semana. Los verracos estan alojados en corrales individuales de 6,25 m? de
superficie contando con suministro de agua ad libitum y una alimentaciéon de en torno a 2,5 -
3 Kg de pienso compuesto C7 de Uvesa (figura administrado en una sola toma al dfa. La
racion se ajusta individualmente, cada quince dias, tratando de mantener una condicién corporal
constante entre 2,5 y 3 grados en una escala de 1 a 5. Las condiciones ambientales en el recinto
donde se alojan los animales estan controladas, manteniendo una temperatura practicamente
invariable durante todo el ano (entre 18 y 23 °C) y con un fotoperiodo constante de 12 horas de

luz al dia.

Los cuidados sanitarios preventivos de los animales consisten en la realizacién de desparasita-
ciones periddicas cada tres meses con Moxidectina y en la administraciéon de un probiotico lacteo
una vez al mes durante cinco dias y de un complejo vitaminico cada dos meses, a excepciéon de

la época estival en la que se suministra una vez al mes.

3.2.2. Recoleccién seminal.

La recoleccién del semen se realiza en salas de extraccion higiénicas, sobre maniquies de co-
leccion fijos de acero recubiertos de un material plastico[ﬂ. La recolecciéon se realiza mediante la
técnica de la mano enguantada (Hancock y Howell, [1959), previo vaciado de la cavidad prepucial

y limpieza de la zona prepucial externa con una soluciéon de cloruro de benzalconio al 2%. Se

®Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania.
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aprovechd solamente la fraccién rica del eyaculado, recogiéndola mediante bolsas US—Bag{z’:] ,con
un filtro incorporado que retiene las secreciones gelatinosas de las glandulas accesorias (fraccion
glerosa o “tapioca”), y desechando las otras fracciones del eyaculado (fundamentalmente la pros-
tatica). Dichas bolsas se colocan dentro de una jarra termo® con 100 ml de diluyente MR-A a
37 °C, permaneciendo a esta temperatura en una estufa Function Line E] hasta el momento de
la extraccion. Tras la recogida, se desecha el filtro, permaneciendo la fraccién rica con los 100
ml de diluyente en el interior de la bolsa de recogida, pasando ésta, acto seguido, al laboratorio

para su valoracién.

PIENSOS COMPUESTOS

LD
Fabricados por @

7
Férmula C7 I

PIENSO COMPLETO PARA CERDOS REPRODUCTORES MACHOS

CONSTITUYENTES ANALITICOS ADITIVOS
Proteina Bruta 14,89% Vitamina A 15000 U.I.
Materias Grasas Brutas 2,51% Vitamina D-3 2500 U.L.
Celulosa Bruta 5,36% Vitamina E (Alfa-Tocoferol) ) 70 mg/ Kg
Cenizas Brutas 5,19% Cobre (Sulfato cuprico pentahidr ) 10 rr]g/kg
Propién 50 0y &cido propi6nico
Etoxiquin

MATERIAS PRIMAS PARA LA ALIMENTACION ANIMAL
Cebada(59,97%), harina de extraccion de soja tostada (a partir de soja modificada genéncamente)(10.40%),
salvado de trigo(17,51%) ,harina de extraccion de semilla de girasol(1,14%),fosfato bicalcico(1,46%), carbonato
calcico(0,60%),Centeno(7,43%),Manteca(0,37%),Sal(0,46 %).
MODO DE EMPLEO
Suministrar a los verracos a libre disposicion.

Figura 3.1: Composicion del pienso administrado a los verracos.

3.3. Contrastacion seminal.

3.3.1. Valoracion rutinaria in vitro de la calidad seminal.

Una vez en el laboratorio, los eyaculados permanecen a una temperatura constante de 32,5
°C durante unos diez minutos mediante su inmersién en un bano termostatico de agua Precis-
digﬂ En este tiempo se procede a realizar la valoracién de la calidad seminal empezando por el
célculo del volumen mediante el pesaje del contenido de la bolsa de coleccién con la ayuda de
una béscula de precisién BL—GE-]7 v al cédlculo de la concentracién espermadtica por medio de un
espectrofotémetro SDM-5°, para lo cual, se depositan 60 pl del contenido de la bolsa de extrac-
cién en una cubeta con 3 ml de diluyente seminal MR-A vy, tras homogeneizar correctamente la
muestra, se realiza la medicién. Tras obtener estos dos valores, disponemos 60 1l de semen en 1

ml de diluyente seminal MR-A a 37 °C y valoramos la movilidad individual en gota plana a 200

6Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania.
"Heraeus Holding GmbH, Hanau, Alemania.
8J.P. Selecta S.A., Abrera, Espafia.
9Sartorius AG, Goettingen, Alemania.
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3.3 Contrastacion seminal.

aumentos mediante la utilizacién de un microscopio de campo claro Eclipse E40(Er], equipado con
condensador de contraste de fases y con platina térmica. Para ello, procedemos a depositar 10 ul
de la muestra diluida de semen entre un portaobjetos y un cubreobjetos debidamente atempe-
rados en una placa termocalefactada HTQO(E y, tras observar varios campos de la preparacion,
determinamos un porcentaje de movilidad (considerando como moviles aquellos espermatozoi-
des que presentan algun tipo de movimiento flagelar), asi como una valoracion subjetiva de la
calidad de movimiento, estableciendo una clasificacién, en funcién de la actividad flagelar y del
desplazamiento de la mayoria de los espermatozoides, de 0 a 5 conforme a los siguientes criterios
(Martin-Rillo et al., [1996]):

0: Ausencia de movimiento en el flagelo.

1: Ausencia de movimiento progresivo, girando sobre si mismos.

= 2: Movimientos anormales o eventualmente progresivos.

3: Movimiento progresivo lento.

= 4: Movimiento progresivo répido.

5: Movimiento progresivo muy rapido.

Posteriormente realizamos en un microtubo eppendorf una dilucion (1:100) de la muestra
seminal en una solucién salina formolada (tabla [3.2)) y, tras depositar 5 pl de dicha solucion
entre portaobjetos y cubreobjetos, se procede a valorar la morfologia celular del eyaculado en un
microscopio con contraste de fases, similar al utilizado para la valoracion de la motilidad a 400
aumentos. Los espermatozoides se dividen en 5 grupos, normales, alteraciéon de cola, alteraciéon de
cabeza y presencia de gota citoplasmaética proximal o distal, estableciéndose los porcentajes para
cada uno de ellos. Tras esta valoracién, se consideran eyaculados aptos para los experimentos a
realizar aquellos que presenten motilidades superiores al 75 % y morfologia normal en, al menos,

un 70 % de los espermatozoides.

3.3.2. Otras valoraciones seminales.

Una vez estimado un eyaculado como apto, se procede a la valoracién espermatica del por-
centaje de integridad de la membrana plasmatica, a la evaluacién del estado del acrosoma y al

estudio computarizado de la movilidad de las muestras mediante la utilizacién de un sistema

CASA.

'0Nikon, Tochigi, Japon.
HSartorius AG, Goettingen, Alemania.
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3.3.2.1. Valoracion de la integridad acrosémica.

Para la valoracién del status acrosomal diluimos 60 ul del semen de la bolsa de extraccién con
1 ml de diluyente seminal (MR-~A) en un microtubo eppendorf de 1,5 ml para, posteriormente,
fijar la muestra mediante la adicion de 0,5 ml de una solucién de glutaraldehido al 2% (tabla[3.3)
en el mismo microtubo. Colocamos 5 pl de la muestra fijada entre portaobjetos y cubreobjetos
y lo observamos a 1000 aumentos en un microscopio con contraste de fases (Ph3), con la ayuda
de una pequena gota de aceite de inmersién sobre el cubreobjetos. Posteriormente se procede a
clasificar por duplicado 100 espermatozoides por valoracion dividiéndolos en dos clases, esperma-
tozoides con acrosoma normal (NAR), aquellos que presentan en su borde apical una semiluna
negra con bordes perfectamente regulares y nitidos, y espermatozoides con acrosoma alterado,

aquellos que presentan alguno de los otros cuatro estadios descritos por |Pursel et al.| (1972al).

Figura 3.2: Imdgenes bajo contraste de fases de diferentes estados de la vesicula acrosémica, en funcion
de su morfologia (Pursel et al., 1972a): a: Borde apical normal (NAR); b: Borde apical normal con
particulas; c: Borde apical datiado; d: Borde apical perdiéndose; e: Acrosoma perdido.

En el caso de que las muestras a analizar ya estén diluidas a 50 millones spz/ml, como ocurre
en alguno de los experimentos posteriores, la forma de proceder es similar a la expuesta, con la
excepcion de que la dilucion inicial de los 60 pul de semen en 1 ml de diluyente seminal no tiene
lugar y se procede a fijar la muestra diluida con la solucién de glutaraldehido a una proporcion
de 2:1.

3.3.2.2. Anailisis de la integridad de la membrana plasmatica.

FEl procedimiento para la valoracién de la integridad de membrana se basa en la técnica
descrita por Harrison y Vickers| (1990); en primer lugar, se realiza una soluciéon stock previa de
Diacetato de Carboxifluoresceina, (tabla y una de Yoduro de propidio (tabla, mantenien-
do ambas en alicuotas a una temperatura de -20 °C y en condiciones de oscuridad; seguidamente,
se realizaa un la solucién espermatica para la valoracion de la integridad de la membrana plas-
maética se realiza de la siguiente forma: en un microtubo eppendorf de 1,5 ml se mezclan 500 pul
de la muestra seminal ajustada a 50 millones de espermatozoides por mililitro con 5 ul de una

solucion salina formolada (tabla , 10 pl de la solucion DCF y 10 pl de la solucién IP.

Inmediatamente se incuba la preparacion durante 8 minutos a 37 °C en un bafio termostatico
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PrecisdigE], a continuaciéon se procede a depositar 5 pl de la muestra sobre un portaobjetos y,
tras la colocacién cuidadosa del cubreobjetos encima de la muestra, se valora por duplicado 200
células con un microscopio dptico de epifluorescencia Nikon eclipse E60(PE] a 400 aumentos, con
la utilizacion de dos filtros de forma alternativa para cada campo, el B-2A y el G—ZAE, clasifi-
cando a los espermatozoides en funcién de la penetracién o exclusién del IP, teniendo en cuenta
que aquellos con la membrana danada se muestran con la cabeza de color rojo, por la unién
del colorante al ADN del espermatozoide y aquellos con la membrana intacta de color verde,
por el acimulo del DCF en el acrosoma, las mitocondrias y el citoplasma (Gonzalez-Chabarri y
Martin-Rillo}, 1994).

3.3.2.3. Metodologia general del anilisis computarizado de la movilidad de los es-

permatozoides.

Equipo utilizado.

El anélisis computarizado de la motilidad se realiza utilizando el software ISAS® (Integrated
Semen Analysis Sistem®, version 1.0.10)7 instalado en un equipo informéatico (AMD Athlon
2400) que posee una tarjeta digitalizadora Matrox Meteor IIFEIde 512x512x8 bits y 256 niveles
de gris, que se encarga de la digitalizacién de las imégenes tomadas a través de una camara
de captura discontinua en blanco y negro Pulnix PE2015E conectada a un microscopio Nikon
Eclipse E400, equipado con una éptica de contraste de fases negativo (objetivo 20x) y con una
platina atemperada conectada a una placa termocalefactada HT QO(PEI a 39 °C. Sobre dicha placa

se atempera una cidmara Makler E que nos sirve de soporte para las muestras a analizar.

Procesado de la muestra.

Para la realizacion de la valoraciéon computarizada de la movilidad partimos de muestras con
concentraciones de 50 millones de spz/ml que debemos ajustar a 25 millones, para lo cual se
procede a tomar 500 ul de la muestra inicial y a depositarlos en un microtubo eppendorf con
el mismo volumen de diluyente MR-A atemperado. Para las muestras analizadas con cafeina se
realiza el mismo procedimiento pero utilizando el diluyente enriquecido con una concentracién
de cafeina de 2 mM (concentracion final de cafeina: 1mM). Estos microtubos con 1 ml de las
diferentes soluciones esperméaticas se incuban en un baio termostatico a 39 °C durante 6 mi-
nutos para, posteriormente, tras una correcta homogeneizacién de las mismas, depositar 4 pul
en la camara Makler, que permanece atemperada sobre la placa termocalefactada a la misma
temperatura (ESHRE, 1998).

Las muestras descongeladas se obtienen a partir de 3 pajuelas elegidas al azar de cada uno

127 P. Selecta S.A., Abrera, Espaiia.

13Nikon, Tochigi, Japon.

14B-2A: Filtro de excitaciéon (paso de banda): 450-490 nm; filtro de cierre (paso largo): 515 nm.
G-2A: Filtro de excitacion (paso de banda): 510-560 nm; filtro de cierre (paso largo): 590 nm.
PROISER R+D, Paterna, Espaifia.

16Matrox Electronic Systems Ltd., Québec, Canada.

'"Pulnix, Basingstoke, Reino Unido.

8 Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania.

19Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel.
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de los eyaculados. Una vez descongeladas son diluidas en BTS, ajustando la concentraciéon a 50
millones de spz/ml, en un tubo falcon de 15 ml. Dicho tubo permanece durante 10 minutos a una
temperatura de 32,5 °C en un bano termostatico, y una vez transcurridos se procede a tomar
de él los 500 wul de muestra necesarios para realizar las valoraciones, tanto en presencia como en

ausencia de cafeina, de la forma indicada anteriormente.

4ul de muestra

iy 2 O

- 3 o

S 201 it
6);} 5¢.mm 10V \,fo Detalls de la cuadricula

] N
‘-x.‘f_"_'f?mc.qt net®

Figura 3.3: Imagen de la cdmara Makler y procedimiento de llenado de la misma.

Método empleado para el procesado de las imagenes.

Los pardmetros de configuraciéon utilizados para todas las valoraciones realizadas en los ex-
perimentos son los que se reflejan en la tabla [3:12]

Se procede a capturar cuatro campos de la zona pericentral de la camara Makler, evitando
aquellos que no presenten caracteristicas 6ptimas para el movimiento espermatico, ya sea por
suciedad u otros motivos similares. El nimero de espermatozoides capturados asciende a unos

120-160 por muestra.

Numero de imégenes analizadas: 25 imagenes.

Frecuencia de adquisicion: 25 frames,/ segundo.

Tiempo de captura: 1 segundo.

Umbral minimo/méximo del area de particulas para ser consideradas como
espermatozoides: 20/80 um?.

Radio de buisqueda: 11 pum.

Numero minimo de imagenes por espermatozoide para el calculo de ALH: 7 imagenes.

Tabla 3.12: Pardmetros de configuracion empleados para las muestras analizadas.

Aunque el computo de los espermatozoides y sus trayectorias se efectiia automaéaticamente
por el software del sistema, la posibilidad de almacenaje de las imagenes permite realizar, g pos-
teriori, una correcién manual, revisando una por una las diferentes secuencias, a fin de eliminar
particulas no esperméticas, espermatozoides erréneamente detectados, bien como méviles o in-

moviles, o espermatozoides con trayectorias descritas por el software incompletas o equivocadas
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debido al cruce con otras células esperméticas, procediendo para ello a la visualizacion de las
trayectorias correspondientes a las velocidades lineal, curvilinea y media del espermatozoide que

resulte dudoso (figura [3.4]). Todas estas correcciones se tienen en cuenta en el célculo final del

porcentaje de movilidad.

El sistema muestra una serie de datos relativos a la movilidad, de los cuales utilizamos
para este trabajo, el ntumero total de espermatozoides analizados y el nimero y porcentaje
de espermatozoides moéviles. Por ultimo, sobre las imagenes binarias, el programa realiza los

célculos y proporciona los pardmetros cineméticos a partir de la trayectoria descrita por los

espermatozoides. Estos parametros fueron los siguientes:

1. VCL: Velocidad Circular (um/s).

2. VSL: Velocidad Rectilinea (um/s).

3. VAP: Velocidad de la trayectoria media (um/s).

4. LIN: Indice de Linealidad ( %).
5. STR: Indice de Rectitud (%).

6. WOB: Indice de Oscilacion ( %).

7. ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um).

8. BCF: Frecuencia de batido (Hz).

Para los célculos referentes a los parametros cinematicos, se filtra la base de datos obtenida

para eliminar trayectorias con menos de siete segmentos y se almacenan en el ordenador para su

posterior tratamiento estadistico.
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Figura 3.4: A la izquierda se muestra el aspecto de una pantalla con todas las trayectorias analizadas
y a la derecha se representan las trayectorias correspondientes a las tres velocidades calculadas para la

Captua | Visuazar Cavscterstcas

¥ Media

¥ Rectilinea

A salir

trayectoria analizada de un determinado espermatozoide.
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3.4. Congelacién y descongelacién seminal.

Realizadas las valoraciones pertinentes para determinar la aptitud de los eyaculados una vez
que llegan al laboratorio, se procede a congelar una fracciéon de aquellos considerados como ap-
tos. Para ello, se sigue la técnica descrita por |Bwanga et al. (1990), basada en el protocolo de

congelacion en pajuelas de Westendorf et al.| (1975), esquematizada en la figura

Se diluiye (1:2) el semen en un vaso de precipitados con diluyente MR-A atemperado (32,5
°C) vy, tras cubrir el vaso con paraﬁlm®, se deja incubando, en oscuridad y a temperatura
ambiente (20°C) durante una hora; una vez transcurrida, pasa a una camara refrigerada a 15 °C
por espacio de 3 horas. Durante estas cuatro horas de incubacién se realizan, aproximadamente
cada quince minutos, suaves movimientos rotatorios del vaso de precipitados para evitar que los
espermatozoides sedimenten en el fondo del mismo. Tras las tres horas de incubacién dentro de
la cAmara refrigerada, se reparte el contenido seminal en tubos falcon de 50 ml con fondo cénico,
atemperados también a 15 °C y se colocan en el interior de una centrifuga refrigerada Heraeus
Megafuge 1.0R@ a la misma temperatura, realizando una centrifugaciéon durante 10 minutos a
una velocidad de 800 g. Una vez concluida, de vuelta en la camara refrigerada, se desecha el
sobrenadante y se diluyen las pastillas resultantes de la sedimentaciéon de los espermatozoides
en el medio de refrigeracion (tabla , pasando todo el contenido a un solo tubo falcon, donde
se concluye la dilucién con el mismo medio hasta obtener una concentracion final de 1,5 x 10°
spz/ml. Posteriormente, para intentar evitar un dafio celular por una bajada de temperatura
brusca en aquellos espermatozoides mas préximos a las paredes del tubo falcon, se procede a
introducir éste, debidamente cerrado, en un vaso de precipitados con agua a 15 °C, manteniendo
este conjunto en otra camara frigorifica DELTA 1.2[?]& 5 2C por un espacio de 2 horas. Trans-
curridas estas dos horas se realiza otra dilucion (2:1) con el medio de congelacion (tabla ,
obteniendo con ello un porcentaje final del 3% de glicerol (v/v) y una concentracién de 1 x 10°
spz/ml, envasandose seguidamente, en la misma camara, en pajuelas de 0,25 ml, con la ayuda
de un equipo de envasado automéatico MPP 133[231 Estas pajuelas son previamente impresas con
el nimero del verraco, la raza, la fecha y el nimero de congelacién correspondiente al macho en
cuestion, mediante la impresora de pajuelas Easy Coder?®. Tras el envasado, se procede a colocar
las mismas en los racks correspondientes, evitando en todo momento provocar un aumento de la

temperatura del semen con el contacto de nuestras manos.

Tras el llenado de las pajuelas y su colocacién en los racks, se pasan éstos a la caAmara de
un biocongelador programable Ice Cube 181(1?-]7 que previamente se ha refrigerado manteniendo
una temperatura de 5 °C. Una vez en el biocongelador se le aplica una curva de congelacion de

régimen trifasico, con una meseta inicial de estabilizacion a 5 °C (figura [3.6)):

1. De 5 °C a -6 °C se utiliza una velocidad de descenso térmico de 3 °C/min.

20Pechiney Plastic Paackaging, Menasha, Wisconsin.
21Heraeus Holding GmbH, Hanau, Alemania.

22 Arcaboa Industria del Frio. Fanzeres. Gondomar. Portugal.
23 Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania.

24G8y-Lab, Purkersdork, Austria.
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@ MICROSCOPIA CONTRASTE
FASES

Evaluacion status
acrosémico.

@ MICROSCOPIA
FLUORESCENCIA

Evaluacion integridad
memb. Plasmatica.

Movilidad sin

cafeina.
Movilidad con

cafeina.

PRUEBAS CHOQUE ESTRES TERMICO
- CONGELACION
HIPOSMOTICAS A FRIGORE (Figura 3.8)
(Figura 3.7) l (Figura 3.9)

1 hora a T® ambiente
(20-22°C)

Incubacién a 15 °C
durante 3 horas.

Centrifugacion 15 °C a
800 g durante 10 min.

Retirar
sobrenadante.

Afadir diluyente
refrigeracion.

Anadir diluyente
congelacioén.

Envasado en
pajuelas 0,25 ml.

CONGELACION Sumergir en
PROPIAMENTE DICHA N: liquido.

Permanencia en camara 5°C
durante 2 horas.

Figura 3.5: FEsquema del proceso de congelacion realizado.
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2. Mantenimiento a -6 °C durante un minuto (meseta térmica).

3. De -6 °C a -100° C a una velocidad de 20 °C/min.

Una vez alcanzados los -100 °C, se recogen las pajuelas y se sumergen inmediatamente en un
contenedor de nitrogeno liquido (-196 °C), quedando almacenadas alli, hasta su descongelacion,
que se realiza aproximadamente un mes después de producirse la congelacién, mediante la in-
mersion de las pajuelas en un bano termostéatico de agua a 50 °C durante 12 segundos (Bwanga
et al., (1990)).
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Figura 3.6: Régimen de enfriamiento utilizado en la congelacion del semen.

La linea morada indica la temperatura prefijada de la cdmara de congelacion (A: Meseta de estabilizacion
de la temperatura de la cimara a 5 °C; B: Descenso de temperatura a -3 °C/min. desde 5 °C a -6 °C;
C: Meseta térmica a -6 *C durante 1 min; D: Descenso de temperatura a -20 °C/min desde -6 C hasta
-100 °C). La linea azul indica la temperatura real de la cdmara de congelacion. La linea roja representa
la temperatura en el interior de una pajuela de congelacion, donde podemos observar el rebote térmico
producido por la disipacion del calor latente de fusion (a) y la meseta del punto de congelacion (b).

3.5. Grupos de calidad establecidos.

Los eyaculados se clasifican en grupos de calidad en funcién de su aptitud para la congelacion,

basdndonos en los valores obtenidos en los siguientes pardmetros analizados posdescongelacion:
= El porcentaje de espermatozoides moétiles bajo estimulacion con cafeina.
= Kl porcentaje de espermatozoides que presentaban integridad de la membrana plasmatica.
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= El porcentaje de espermatozoides que presentaban integridad del acrosoma.

Se realiza un anélisis de cluster mediante el software SPSS para Windows (version 15.0)[7_51,
con el que, al desconocer el numero de clusters existentes a priori, se efectiia una clasificacién
jerérquica de los datos mediante la utilizacién de la vinculacién de Ward, para la cual se aplica
como medida de disimilaridad la distancia euclidea al cuadrado; tras esta clasificacion, se con-

cluye que el namero de clases apropiado es de tres.

Para establecer de qué forma se reparten los eyaculados en estos tres grupos, se emplea el
procedimiento de las K-means, por el cual se agrupan los casos en funciéon de las distancias
existentes entre sus centroides. Una vez clasificados los cuarenta eyaculados en estos tres gru-
pos, procedemos a asignarles un nombre, en funcién de los valores observados en los centros de
los conglomerados finales para cada una de las variables empleadas en la clasificacion; asi, se

denominan:

» “Grupo de Buenos Congeladores” (BC): Aquel grupo que posee el valor del conglomerado

final més alto en los tres parametros.

» “Grupo de Malos Congeladores” (MC): Aquel que posee el valor mas bajo en los tres

parametros.

» “Grupo de Congeladores Medios” (CM): Aquel que tiene unos valores intermedios entre los

otros dos grupos.

3.6. Analisis estadistico.

Para la realizacién del analisis estadistico se utilizan dos programas informéaticos distintos;
por un lado, se emplea el entorno estadistico R (R: A language and environment for statistical
computmg)@ para el anélisis y estudio de las subpoblaciones esperméticas a partir de los pardme-
tros cinéticos calculados con el sistema ISAS®y, por otro lado, el paquete estadistico SPSS para

Windows (version 15.0) para la realizacion del resto de determinaciones y contrastes estadisticos.

De forma previa a todas las comparaciones efectuadas, se realizan las pruebas de Shapiro-Wilk
o Kolmogorov-Smirnov (en funcion de las caracteristicas de los datos a analizar) para comprobar
si se cumplen o no las condiciones de normalidad, pudiendo asi ir definiendo la eleccién entre con-
trastes paramétricos o no paramétricos. Para la comprobacién de la premisa de homocedasticidad
(igualdad de varianzas), se realiza el contraste de Levene con el fin de admitirla o rechazarla,

para lo cual se elige un nivel de significacion de un 15 %.

Las comparaciones se realizan a partir de variables que recogen el promedio de las valoraciones

efectuadas a las muestras en cada uno de los anélisis realizados.

258PSS Inc., Chicago, IL, EEUU.
26R: foundation for statistical computing, Viena, Austria.
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Cuando se procede a la comparacion de dos muestras relacionadas (aquellas en las que para
cada observacion tenemos una segunda observacion asociada en el segundo grupo) se utiliza la
prueba de la “t-student (t-test) para muestras relacionadas” en el caso de que los datos a analizar
cumplan la condicién de normalidad y el contraste no paramétrico de Wilcoxon en el caso de que

no sea asi.

Para el contraste de dos muestas independientes (cuando puede suponerse que los integrantes
de un grupo han sido extraidos independientemente de los del otro) se emplea la prueba “t-student

para muestras independientes” siempre que se cumpla alguna de las siguientes tres condiciones:
= Que las varianzas sean similares y las observaciones de cada muestra normales.
= Que las varianzas sean similares y los tamarfos muestrales grandes.

= Que, aunque haya una diferencia notable entre las varianzas de cada grupo, el tamafio de

las muestras sean similares y, ademés, o sean grandes o sigan una distribucién normal.

En los supuestos en que no se cumpla ninguna de las tres condiciones expuestas, se procede

a utilizar la prueba de Mann-Whitney dentro de las pruebas no paramétricas.

Cuando tenemos que identificar posibles diferencias de una determinada variable entre varios
grupos procedemos a realizar un andlisis de la varianza (ANOVA de un factor) para aquellos

casos en los que se cumplan una serie de condiciones (de mayor a menor importancia):
1. Que la variabilidad de todas las muestras sea similar.
2. Que las muestras tengan una distribucién normal.

3. Que los tamanos de las muestras no sean muy dispares.

Cuando, tras realizar la prueba ANOVA, se obtienen diferencias significativas, se procede a
identificar entre qué grupos se producen éstas, mediante el test de la Diferencia Honestamente
Significativa de Tukey (HSD de Tukey) en los supuestos en que éstos son equilibrados y con va-
rianzas similares y el test de Games-Howell cuando los grupos son desequilibrados o con varianzas
no similares en todos ellos.

En el caso de no cumplir las condiciones descritas, sobre todo las dos primeras, se recurre a
la prueba de Kruskal-Wallis, que puede realizarse independientemente de cudl sea la distribucion

de los datos.

Realizamos modelos factoriales de analisis de la varianza (ANOVA factorial) para evaluar el
efecto individual y conjunto de dos o méas factores sobre una variable determinada. Si alguno
de los estadisticos F asociados a los efectos principales resulta significativo, procedemos, al igual
que en el ANOVA de un factor, a emplear ¢l test de Tukey o el de Games-Howell en funcion de

la condicién de homocedasticidad de los datos.
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A la hora de estudiar la relacidon existente entre dos variables, empezamos realizando corre-
laciones simples bivariadas entre ellas, empleando los coeficientes de correlacién de Pearson o de
Sperman segiin se cumpla o no, respectivamente, el supuesto de normalidad para los conjuntos
de datos. Posteriormente, y para una aproximacién mas certera a la predicciéon de la capacidad
de congelaciéon, procedemos a realizar un anélisis de regresion miultiple, utilizando las distintas
variables analizadas en cada grupo de pruebas de laboratorio. De esta forma intentamos encon-
trar un modelo de regresién que explicase, con el minimo nimero de variables independientes,
la mayor parte posible de la varianza de la congelabilidad de un eyaculado. Como en muchos
casos existe un elevado nimero de variables independientes, se procede a ejecutar un método de
seleccion de variables por pasos (stepwise) hacia delante, en el que se selecciona en primer lugar
la. mejor variable, a continuacién la mejor de las restantes, y asi sucesivamente hasta que no
queden variables que cumplan los criterios de seleccién en cada grupo. Los criterios estadisticos

en los que se basa la seleccién de variables son dos:

= Criterio de significacion: Implica que sélo se incorporen al modelo de regresion aquellas
variables que contribuyan de forma significativa al ajuste del modelo; esto se establece
contrastando, a partir del coeficiente de correlaciéon parcial, la hipotesis de indepedencia

entre la variable determinada y la congelabilidad.

= Criterio de tolerancia: Superado el anterior, s6lo se incorporan al modelo aquellas variables
que presentan un nivel de tolerancia mayor a 0,0001 y si, ademés, aun con un coeficiente
de correlacién parcial significativamente distinto de cero, su incorporacion al modelo hace
que alguna de las variables previamente seleccionadas pase a tener un nivel de tolerancia

inferior al establecido.

Se consideran significativos los contrastes cuando la significacion resulte inferior a un 5 %.

3.7. Diseno experimental.
Se han desarrollado tres experimentos:
= Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad seminal.

» Estudio cinético mediante un sistema de andlisis computarizado de semen (CASA) y su

importancia como indicador de la congelabilidad.

= Estudio de diferentes aspectos asociados con el choque a frigore.

3.7.1. Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras
de la congelabilidad seminal.

Teniendo en cuenta la distinta respuesta al proceso de congelacion/descongelacion de los dife-
rentes machos empleados para la reproduccion en la especie porcina (Larsson y Einarsson), |1976)
y, teniendo siempre en mente la posibilidad de la aplicacién a nivel comercial de este método

de conservacién en un futuro, serfa de gran importancia establecer qué pruebas de laboratorio
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son las mas eficaces para realizar una apropiada seleccion de animales, y asi poder determinar
aquellos machos o eyaculados que presenten una mayor capacidad de congelacién o, simplemen-
te, poder descartar aquellos otros en los que se prevea que la calidad seminal va a descender

notablemente tras el proceso y, por lo tanto, no van a ser adecuados para su utilizacion en la TA.

En este experimento se evalia la eficacia para la prediccion de la congelabilidad de un eya-
culado mediante sencillas pruebas que se pueden desarrollar en la mayoria de los laboratorios
convencionales en los que se preparan dosis seminales de forma comercial. Para ello, se utilizan

los 40 eyaculados seleccionados (péagina , dividiendo el experimento en cuatro partes:
= Valoracién convencional del semen.

= Determinacién de la respuesta de los eyaculados frente a la realizacién de pruebas de estrés

osmotico.

= Determinacién de la respuesta de los eyaculados ante la realizacién de un estrés por calor

(termorresistencia).
= Determinacién de la respuesta de los eyaculados frente a un choque a frigore.

En todas ellas se utiliza la misma estructura en el analisis de los datos: se empieza por realizar
un enfoque descriptivo de los mismos, incidiendo en la posible influencia de la raza o el verraco
en la respuesta a las diferentes pruebas; a continuacién, se analizan los resultados obtenidos
encuadrando los eyaculados en los tres grupos de calidad establecidos en funcién de su aptitud
para la congelacién, y se evaliia, para cada uno de estos grupos de calidad, la variacion de los
parametros analizados en las cuatro partes del experimento.

Con posterioridad, se establecen las correlaciones existentes, bien mediante la prueba de
Pearson o la de Sperman, dependiendo de las caracteristicas que presenten los diferentes grupos
de datos, entre los pardmetros calculados y el indice de “congelabilidad”, basado en el aguante de
la membrana plasmética al proceso de congelacion/descongelacion, determinado por la formula
descrita por Pena et al.| (2007):

% Integridad Memb. Plasmdtica Posdescongelado x 100

labilidad =
Congelabilidad( %) % Integridad Memb. Plasmdtica Precongelado

De igual forma, se determina el coeficiente de correlacién con el indice de resistencia a la crio-
preservaciéon del acrosoma y el del porcentaje de movilidad, con y sin cafeina, que son calculados
de forma similar al anterior.

A continuacion, procedimos a realizar un andlisis de regresion multivariante para intentar
definir un modelo que explicase, con el minimo nimero de variables independientes, el mayor
porcentaje posible de la varianza del indice de congelabilidad; para ello, empleamos un sistema

de analisis por pasos o stepwise, en el cual se van incorporando, una a una, las distintas variables,
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de forma que, tras establecer la influencia de cada una de ellas, el modelo resultante contenga

exclusivamente aquellas que sean relevantes.

3.7.1.1. Valoracién convencional del semen.

El objetivo de esta parte es determinar la eficacia de las pruebas que se utilizan normal-
mente en los Centros de [A para la contrastacién seminal, con el propoésito de discernir entre
eyaculados que van a presentar una buena supervivencia espermaética tras el proceso de congela-
cion/descongelacion y aquellos que no lo van a hacer.

Con esta finalidad, se utilizan los resultados obtenidos en las siguientes valoraciones:

Volumen del eyaculado.

Concentracién del eyaculado.

Movilidad subjetiva.

Movilidad determinada con sistema CASA (con adicién o no de cafeina).

Morfologia celular.

Integridad acrosémica.

Integridad de la membrana plasmaética.

Todas estas pruebas se realizan en los primeros momentos de estancia del eyaculado en el
laboratorio, después de su extraccion, y la mayoria forman parte del andlisis rutinario que se
realiza en CENTROTEC S.A. a los eyaculados con los que se elaboran las dosis seminales fres-

cas/refrigeradas que posteriormente se comercializan.

Analisis estadistico. Las comparaciones realizadas entre las dos razas analizadas en todos los
pardmetros estudiados se efecttian mediante un t-test para muestras independientes o mediante
la prueba de Mann-Whitney, en funcion de si se puede asumir o no la condicion de normalidad
para los diferentes conjuntos de datos. Siguiendo la misma premisa, se realizan, por medio de un
ANOVA de un factor o mediante el test de Kruskal-Wallis, las comparaciones en la respuesta de
los distintos verracos, determinando, en caso de ser ésta diferente, entre cuales varia por medio
de un test HSD de Tukey o de Games-Howell, si los conjuntos de datos siguen una distribucion
normal o, en caso de no ser asi, por medio de comparaciones pareadas mediante la prueba de
Mann-Whitney.

La determinacion de posibles diferencias entre los tres valores de movilidad analizados (mo-

vilidad subjetiva y movilidad determinada con sistema CASA, con y sin cafeina) se efectiia por
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medio de un test de Friedman, realizando, a continuacién, contrastes pareados entre ellos me-

diante el test de Wilcoxon.

Para la comparacién de la respuesta observada para cada grupo de calidad establecido en
funcién de la aptitud para la congelacion de cada eyaculado, se procede a realizar un ANOVA
de un factor, determinando el lugar donde aparecen las diferencias entre los grupos mediante el
test HSD de Tukey o mediante el test de Games-Howell en funcién de si se puede asumir o no la

homocedasticidad de los datos.

Para determinar la correlacion existente entre los valores de los diferentes parametros analiza-
dos y la variable congelabilidad, por un lado, y los indices calculados de resistencia del acrosoma
y del porcentaje de movilidad, con y sin cafeina, por otro, empleamos el coeficiente de correla-
cién de Pearson o de Sperman, en funcién de si se cumple o no la premisa de normalidad en la

distribuciéon de los datos.

A la hora de realizar un modelo de regresion lineal incorporamos las variables de volumen,
concentracion, porcentaje de movilidad con y sin cafeina, integridad de membrana y de acroso-
ma, asi como el porcentaje de espermatozoides morfoldgicamente normales. Se efecttia un analisis
multivariante de regresiéon por el método denominado “por pasos”, determinando diferentes mo-
delos en funcién del numero de variables incorporadas, entre los cuales se opta por aquel que

presente una mejor explicacién de la varianza del indice de congelabilidad.

3.7.1.2. Realizacion de pruebas hiposmdéticas (HOST y ORT).

La evaluacion funcional de las membranas, tanto plasméatica como acrosémica, es una de
las vias més eficaces para aproximarnos a la capacidad fecundante de un eyaculado en diversas
especies (Nascimento et al., 2001), de hecho, los test hiposmoticos se han utilizado ampliamente

para determinar la calidad seminal en especies como la humana o la porcina.

Mediante el Test de Endésmosis o HOST (Hypoosmotic Swelling Test) se puede establecer la
calidad de un determinado eyaculado, debido a la correlacién directa que existe entre los esper-
matozoides que presentan un enrollamiento de la cola, como respuesta a un medio hiposmético, y
la fertilidad mostrada por el semen (Van Der Ven et al.l |1986). No obstante, esta correlacion pa-
rece ser mas elevada si se procede a valorar la integridad acrosémica tras una incubacién en esas
condiciones (Vazquez, (1980, |Schilling et al., 1986), por lo que el Test de Resistencia Osmotica,
conocido como ORT (Osmotic Resistance Test), podria ser méas determinante en la seleccion de
eyaculados. [Schilling et al.| (1984) propusieron el ORT como método alternativo a las pruebas que
se estaban empleando para realizar la valoraciéon convencional del semen fresco, ya que éstas se
encontraban lejos de predecir con fiabilidad la calidad del semen, tanto tras un almacenamiento
prolongado en refrigeracion, como tras el proceso de congelacion/descongelacion.

Por ello, nos propusimos realizar este experimento, en el que sometimos a los 40 eyaculados
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al test HOST y al ORT, con el objetivo principal de comprobar la respuesta de éstos y asi poder
determinar la importancia de ambas pruebas en la predicciéon de la aptitud para la congelacion
de un determinado eyaculado. Por otra parte, procedimos a estudiar la relacién existente entre el
HOST y el ORT vy, a su vez, a determinar la influencia del tiempo de incubacion en la respuesta

de los espermatozoides a ambas pruebas.

Para la realizacion del Test de Endosmosis (HOST) se utiliza el método descrito por
Vazquez et al.| (1997), basado en la técnica desarrollada por Jeyendran et al.| (1984) para la es-
pecie humana. Para ello, se emplean dos soluciones preparadas con fructosa y con citrato sédico
en agua destilada a 300 mOsm/kg, que son mezcladas a proporciones iguales para obtener una
solucion isosmotica (tabla , a partir de la cual, mediante la adicién de més agua destilada,
se obtiene una solucién hiposmoética (100 mOsm/kg); de ambas se forman alicuotas de 900 ul,
que son almacenadas a -20 °C en microtubos eppendorf de 1,5 ml hasta el momento de su utili-
zacion, momento en el que, previa descongelacion, van a permanecer a 37 °C. Recogemos cuatro
muestras de 100 ul del eyaculado y diluimos dos de ellas, en sendos microtubos que contienen
900 pl de soluciéon hiposmotica (100 mOsm/Kg) y las otras dos en otros dos microtubos con
900 wl de solucion isosmotica (300 mOsm/Kg). A continuacion, se sumergen todos ellos en un
bafio termostatico a 37 2C. A los 30 minutos de incubacion se extraen dos microtubos, uno de
cada solucion y, tras fijar las muestras con una gota de glutaraldehido al 2% (tabla , se
depositan 15 pl entre un portaobjetos y un cubreobjetos, procediendo a valorarlas, con ayuda
de un microscopio 6ptico de contraste de fases a 400 aumentos; este andlisis se realiza mediante
el computo de un total de 400 espermatozoides por muestra (200 por valoracion), estableciendo
el porcentaje de espermatozoides positivos a la prueba de HOST, que seran aquellos que, por
poseer una membrana bioquimicamente activa, presenten un enrollamiento en la cola, debido a
la entrada de agua en la célula, lo que se considera indicativo de integridad funcional de la mem-
brana plasmatica (Vazquez et al., 1997)). Una vez obtenidos los resultados de ambas muestras, se
procede a realizar la necesaria correccién, descontando del nimero de espermatozoides positivos
de la muestra hiposmotica, los que se contabilizaron en la muestra isosmotica (muestra control).
La valoracién de las muestras alojadas en los otros dos microtubos se realiza del mismo modo,
pero tras una incubacién de 60 minutos a 37 °C (figura [3.7)).

Para realizar el Test de Resistencia Osmoética (ORT) se emplea el método utilizado
por Rodriguez-Gil y Rigau| (1995)) basado en el test de [Schilling et al.| (1984). Las soluciones
empleadas fueron realizadas a base de citrato de sodio y agua destilada ajustando a 300 mOsm /kg
la isosmotica (tabla y a 100 mOsm/kg la hiposmotica (tabla [3.8); de ambas se realizan
alicuotas de 900 ul que se almacenan a -20 °C hasta el momento de su utilizacion, para lo
que se descongelan y se atemperan a 37 °C. Para la realizacion de la prueba procedemos de
forma similar a la descrita en el HOST, tomando tres muestras de 100 ul del semen llegado
al laboratorio y diluyendo dos de ellas, cada una en un microtubo eppendorf con 900 ul de la
solucion hiposmotica (100 mOsm/Kg) y la tercera en otro microtubo con 900 ul de la solucion
isosmotica (300 mOsm/Kg); acto seguido, se sumergen en un bano termostatico a 37 °C. A los

15 minutos se procede a interrumpir la incubacién de la muestra isosmética y, tras realizar la
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fijacion de la misma con una gota de la solucion de glutaraldehido al 2 %, se valora el estado del
acrosoma de un total de 200 espermatozoides (100 por valoracion), con ayuda de un microscopio
optico de contraste de fases a 1000 aumentos. A continuacion, se realiza la valoraciéon de las dos
muestras hiposméticas interrumpiendo la incubacién a los 60 minutos en una y a los 120 en la
otra (figura . El valor del ORT es calculado para ambos tiempos de incubacién empleando
la siguiente formula, descrita por Sanchez| (1991), en la que INAR son los acrosomas integros

presentes en el medio isosmotico y HNAR los del medio hiposmético:

(%INAR+ %HN AR)

ORT(%) =

2

Valoracion acrosomas
Isosmotica

Valoracion acrosomas
Valoraciéon HOST + hiposmética
Hiposmética e Isosmética
"/

Valoracién acrosomas
hiposmética

HOST O.R.T.

Figura 3.7: Representacion esquemdtica de las pruebas de estrés osmdtico realizadas.

Analisis estadistico. Todos los conjuntos de datos obtenidos, tanto en el total de los mismos
como en los parciales analizados por raza o verraco, cumplen la premisa de normalidad, por lo
que se procede a realizar un t-test para muestras relacionadas, a fin de determinar si existen
diferencias en los valores obtenidos entre los diferentes tiempos de incubacién de cada prueba.
Fn la busqueda de posibles variaciones en la respuesta entre razas y entre verracos recurrimos
a un t-test para muestras independientes en el primer caso y a un ANOVA de un factor en el
segundo, determinando, en este Ultimo, mediante el test Games-Howell, qué verracos muestran

diferencias entre ellos en las distintas pruebas.
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La comparacion de los resultados obtenidos para cada grupo de calidad establecido en funcion
de la aptitud para la congelaciéon de cada eyaculado, se realiza por medio de un ANOVA de un
factor, estableciendo el lugar donde aparecen las diferencias entre los grupos mediante el test de
Games-Howell para las dos pruebas del HOST y mediante el test HSD de Tukey para las dos
pruebas del ORT, debido a que s6lo en estas tltimas se puede asumir la homocedasticidad de los

datos.

La correlacion entre los diferentes tiempos de incubacion de cada prueba (HOST y ORT)
y entre los valores obtenidos en ambas, tras una incubacién de 60 minutos a 37 °C, se expre-
sa mediante el coeficiente de correlacién de Pearson, que también se utiliza para establecer la
correlacién existente entre los dos tiempos de incubacién de cada prueba y los indices de conge-
labilidad y de resistencia al proceso de criopreservacién, tanto del acrosoma como del porcentaje
de movilidad, con y sin cafeina.

Finalmente, realizamos el andlisis multivariante de regresién por pasos para el indice de conge-
labilidad, al cual incorporamos las cuatro variables resultantes de las pruebas de estrés osmético

para establecer el modelo de regresiéon mas apropiado.

3.7.1.3. Evaluacién de la resistencia de las células espermaticas a un estrés por

calor (termorresistencia).

La realizacion de un test de estrés térmico al semen fue concebida para medir la capacidad de
supervivencia de los espermatozoides en el tracto reproductivo femenino (King y MacPherson,
1967; |[Fiser et al.. {1991) y, de esta forma, intentar acercarse a una prediccion més fiable sobre su
capacidad fecundante. Dicha técnica ha sido utilizada por varios autores (Kozumplik y Sosnova,
1985}, [Kozumplik y Roubal, [1990; (Tardif et al.| [1999), tanto en semen fresco como en desconge-
lado, como paso previo a la valoracién de los pardmetros convencionales del semen, tales como
movilidad total, movilidad progresiva, prueba de endésmosis, vitalidad, integridad acrosémica...,
obteniendo, en muchas de estas valoraciones, una mayor correlacién con la fertilidad que en los
casos en los que no se ha realizado. En concreto, |Fiser et al| (1991) determinaron que la reali-
zacién de un test de termorresistencia al semen descongelado de porcino sacaba a la luz danos
tenues en las membranas de los espermatozoides, acaecidos en el proceso de la congelacién que,

de otra manera, no se detectaban.

Con base en esto, el objetivo principal de este experimento fue determinar la eficacia del estrés
por calor en la prediccién de la capacidad de congelaciéon de los diferentes eyaculados, mediante
el analisis de la evolucion de la movilidad (con y sin adicion de cafeina) y de la integridad
de las membranas plasmética y acrosémica a lo largo de 7 horas de incubaciéon a 39 °C. Para
ello, realizamos, a partir de los 40 eyaculados, alicuotas de 10 ml diluidas en MR-A con una
concentracion de 50 millones de spz/ml en tubos falcon de 15 ml, que se sumergen en un bafio
termostético a esa temperatura. La valoracién seminal de cada uno de los cuatro parametros

citados se realiza, con 250 pul de muestra, dentro de esas 7 horas en cuatro etapas: a la hora y
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media de empezar la incubacion a 39 °C (T1,5), a las tres horas (T3), a las cuatro horas y media
(T4,5) y a las siete horas (T7) [figura [3.§].

10 ml de muestra seminal ajustada a
50 mill spz/ml incubada a 39°C
durante toda la prueba.

@  SISTEMA CASA

@ MICROSCOPIA CONTRASTE
Movilidad sin cafeina. FASES
© MICROSCOPIA Movilidad con cafeina. i\clzrlél;?’)cr:ﬁgosmtus
FLUORESCENCIA :

Evaluacion integridad
memb. plasmatica.

Figura 3.8: Representacion esquemdtica de la prueba de termorresistencia.

Anailisis estadistico. Con el objetivo de determinar las posibles variaciones, para los cuatro
pardmetros analizados, entre las diferentes etapas establecidas en la termorresistencia, procede-
mos a realizar el test de Friedman entre ellas. En los casos en los que se observan diferencias
significativas, se realizan comparaciones dos a dos, mediante la prueba de Wilcoxon, para deter-
minar en qué puntos aparecen dichas diferencias. De la misma forma, se trata de analizar por
raza y por verraco el mismo efecto, mediante un andlisis de la varianza de un factor, realizando

a continuacién las comparaciones entre los grupos mediante un t-test para muestras relacionadas.

Para establecer las diferencias en el comportamiento de ambas razas o de los distintos ve-

rracos empleamos, respectivamente, un t-test para muestras independientes o un ANOVA de

107



3.7 Disenio experimental.

un factor, procediendo, mediante el test HDS de Tukey o el de Games-Howell, a determinar los
puntos donde aparecian éstas. Se emplea un t-test para muestras relacionadas a fin de establecer
posibles diferencias entre el porcentaje de movilidad de las muestras incubadas con cafeina y

aquellas que se incubaron sin el citado estimulante.

Para analizar el comportamiento de los grupos de calidad en la congelacién estipulados y
determinar posibles diferencias entre ellos empleamos un ANOVA de un factor seguido de un
test HSD de Tukey, debido a la condicién de normalidad y homocedasticidad de los diferentes
datos analizados.

El célculo del coeficiente de correlacion entre los cuatro pardmetros analizados a lo largo de la
incubacion a 39 °C (integridad de la membrana plasmatica, integridad del acrosoma y porcentaje
de movilidad, con y sin cafeina) y los indices de resistencia a la criopreservacion establecidos, se
realiza mediante los indices de correlacion de Pearson o de Sperman; y, de igual forma que en
apartados anteriores, recurrimos al analisis multivariante de regresién por pasos para establecer
los modelos de regresién més apropiados en cada uno de los tiempos empleados para la valoraciéon

de las muestras.

3.7.1.4. Evaluacion de la resistencia de las células espermaticas a un choque a

frigore.

En la mayoria de los mamiferos, el sometimiento de las muestras seminales a un descenso
brusco de temperatura, a niveles en torno a 0 °C, provoca cambios irreversibles en la fisiologia
y morfologia de los espermatozoides (Watson y Plummer] 1985; |De Leeuw et al., [1990b; [Whitel
1993)). La susceptibilidad de éstos a un choque a frigore varia con la especie, siendo los esper-
matozoides de verraco, como ya hemos indicado, especialmente sensibles, debido sobre todo a la
composiciéon de sus membranas. Durante el proceso de criopreservacién también se observa una
reduccién ostensible en la integridad de las membranas plasmatica y acrosémica, y aunque al
descenso de temperatura producido antes de la congelacién se le atribuye una sustancial parte
de los cambios acaecidos en ellas (Maxwell y Johnson| |1997bh), existen ademés otros factores que

van a incidir en este proceso.

El objetivo principal de este experimento es, de forma similar a las pruebas anteriores, deter-
minar la eficacia de la resistencia de los espermatozoides al choque « frigore en la prediccién de
su viabilidad posdescongelado. Para ello, a partir de los 40 eyaculados mencionados, preparamos
en tubos falcon de 15 ml con fondo cénico, alicuotas de 10 ml ajustadas a una concentracién de
50 millones de spz/ml, mediante la dilucién del semen en MR-A, que son almacenadas durante
toda la prueba a una temperatura de 20 °C en una nevera termoajustable DTC—lﬂ A partir de
los 10 minutos de permanencia en la citada nevera, tiempo necesario para unificar la temperatura
de inicio para todas las muestras, se realizan 5 choques a frigore: choque a los 10 minutos de la

incubacion (S0), a la hora (S1), a las 2 horas (S2), a las 3 horas (S3) y a las 5 horas de incubacion

2"Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania.
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(S5). Para la realizacion de los mismos se procede de la siguiente manera: se toma 1 ml de la
muestra seminal y se deposita en un microtubo eppendorf de 1,5 ml, acto seguido se sumerge en
una solucion compuesta por agua y etanol a una temperatura constante de 0 °C y permanece
en ella durante 5 minutos, transcurridos los cuales se retira, derivando 250 ul para la valora-
cién de la movilidad espermaética sin cafeina y otros 250 ul para la valoracién con incubacion
previa en una solucién 0,1 M de la citada sustancia. Los 500 ul restantes se reparten equitati-

vamente para la valoracion de la integridad de la membrana plasmatica y acrosomica (figura[3.9).

El segundo objetivo de esta prueba es determinar la evolucién de la resistencia espermatica
a lo largo del tiempo de incubacion a 20 °C en los cuatro parametros mencionados: el porcentaje

de movilidad (con y sin cafeina), la integridad de la membrana plasmatica y la del acrosoma.

1 ml de muestra seminal
en microtubo eppendorf
1,5 ml.

[

7 ) ) Inmersion en agua/alcohol a 0 °C
10 ml de muestra seminal ajustada durante 5 min.
a 50 mill spz/ml a 20 °C durante

toda la prueba.

@ SISTEMA CASA

@ MICROSCOPIA CONTRASTE

Movilidad sin FASES
© MICROSCOPIA cafeina. Evaluacién status
FLUORESCENCIA Movilidad con acrosémico.
cafeina.

Evaluacién integridad
memb. plasmatica.

Figura 3.9: Representacion esquemdtica de la prueba del choque a frigore.
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Analisis estadistico. Para establecer si existen diferencias en cada uno de los pardmetros
analizados entre los diferentes tiempos de incubacién utilizados, tanto para el total del conjunto
de datos como para cada raza o para cada verraco en particular, realizamos un ANOVA de un
factor, empleando, en caso de aparecer diferencias significativas, un t-test para muestras rela-
cionadas en comparaciones pareadas entre tiempos. A la hora de determinar posibles diferencias
en el comportamiento de ambas razas, realizamos un t-test para muestras independientes. Por
medio de un ANOVA de un factor buscamos diferencias, para cada parametro analizado, entre
los verracos empleados en la prueba, procediéndose a determinar entre qué machos existen me-
diante el test de Games-Howell, dado que los conjuntos de datos no cumplen la condicién de
homocedasticidad. La btisqueda de variaciones entre los valores observados en el porcentaje de
movilidad en las diferentes muestras, con o sin adicién de cafeina, se efectiia mediante un t-test

para muestras relacionadas.

Con el fin de determinar la influencia del grupo de calidad establecido empleamos de nuevo
ANOVA de un factor, para cada uno de los parametros, estableciéndo posteriormente las diferen-
cias entre ellos mediante el test HDS de Tukey o el de Games-Howell en funcién de la condicion

de homocedasticidad de los datos.

Para establecer el coeficiente de correlacién entre los cuatro parametros analizados tras cada
choque y los indices calculados posdescongelacion se emplea, en funciéon de si los datos cumplen
o no la premisa de normalidad, el indice de correlaciéon de Pearson o de Sperman. Realizamos
el anélisis multivariante de regresién por pasos, incorporando los cuatro pardmetros analizados
en cada uno de los tiempos empleados en los diferentes choques, para determinar los modelos de

regresion méas apropiados para la variable congelabilidad.

3.7.2. Experimento 2: Estudio cinético mediante un sistema de anélisis compu-
tarizado de semen (CASA) y su importancia como indicador de la
congelabilidad.

La movilidad de los espermatozoides es uno de los parametros més empleados en la valoracion
seminal y su patréon de movimiento estd modulado por numerosos factores, bien extrinsecos,
como la composicion del medio externo (Serres et al., [1984; Mortimer, 2000), o intrinsecos a
la célula, como la estructura flagelar, la actividad enzimética de la dineina o el metabolismo
celular, en particular la gestion del metabolismo energético (Rigau et al, 2001). A partir de
esta premisa, y suponiendo que la modificacién de las condiciones del entorno de los mismos
pudiera desencadenar variaciones en sus parametros cinéticos, el objetivo de este experimento
fue, en primer lugar, describir estos cambios, tanto tras el proceso de congelacion/descongelacion,
como tras la realizacion de las pruebas de termorresistencia y del choque a frigore descritas con
anterioridad. En segundo lugar, y como objetivo principal, se tratdé de determinar la relacion
de estas variaciones tras las citadas pruebas, con los resultados de supervivencia espermatica

después de la descongelacion.
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Este experimento consta de dos partes diferenciadas: el estudio de las variaciones observadas
en los parametros cinéticos analizados individualmente y el andlisis de la distribucién de las sub-
poblaciones cinéticas presentes en los eyaculados. Para ello, resulta imprescindible la utilizacion
del sistema CASA, que nos permite realizar el estudio del movimiento de cada espermatozoide

de forma individual.

En total se analizan los parametros cinéticos de 75338 células, distribuyéndose, en las dife-

rentes pruebas, de la siguiente forma:

Precongelado (tiempo 0) Posdescongelado Total

Sin Cafeina 5185 2308 10493
Con Cafeina (1 mM) 5140 7718 12858
Total 10325 13026 23351

Tabla 3.13: Numero de espermatozoides analizados antes y después del proceso de congela-
cion/descongelacion.

Sin Cafeina Con Cafeina (1 mM) Total

T1,5 5061 5572 10633
T3 4966 5303 10269
T4,5 4112 5184 9296
T7 1856 4435 6291
Total 15995 20494 36489

Tabla 3.14: Numero de espermatozoides analizados en la prueba de la termorresistencia.

Sin Cafeina Con Cafeina (1mM) Total

S0 541 826 1367
S1 1113 1329 2442
S2 1560 1951 3511
S3 1803 2067 3870
S5 1952 2356 4308
Total 6969 8529 15498

Tabla 3.15: Numero de espermatozoides analizados en la prueba del choque a frigore.

3.7.2.1.

Descripcion y analisis de los parametros cinéticos de los espermatozoides.

En primer lugar, realizamos un analisis individualizado de los ocho pardmetros calculados
con la pretensién de caracterizar, a partir de ellos, el movimiento de los espermatozoides, tanto
en semen recién extraido como en semen descongelado. Asi mismo, determinamos las diferencias
existentes entre uno y otro, para cada parametro y, a su vez, entre las muestras incubadas con y
sin cafeina, mediante el t-test para muestras relacionadas o el test de Wilcoxon. Ademas, se pro-
cede a realizar comparaciones entre las dos razas mediante los tests para muestras independientes
(el t-test o el test de Mann-Whitney) y entre los ocho verracos utilizados en el experimento me-
diante un ANOVA de un factor o el test Kruskal-Wallis.
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Posteriormente, y siguiendo la misma estructura que en el experimento anterior, procedemos
a tratar de identificar posibles diferencias en los valores de los distintos parametros, en ausencia
o presencia de cafeina, a lo largo de los diversos puntos de toma de muestras, tanto en la prue-
ba de la termorresistencia como en la del choque a frigore. Para ello procedemos a realizar un
ANOVA de un factor o un test de Friedman en funcién de si se puede suponer una distribucion
normal para los datos o no. En caso de aparecer diferencias, se procede a realizar comparaciones
pareadas mediante un t-test para muestras relacionadas o mediante un test de Wilcoxon. Estos
mismos tests son los que se utilizan para determinar las posibles diferencias entre las muestras

incubadas con y sin cafeina.

Asf mismo, se emplean el t-test para muestras independientes o la prueba de Mann-Whitney
para comprobar la existencia de diferencias en la respuesta de las dos razas empleadas, y un
ANOVA de un factor o el test de Kruskal-Wallis para determinar si existen éstas en funcion del

verraco utilizado.

La correlacién existente, en los distintos tiempos y pruebas realizadas, entre los valores de
los diversos parametros y los indices posdescongelacion determinados se efectiia nuevamente
mediante los test de Pearson o de Sperman, en funcién del cumplimiento o no de la premisa de
normalidad por parte de los diferentes grupos de datos. Por otro lado, el andalisis multivariante
de regresiéon para la congelabilidad se realiza de forma similar a la descrita con anterioridad
para otros experimentos, incorporando como variables independientes el valor medio de los ocho
pardmetros cinéticos calculados por el sistema CASA, en semen fresco y en los diferentes tiempos
de toma de muestras para la prueba de termorresistencia y para la del choque a frigore. En todos
ellos, al calcular el modelo de regresiéon més apropiado y al establecer las correlaciénes pertinentes,

se diferencian los anélisis en funcion de si las muestras han sido incubadas o no con cafeina.

3.7.2.2. Identificaciéon y distribuciéon de subpoblaciones cinéticas.

Abaigar et al. (1999) determinaron que el comportamiento cinético de los espermatozoides
no es homogéneo, por lo que resulta interesante realizar una clasificacién de los diferentes es-
permatozoides encuadrandolos en subpoblaciones determinadas en funcién de sus caracteristicas
cinéticas. Para proceder a la identificacion de estas subpoblaciones tuvimos que definir un pro-
cedimiento estadistico que nos permitiese agrupar a los diferentes espermatozoides en funcion
de los parametros determinados por el sistema ISAS®. Para ello utilizamos los datos obtenidos
del movimiento espermatico, sin incubaciéon con cafeina a tiempo cero (T0), y asi comprobar la
variacion resultante en las diferentes pruebas: la adicion del citado estimulante, el proceso de
crioconservacién, la prueba de termorresistencia y la de los diferentes choques a frigore.

Para el desarrollo del procedimiento estadistico aplicamos las funciones programadas por
Ciampi et al| (2007) bajo el entorno estadistico R. Este procedimiento se caracteriza por no
asumir o priori que los datos recogidos sigan algtin modelo de distribucién en particular y realiza

una clasificacién no supervisada o de clusters en dos etapas:
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» 12 etapa: Su objetivo es la obtencion de una clasificacion previa de los datos, empleando el
algoritmo K-means (MacQueen, [1967)) con el fin de reducir la cardinalidad del conjunto de
datos, y que asi nos permita construir un arbol jerarquico en un etapa posterior; como resul-
tado de esta primera etapa obtuvimos una clasificacién previa de los datos, organizdndose

éstos en cuarenta “bins” o pre-clusters.

» 22 etapa: Clasificacion jerarquica aglomerativa (HAC); el segundo paso del enfoque adop-
tado utiliza los bins obtenidos en la etapa anterior empleandolos como elementos a partir

de los cuales se construye el arbol jerdrquico aglomerativo.

A partir de este punto se emplearon técnicas de andlisis discriminante (clasificacion supervi-
sada) para poder verificar la bondad de los resultados obtenidos. Para ello, mediante el indice de
Fowlkes-Mallows (Fowlkes y Mallows| 1983), y a partir de la comparacion entre la asignacion de
clases realizada en el andlisis cluster y la prediccién de clases realizada por el andlisis discrimi-
nante, bien lineal (LDA) o cuadrético (QDA), se valord en qué medida los resultados obtenidos

con el analisis cluster son reproducibles con fidelidad mediante el analisis discriminante.

Una vez corroborada la validez del método, se determind el nimero de subpoblaciones idéneo
para clasificar los datos, que resulté ser tres, y empleamos las caracteristicas de las mismas para

encuadrar los valores recogidos en las diferentes pruebas.

En la comparacién del tamano de cada subpoblacion, tanto en presencia como en ausencia
de cafeina, en los diferentes puntos de toma de valores de las pruebas de termorresistencia y de
choque a frigore, se emplea el test de Friedman. Posteriormente, si la prueba anterior detecta
diferencias significativas entre los tiempos, se procede a realizar comparaciones pareadas entre
ellos mediante un t-test de muestras relacionadas o un test de Wilcoxon en funcion de si los datos
siguen una distribucién normal o no. Estos tltimos tests son los que se emplean a su vez para

comprobar la variacién producida en la prueba de congelacion/descongelacion.

Dentro de cada punto de toma de muestras y de forma independiente para los supuestos
con y sin presencia de cafeina, se determinan, por un lado, las diferencias existentes en el ta-
mano subpoblacional entre razas mediante el test de Mann-Whitney o el t-test para muestras
independientes y, por otro lado, entre los diferentes verracos empleados en el estudio mediante
el test de Kruskal-Wallis. A su vez, también se comprueba, en cada tiempo, la existencia de
posibles diferencias entre el tamafio subpoblacional de las muestras que son incubadas con cafei-

na y aquellas en que no es asi mediante el test de Wilcoxon o el t-test para muestras relacionadas.

Tanto el anélisis del coeficiente de correlacién como el calculo del modelo de regresién para la
congelabilidad se efectiian de igual forma que en el apartado anterior, referido a los parametros
cinéticos individuales, utilizando en este caso el tamano calculado para las diferentes subpobla-

ciones en cada momento.
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3.7.3. Experimento 3: Estudio de la resistencia al choque a frigore.

El estudio de la resistencia espermatica al choque a frigore se realizd con la intencién de
ahondar en aquellos aspectos que pueden modificarla, para lo cual procedimos a desarrollar tres
pruebas: en las dos primeras se pretende arrojar algo mas de luz sobre la influencia de la ma-
duracion espermatica, el plasma seminal y el diluyente comercial empleado en la dilucién de las
muestras, y con la tercera se busca determinar la influencia del tiempo de incubacion previo

sobre la supervivencia espermética a la criopreservacion.

3.7.3.1. Influencia de la inmadurez espermatica en la resistencia celular al choque

a frigore.

Ya en 1944, Lasley y Bogart| observaron que aquellos espermatozoides extraidos directamente
del epididimo del verraco eran menos susceptibles al choque a frigore, y de forma similar ocurre
en los espermatozoides de toro y de morueco (Watson, [1981a)). La menor resistencia de los
espermatozoides eyaculados podria deberse a cambios en la composicién lipidica de la membrana
plasmatica que tienen lugar en la maduracién espermética durante su estancia en el epididimo,
cambios que producirian una mayor susceptibilidad del espermatozoide al frio (White, |1993;
Simpson et al.l [1987; Watson y Plummer, 1985)). Por otro lado, en el recorrido a lo largo del
epididimo, también se produce el traslado de la gota citoplasmatica (GC) de la region del cuello
al anillo de Jensen, e incluso su liberacion (Sancho et al., 2004} Bassols et al., 2005), por lo que
cuando en los eyaculados se observan espermatozoides con gotas citoplasmaticas en su estructura,
se considera un indicador de inmadurez en la mayoria de las ocasiones, aunque se desconoce si
la permanencia de la GC esta directamente relacionada con la ausencia de los citados cambios
en la composicién de la membrana.

Teniendo en cuenta estas apreciaciones, los propositos de esta prueba son:

= Comprobar si aquellos espermatozoides que mantienen la, GC son menos susceptibles a un

descenso brusco de temperatura.

= Determinar si existe una mayor o menor resistencia en funcion de la regiéon del espermato-

zoide en la que se localice la GC.

= Kstablecer si la evolucién de la resistencia al choque a frigore a lo largo de la incubacion
previa se produce de forma similar en los espermatozoides que presentan la GC en su es-

tructura y en aquellos en que no es asi.

Para determinar la influencia del estado de inmadurez espermética, se utiliza la fraccién rica
de 6 eyaculados de diferentes verracos tomados al azar de entre un total de 150 presentes en
CENTROTEC S.A. Se diluye una fraccion de los eyaculados en MR-A, ajustando a una concen-
tracion final de 50 millones spz/ml, para posteriormente incubar la solucién espermatica a 20 °C
durante 4 horas en tubos falcon de 15 ml y fondo cénico. Una vez transcurridos los primeros diez

minutos a la citada temperatura, se analiza la integridad de la membrana plasmatica mediante

114



3. MATERIAL Y METODOS

la utilizacion de la tincidon fluorescente combinada de yoduro de propidio y diacetato de carbo-
xifluoresceina (Harrison y Vickers, 1990), ya descrita, clasificando 200 espermatozoides en dos
clases, membrana integra y membrana daniada, y a su vez, determinando la morfologia celular de
los diferentes espermatozoides para encuadrar porcentualmente los resultados en seis categorias:

- Morfolégicamente normales.

- Presencia de gota citoplasmatica proximal (GCP).

- Presencia de gota citoplasmatica distal (GCD).

- Alteracion de cabeza.

- Alteracion de cola.

- Alteracién de cola con presencia de GCD.

A continuacién, se preparan en microtubos eppendorf de 1,5 ml alicuotas de 1 ml y se su-
mergen en una soluciéon formada por agua y etanol a 0 °C durante cinco minutos, una vez que
han transcurrido diferentes tiempos de incubacion a 20 °C: tras 20 minutos (S0), y después de
una (S1), dos (S2) y tres horas (S3) desde la primera inmersion. Una vez realizado cada uno
de los choques a frigore, se analiza la morfologia de 50 espermatozoides que presenten la mem-
brana plasmética integra y se procede a analizar los resultados. En la figura se representa

esqueméticamente el proceso que se lleva a cabo en esta prueba.

EYACULADO

¢ Valoracioén rutinaria semen

ALICUOTA 15 ml a
50 millones spz/ml

v \’

VALORACION PERIODO DE
MORFOLOGICA Y ESTABILIZACION A
DE INTEGR. MEMB. 20°C
(200 Spz) |
20 min. 1hy 20 2hy 20 3hy20
min. min. min.
CHOQUE A

FRIGORE 0 °C 5 min.
Sobre alicuotas 1 ml.

v

VALORACION MORFOLOGICA Y DE
INTEGR. MEMB. (hasta 50 spz memb. integra)

Figura 3.10: Representacion esquemdtica de la prueba realizada para la determinacion de la resistencia
de los espermatozoides con GC al choque a frigore.
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Anailisis Estadistico. Como los diversos grupos de datos de que disponemos para comparar
en este experimento no cumplen la condicién de normalidad tras la realizaciéon de la prueba
de Shapiro-Wilk, para la determinacion de si existen variaciones o no en la distribucién de las
diversas categorias morfoldgicas tras la realizaciéon de los distintos choques, realizamos el test de
Friedman, determinando posteriormente, cuando existieron diferencias significativas dentro de
los grupos, mediante la prueba de Wilcoxon, la existencia de posibles diferencias entre cada uno

de los tiempos de incubacién.

3.7.3.2. Efecto del diluyente comercial y de la presencia de plasma seminal en la

resistencia al choque a frigore.

En esta prueba se estudia el efecto que ejerce la presencia del plasma seminal, durante el
tiempo de la incubacién y en el mismo momento del choque, en la variacién de la resistencia
espermatica, tanto a nivel de la membrana plasméatica como del acrosoma, una vez que son
sometidas las muestras a un descenso brusco de temperatura. Paralelamente, se pretende también
determinar la influencia que puede ejercer el tipo de diluyente comercial empleado para la dilucién
del semen en la susceptibilidad al choque a frigore.

Para ello, se utiliza la fracciéon rica de 16 eyaculados procedentes de otros tantos verracos,
tomados al azar, de un total de 150 animales presentes en CENTROTEC S.A. Se emplea el mismo
método de recogida seminal descrito con anterioridad (pag. , con la excepcion de que ésta
se realiza directamente y no sobre diluyente comercial. Estos eyaculados, tras las valoraciones
rutinarias pertinentes, se dividen en seis partes iguales en tubos falcon de 15 ml, formando 3

grupos:

» “Grupo Centrifugacion Inicial” (CI): corresponde a dos de las seis muestras seminales, a las
que se les retira el plasma seminal desde un primer momento, para lo cual, se centrifugan
a 800g durante 10 minutos y, tras eliminar el sobrenadante, se rediluyen, ajustando la

concentracion a 50 millones spz/ml, una en diluyente MR-A y otra en BTS.

» “Grupo Centrifugacion en el Momento” (CMto): formado por otras dos muestras a las que
se les va a eliminar el plasma seminal mediante el mismo procedimiento que en el grupo
anterior, pero en este caso solamente en el instante antes de realizar el choque a frigore.
Hasta ese momento permanecen diluidas en esos dos diluyentes comerciales, a la misma

concentraciéon que el grupo anterior.

= “Grupo Sin Centrifugar” (SC): formado por las dos muestras seminales restantes, que van
a permanecer en contacto con el plasma seminal durante toda la prueba, incluyendo el
momento del choque a frigore. Estas también permanecen diluidas a la concentracion in-

dicada, en ambos diluyentes comerciales.

Las seis muestras se almacenan, desde el momento de su dilucién, en una nevera ajustada a

20 °C, de la que se extraen alicuotas de un mililitro para ser sometidas al choque a frigore en
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cuatro tiempos diferentes: en el mismo momento en el que se separaron las muestras en grupos

(S0), a la hora (S1), a las dos (S2) y a las tres horas de incubacion (S3) a la citada temperatura.

En el grupo CMto, 10 minutos antes de la realizacion de cada choque, se procede a recoger
una alicuota de tres mililitros de las muestras diluidas en cada uno de los diluyentes y, tras reali-
zar la centrifugacion en una centrifuga atemperada a 20 °C para que no haya ninguna variacion
térmica, se procede a la eliminacién del sobrenadante y la redilucién posterior de la misma ma-
nera que en el grupo CL. De estas nuevas muestras seminales rediluidas se extraen las alicuotas
de 1 ml que, junto con las otras cuatro obtenidas de los otros dos grupos, se sumergen en una
solucion de agua y etanol a 0 °C durante 5 minutos. A continuacion, se procede a la valoracion
del porcentaje de integridad de la membrana plasmatica y del acrosoma mediante las técnicas
va descritas, contabilizando un total de 200 células por valoracién y muestra. La figura [3.11

representa esquemaéticamente el procedimiento seguido en esta prueba.

EYACULADO
Centrifugacion y
eliminacion sobrenadante
/ \ ,
Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién
en MR-A en BTS en MR-A en BTS en MR-A en BTS
¥ ¥ v ¥ ¥ ¥
ALICUOTA 15 | ALICUOTA 15 ALICUOTA 15 | ALICUOTA 15 ALICUOTA 15 | ALICUOTA 15
ml a 50 mill. ml a 50 mill. ml a 50 mill. ml a 50 mill. ml a 50 mill. ml a 50 mill.
Spz/ml a 20°C Spz/m a 20°C Spz/ml a 20°C | Spz/ml a 20°C Spz/ml a 20°C | Spz/ml a 20°C

! !

Centrifugacion, eliminacion
sobrenadante y redilucién en MR-A /
BTS en el momento del Choque a
frigore.

A v A v

Choque a frigore a 0°C durante 5 min. sobre alicuotas de 1 ml.

Alas 0,1, 2y 3 horas de estabilizacion a 20°C.

!

Valoracién de la integridad de la membrana plasmatica y del acrosoma.

Figura 3.11: Representacion esquemdtica de la prueba realizada para la determinacion de la influencia
del diluyente comercial y del plasma seminal en la resistencia espermdtica al choque a frigore.

Analisis estadistico. Tras la comprobacion de que todos los conjuntos de datos cumplen las

premisas de normalidad y homocedasticidad, realizamos modelos factoriales de analisis de la
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varianza (ANOVA factorial) para evaluar el efecto individual y conjunto, tanto del diluyente
como del momento en el que se priva a las muestras del contacto con el plasma seminal, so-
bre la integridad de la membrana plasmatica y la del acrosoma, tras los choques a frigore. Si
alguno de los estadisticos F asociados a los efectos principales resulta significativo, procedemos
a emplear el test de Tukey para determinar dénde se encuentran las diferencias entre grupos.
Para la identificacién de posibles diferencias entre ambos diluyentes utilizamos un t-test para
muestras relacionadas y recurrimos a un ANOVA de un factor para tratar de identificar, en cada
uno de los grupos mencionados, diferencias entre los valores medios recogidos tras los diferentes
choques, determinando con posterioridad, entre qué tiempos aparecen éstas mediante un t-test

para muestras relacionadas.

3.7.3.3. Influencia del tiempo de incubaciéon previo sobre la congelabilidad esper-

matica.

Habida cuenta de que el tiempo de incubacién previo puede modificar la resistencia esper-
matica al choque a frigore, procedimos a valorar la influencia del mismo en la supervivencia
espermatica posdescongelacion, para lo cual efectuamos modificaciones en el protocolo de con-

gelacién habitual, incrementando dicho tiempo.

Para realizar esta prueba utilizamos la fraccién rica de ocho eyaculados procedentes de ocho
animales diferentes tomados al azar del total de verracos presentes en CENTROTEC S.A., todos
ellos con valoraciones por encima de los criterios de calidad establecidos anteriormente para acep-
tar un eyaculado como apto para la congelacion (pag. . Tras las valoraciones y su posterior
dilucion (1:2) en diluyente comercial MR-A, procedemos a separarlos en cuatro fracciones, depo-
sitando el mismo volumen de muestra seminal en cuatro vasos de precipitados de 200 ml, cuya
abertura tapamos con parafilm. Una vez realizado esto, se contintia con el protocolo habitual
descrito anteriormente (pag. , con la diferencia de que s6lo una de las muestras (grupo con-
trol) permanece las 3 horas establecidas a 15 °C, mientras que cada uno de los otros tres grupos
experimentales permanecen a dicha temperatura durante 6, 12 y 24 horas, respectivamente. A
su vez, se realiza, transcurrido el tiempo de incubacién establecido para cada grupo, un choque
a frigore, en las mismas condiciones que los realizados hasta el momento en esta tesis doctoral;
para ello, se prepara una alicuota de 1 ml en un microtubo eppendorf de 1,5 ml y se introduce,
en la solucion de agua y etanol a 0 °C durante 5 minutos. A continuacién, se procede a valorar
el estado de la membrana plasmatica y de la vesicula acrosémica, asi como el porcentaje total de
movilidad espermatica mediante un sistema CASA. Una vez realizada la congelacién propiamen-
te dicha, empleando la misma curva de descenso térmico especificada con anterioridad (pag. ,
se sumergen las pajuelas en nitrégeno liquido, permaneciendo en el tanque de almacenamiento
durante 10 dias hasta su descongelacién, que se realiza sumergiéndolas en un bafio termostatico
a 50 °C durante 12 segundos. Se descongelan tres pajuelas por cada eyaculado criopreservado y
grupo, realizandose un pool heterospérmico mediante la dilucién del contenido de las mismas en

15 ml de BTS en un tubo falcon. Acto seguido, se realiza la valoracién de los mismos parametros
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descritos para el choque a frigore.

Los objetivos de esta prueba son:

= Comprobar la influencia del tiempo de incubacién, a lo largo de las primeras 24 horas, en

la resistencia espermética durante la realizacién del choque.

= Establecer si se produce una mayor resistencia al proceso de criopreservacién cuando incre-
mentamos el tiempo de incubacién. Esto determinaré la importancia del periodo de espera
sobre el proceso de congelacién y nos permitird averiguar qué tiempo de los analizados es

el idoéneo para el protocolo de congelacion.

Analisis estadistico:  Todos los grupos de datos a comparar en este experimento cumplen las
condiciones de normalidad tras la comprobacién con la prueba de Shaphiro-Wilk. Para la valora-
cion del incremento de la resistencia, tanto al choque a frigore como al proceso de congelacion,
a medida que transcurre el tiempo de incubacién, se utiliza un ANOVA de un factor, a fin de
determinar si existen diferencias entre los cuatro tiempos analizados. Cuando se obtienen dife-
rencias significativas para alguno de los parametros valorados, se procede a analizarlas mediante
el t-test para muestras relacionadas, realizando contrastes pareados entre todos los tiempos de

incubacion determinados.
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis de las muestras descongeladas.

4.1.1. Valores obtenidos para los parametros estudiados en las muestras des-

congeladas.

Los tres pardmetros que se valoran tras la descongelaciéon de las muestras seminales son la
integridad de la membrana plasmatica, la integridad de la vesicula acrosémica y el porcentaje de
movilidad espermadtica, tanto en ausencia como en presencia de cafeina, mediante la utilizacién

de un sistema de analisis computarizado de semen.

Integridad de la membrana plasmatica.

La técnica fluorescente utilizada en la valoracion de la integridad de la membrana plasmaética
revela dos clases de espermatozoides: los que presentan en la cabeza una intensa fluorescencia
roja (yoduro de propidio) y aquellos que muestran en toda su estructura una fluorescencia de
color verde (diacetato de carboxifluoresceina). La exclusion del IP del interior del espermatozoide
se utiliza como indicador de integridad de membrana en todos aquellos espermatozoides que la
presentan, apareciendo éstos con la coloracién verde caracteristica del DCF, mientras que su
inclusion, y la consecuente presencia de fluorescencia roja en toda o en parte de la cabeza, se
considera como alteracién en la integridad de la membrana.

Los resultados de las diferentes descongelaciones muestran los siguientes valores de integridad

de membrana plasmatica:

% INTEGRIDAD DE MEMB. PLASMATICA EN MUESTRAS DESCONGELADAS

12 CONGEL. 22 CONGEL. 32 CONGEL. 42 CONGEL. 52 CONGEL. TOTAL
Media Dgsv. Media Dgsv. Media Dgsv. Media D?SV' Media DE}SV' Media DE}SV'
tip. tip. tip. tip. tip. tip.

G2552 48,00 2,83 38,00 71 39,75 3,89 4825 106 3450 141 | 41,70 6,06
G5223 52,75 1,06 64,25 3,18 48,75 1,06 47,50 ,00 58,25 3,89 | 54,30 6,80
G6328 67,75 3,18 5400 566 6200 283 61,75 106 6550 3,54 | 62,20 5,60
T475 58,75 1,77 58,00 8,49 6250 354 63,25 ,35 54,75 ,35 59,45 4,53
L437 2950 6,36 3825 1,06 36,75 ,35 34,50 71 36,00 141 | 3500 3,87
R3846 56,00 2,12 5550 2,12 53,00 354 49,75 7,42 52,00 2,83 |5325 3091
R4052 61,75 3,18 63,00 ,00 6750 141 7050 7,07 66,75 6,01 | 6590 4,70
R5487 69,50 2,12 70,75 106 71,00 141 58,50 71 67,75 ,35 67,50 4,99
TOTAL 5550 12,53 5522 11,76 5516 12,40 54,25 1135 5444 1290 | 54,91 11,82

VERRACO

Tabla 4.1: Porcentaje de integridad de membrana obtenido en los eyaculados de los diferentes verracos
tras el proceso de congelacion/descongelacion.

Los valores de los eyaculados oscilan entre un 29,5+6,4 % (L437[13]E[) y un 71,0+1,4%
(R5487[3?]) de espermatozoides con la membrana integra, obteniéndose una media del 54,9+11,8 %.
Si bien no se observan diferencias significativas entre las dos razas analizadas (tabla {.2)), pro-
mediando valores similares tanto para la Landrace como para la Large White (55,4+13.8% vy
54,449.6 %, respectivamente), si se aprecian al analizar los valores obtenidos en cada verraco,
diferencias que determinan la clasificacién de los animales en tres subconjuntos homogéneos,
en funcion de las medias obtenidas para cada uno de ellos, de forma que los verracos de cada

subconjunto no presentan diferencias significativas entre si, pero si las muestran (p<0,05) con

!Entre corchetes queda indicado el namero ordinal de la congelacion.
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4.1 Andlisis de las muestras descongeladas.

aquellos verracos que no pertencen al mismo subconjunto. En la tabla queda reflejado que,
de los ocho verracos utilizados, el 1.437 y el G2552 presentan, una vez realizada la descongelacion
pertinente, los porcentajes medios més bajos, mientras que los mas altos corresponden al R5487
y al R4052.

% INTEGR. DE LA MEMBR. PLASMATICA TRAS LA DESCONGELACION

Media Desviacion tipica Minimo Maximo
LW 54,412 9,57 34,50 67,75
RAZA a
LD 55,41 13,80 29,50 71,00

Tabla 4.2: Integridad de la membrana plasmdtica tras la descongelacion en funcion de la raza.
Diferentes superindices revelarian diferencias significativas (p<0,05).

Subconjunto para alfa =,05

VERRACO N
1 2 3
L437 5 35,00
G2552 5 41,70
R3846 5 53,25
G5223 5 54,30
T475 5 59,45 59,45
G6328 5 62,20 62,20
R4052 5 65,90
R5487 5 67,50
Sig. 37 ,09 17

Tabla 4.3: Grupos homogéneos establecidos en funcion de las diferencias obtenidas en el porcentaje de
integridad de membrana tras el descongelado.
La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias significativas (p<0,05) con los

integrantes del mismo.

Integridad de la membrana acrosémica.

Una vez realizada la descongelacion de las muestras, procedemos a determinar los porcentajes
de integridad acrosémica de cada uno de los eyaculados, empleando para ello el criterio utilizado
por Pursel et al| (1972a)). En la tabla quedan reflejadas las oscilaciones observadas entre
eyaculados, que van de un 4,0 % de la muestra del G2552 [3%] a un 51,0 % de la del R5487 [32].

% INTEGRIDAD DE MEMB. ACROSOMICA EN MUESTRAS DESCONGELADAS

12CONGEL.  2°CONGEL. 32CONGEL. 42 CONGEL. 5% CONGEL. TOTAL
Media P%5V' Media PV Media PV Media P®5V' Media PV [ Media PSSV
tip. tip. tip. tip. tip. tip.

G2552 32,50 13,44 10,00 3,54 4,00 1,41 16,00 1,41 4,50 71 13,40 12,01
G5223 1750 636 2750 354 2000 7,07 1550 354 2500 7,07 | 21,00 6,46
G6328 30,00 21,21 1350 495 2750 354 2500 7,07 1500 7,07 | 22,20 10,73
T475 9,00 566 29,00 141 26,00 566 2500 7,07 31,00 12,73 | 24,00 9,92
L437 13,75 5,30 6,00 1,41 10,00 2,83 12,50 71 5,00 ,00 9,50 4,30
R3846 20,00 ,00 26,00 141 19,00 1,41 3000 7,07 7,50 ,00 20,50 8,42
R4052 17,00 141 29,00 849 3900 141 5000 21,21 1750 3,54 | 30,50 15,46
R5487 50,00 14,14 4750 10,61 5100 141 50,00 7,07 4650 3,54 | 49,00 6,72
TOTAL 23,75 14,99 2356 13,50 24,56 14,88 27,94 1580 19,00 14,77 | 23,76 14,62

VERRACO

Tabla 4.4: Porcentaje de integridad del acrosoma obtenido en los eyaculados de los diferentes verracos
tras el proceso de congelacion/descongelacion.
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El valor medio calculado para todos los eyaculados es de un 23,84+14,6 %, siendo éste, clara-
mente inferior al 54,94+11,8% que presentan en la valoracion de la integridad de la membrana

plasmatica.

El analisis estadistico tampoco revela en este caso diferencias significativas entre las dos ra-
zas evaluadas, aunque la raza Landrace presenta valores medios ligeramente mas elevados que
la Large White (tabla ; donde si aparecen éstas (p<0,05) es al realizar la comparacion entre
los porcentajes medios de acrosomas intactos mostrados por los diferentes verracos. En la tabla
podemos observar como el L1437, al igual que sucedia al analizar la vitalidad de las mues-
tras descongeladas, resulta ser el verraco que presenta un porcentaje de integridad del acrosoma
inferior al resto de animales (9,543,9%); en el lado opuesto nos encontramos con el R5487 que,

con un 49,0+1,9 %, muestra el valor medio mas alto de los ocho verracos.

% INTEGR. ACROSOMICA TRAS LA DESCONGELACION

Media  Desviacion tipica Minimo Maximo
a
RAZA LW 20,15 8,92 4,00 32,50
27,382 16,85 5,00 51,00

Tabla 4.5: Integridad de la membrana acrosémica tras la descongelacion en funcion de la raza.
Diferentes superindices revelarian diferencias significativas (p<0,05).

% INTEGRIDAD ACROSOMICA TRAS LA DESCONGELACION

Media Desviacidn tipica Minimo Maximo

G2552 13,407 11,73 4,00 32,50
G5223 21,002 5,18 15,00 27,50
Q ©6328 22,20° 7,49 13,50 30,00
< T475 24,002 8,72 9,00 31,00
o 1437 9,50° 3,94 5,00 14,00
> R3846 20,50% 8,54 7,50 30,00
R4052  30,50%° 14,20 17,00 50,00
R5487  49,00° 1,90 46,50 51,00

Tabla 4.6: Integridad de la membrana acrosémica tras la descongelacion en funcién del verraco.
Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05).

Movilidad espermatica postdescongelacion.

La tabla muestra el porcentaje de espermatozoides moéviles resultantes tras la descon-
gelacion de las muestras, tanto sin la estimulacion con cafeina como con ella. Cuando se incuban
sin la presencia de cafeina, los valores oscilan entre un 21,9 %, observado en el tercer eyaculado
del G2552, y un 71,8 % del primer eyaculado del R5487, dejando un porcentaje medio total de
un 47,8413,2%. Dichos resultados se incrementan de forma notable al incubar las muestras en
una solucion 1mM de cafeina, pasando a valores que oscilan entre el 43,8 % del L437 [4?] y el
84,5 % del R4052 [5%] y con un porcentaje medio significativamente mas alto (p<0,01), de un
68,64+10,8 %.
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Este aumento del porcentaje de movilidad para las muestras incubadas con cafeina, no sélo
se observa en el promedio total calculado para los 40 eyaculados, sino que queda reflejado en

todos y cada uno de ellos (p<0,05).

% MOVILIDAD (CON Y SIN CAFEINA) EN MUESTRAS DESCONGELADAS
1a 2a Sa 4a 5a
CONGELACION CONGELACION CONGELACION CONGELACION CONGELACION TOTAL
%  %MOV. % 9%MOV. % 9%MOV. % %MOV. % %MOV.| % % MOV.
MOV. (CAF) MOV. (CAF) MOV. (CAF) MOV. (CAF) MOV. (CAF) | mov. (CAR)

G2552 3891 5891 33,88 57,35 2192 54,15 22,12 52,40 2293 4415 | 2795 5339
G5223 5367 76,12 2311 61,98 4831 5851 5407 73,28 57,82 658 | 4739 67,15
G6328 40,74 67,19 39,32 6384 5097 6864 5302 7971 5875 7686 | 4856 71,25
TA75 64,76 77,33 5134 6781 46,55 7548 47,02 7478 5068 76,97 | 52,07 74,47
L437 40,74 5232 53,13 5952 3963 5315 3639 43,84 31,37 6307 | 4025 5438
R3846 50,46 72,28 5105 6594 53,11 7841 5493 70,80 3386 6523 | 48,68 70,53
R4052 71,35 83,42 3944 7586 6835 79,95 6925 8259 5396 84,52 | 60,47 81,27
R5487 71,82 7453 4521 7045 5635 79,88 6202 80,88 50,00 7427 | 57,08 76,00
TOTAL 5406 70,26 42,06 6534 4815 6852 4985 69,78 44,92 6887 | 47,81 6856

VERRACO

Tabla 4.7: Porcentaje de movilidad espermdtica (con y sin cafeina) obtenido por los eyaculados de los
diferentes verracos tras el proceso de congelacion/descongelacion.

Dentro de cada una de las incubaciones realizadas se observan diferencias significativas
(p<0.05) entre los valores medios de los verracos (tabla [4.8)), que oscilan desde el 28,0+7,9%
del G2552 hasta 60,54+13,6 % del R4052 para la incubacion sin la adicién del inhibidor de la
fosfodiesterasa, y desde el 53,4458 % hasta el 81,3+3,5% en esos mismos verracos para las
muestras incubadas con él. En cambio, una vez mas, el andlisis estadistico no revela diferencias

significativas para las medias de las dos razas estudiadas (tabla [4.9).

% MOVILIDAD DESCONGELADO SIN % MOVILIDAD DESCONGELADO CON
CAFEINA CAFEINA

D?SV' Minimo Maximo Media Dgsv.
tip. tip.
G2552 27,952 7,92 21,92 3891 5339%* 577 4415 5891
G5223 47,39 1399 2311 57,82 67,5°* 743 5851 76,12
G6328 4856° 831 39,32 58,75 7125°°* 673 6384 7971
T475 52,07° 741 4655 6476 7447°°* 387 67,81 77,33
L437 4025 807 31,37 5313 5438%* 7,40 4384 63,07
R3846 48,68° 847 3386 5493 7053°°* 535 6523 7841
R4052 60,47° 1362 3944 7135 8127°* 346 7586 84,52
R5487 57,08° 1041 4521 7182 76,00°°* 432 7045 80,88

Media Minimo Maximo

VERRACO

Tabla 4.8: Porcentaje de movilidad espermdtica tras la descongelacion en funcion del verraco.
Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05). * Indica diferencias significativas (p<0,05)
entre valores incubados con cafeina y sin ella.

4.1.2. Resistencia de los diferentes eyaculados al proceso de criopreservacion.

Una vez descritas y analizadas las variaciones observadas en los diferentes pardmetros tras la
descongelacion, procede abordar el tema de la resistencia de los distintos eyaculados al proceso

de congelacion/descongelacion. Para ello, hay que partir de los valores obtenidos en el andlisis
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realizado en el semen fresco, para asi establecer el porcentaje de espermatozoides que, habiendo

presentado en aquel momento un correcto estado para un determinado parametro, lo mantienen

tras la descongelaciéon de la muestra, y asi poder realizar una correccién de los porcentajes mos-

trados posdescongelacion, aplicando a cada parametro las formulas mencionadas en la pagina

B.71
% MOVILIDAD DESCONGELADO SIN % MOVILIDAD DESCONGELADO CON
CAFEINA CAFEINA
Media Desv. tip. Minimo Maximo Media Desv. tip. Minimo Maximo
RAZA LW 44,00% 13,19 21,92 64,76 66,572 9,97 44,15 79,71
LD 51,622 12,47 31,37 71,82 70,55%* 11,44 43,84 84,52

Tabla 4.9: Porcentaje de movilidad espermdtica tras la descongelacion en funcion de la raza.
Diferentes superindices revelarian diferencias significativas (p<0,05) entre razas. * Indica diferencias significativas

(p<0,05) entre valores incubados con cafeina y sin ella.

RESISTENCIA A LA CONGELACION (%)

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
VERRACO (N° CONGELACION)
CONGELABILIDAD

12 CONGEL. 22 CONGEL. 32 CONGEL. 42 CONGEL. 52 CONGEL. TOTAL

Media Dgsv. Media Dgsv. Media Dgsv. Media Delsv. Media Dgsv. Media D(?SV'

tip. tip. tip. tip. tip. tip.

G2552 5598 1,84 4578 050 4595 238 57,78 0,14 40,23 1,52 | 49,15 7,21

G5223 6394 1,03 70,22 284 5603 1,18 5429 031 6332 333 |6156 6,49

8 G6328 77,21 190 6429 4,76 7561 198 70,77 0,25 75,72 1,14 | 72,71 5,65

é T475 6456 066 62,70 6,15 70,03 457 7333 050 6222 042 | 6657 5,89

% L437 36,09 5,17 4397 137 4468 044 40,35 0,83 44,04 055 | 41,82 4,30

> R3846 66,27 099 6588 3,15 61,81 129 5853 480 60,12 1,27 | 62,52 4,38

R4052 69,38 2,14 70,99 0,20 7849 253 7790 509 7236 480 |7382 535

R5487 77,22 124 7690 0,82 8232 003 6555 1,11 7150 0,30 | 74,70 6,08

TOTAL 63,83 13,02 62,59 11,87 64,37 14,27 62,31 11,99 61,19 12,76 | 62,86 12,46

Figura 4.1: Porcentajes medios de resistencia de la
cion/descongelacion.

membrana plasmdtica al proceso

de congela-

127



4.1 Andlisis de las muestras descongeladas.

Resistencia de la membrana plasmatica.

En la figura se muestran las medias y desviaciones tipicas obtenidas en las diferentes
congelaciones de cada verraco. Estos valores oscilan desde el 36,1 % (L437[1?|) hasta el 82,3 %
(R5487[3?]), obteniéndose una media total de un 62,9+12,5 %.

Al analizar los valores por raza, resulta una media para los eyaculados de la raza Large White
del 62,54+10,5% vy para la raza Landrace del 63,2+14,2 %, no siendo significativa la diferencia
entre ambas tras realizar el analisis estadistico. Sin embargo, al calcular las medias obtenidas por
cada animal si se aprecian diferencias entre ellos, que permiten dividir a los verracos en cuatro
subconjuntos homogéneos, de forma andloga a los anteriormente citados. En estos subconjuntos
figuran los machos L1437 y G2552 con la peor congelabilidad, presentando valores medios del
41,8 % y del 49,1 %, respectivamente, y los machos R5487 y R4052 con la mejor resistencia al
proceso de criopreservacion, con resultados medios respectivos de un 74,7% y un 73,8 % (tabla
1.10]).

VERRACO N Subconjunto para alfa =,05
1 2 3 4
L437 5 41,82
G2552 5 49,15
G5223 5 61,56
R3846 5 62,52 62,52
T475 5 66,57 66,57 66,57
G6328 5 72,72 72,72
R4052 5 73,82
R5487 5 74,70
Sig. 0,41 0,82 0,09 0,28

Tabla 4.10: Subconjuntos homogéneos establecidos en funcion de las diferencias de resistencia de la
membrana al proceso de congelacion/descongelacion.

La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias significativas (p<0,05) con los
integrantes del mismo.

Resistencia de la membrana acrosémica.

Tras realizar la correccién establecida para los valores de integridad del acrosoma, se expresa
una resistencia media de dicha estructura al proceso de congelacion de un 24,3+14,9 %, oscilando
entre un minimo de un 4,3+1,6 %, observado en el tercer eyaculado del G2552, y un méaximo de
un 50,84+7,5 %, determinado en el cuarto eyaculado del R5487 (tabla .

Si bien ninguna de las razas mostré una mayor resistencia al proceso de criopreservacion
respecto a la otra (tabla [£.12), una vez més si hubo diferencias (p<0,05) entre los distintos ani-
males utilizados (tabla , siendo el 1.437 el verraco con peor resistencia del acrosoma, con un
porcentaje medio del 9,9+4,1 %, vy el R5487 el que mejor resistencia ofrece, con una media de un

49,7+2,1 % de acrosomas intactos.
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4. RESULTADOS

RESISTENCIA DEL ACROSOMA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

12 CONGEL. 22 CONGEL. 32 CONGEL. 42 CONGEL. 52 CONGEL. TOTAL
Media D?SV' Media D(?SV' Media Dgsv. Media DE}SV' Media D?SV' Media D(?SV'
tip. tip. tip. tip. tip. tip.

G2552 33,04 13,88 10,24 3,55 4,27 157 16,41 1,33 4,71 71 13,73 12,19
G5223 17,74 6,33 2793 3,79 2033 7,32 1540 3,01 2515 7,29 |2131 654
G6328 31,83 22,69 13,72 512 2851 387 2648 7,68 1536 7,14 | 2318 11,52
T475 9,16 581 29,75 167 2692 566 2567 7,44 3251 1357|2480 1041
L437 14,64 5,82 6,15 1,41 10,73 3,27 12,69 81 5,21 ,08 9,88 4,49
R3846 20,31 ,15 26,67 164 19,70 1,61 31,77 7,72 7,94 ,18 21,28 8,86
R4052 17,26 156 29,12 832 3960 1,72 51,02 21,65 17,68 3,57 | 30,94 1579
R5487 50,20 13,86 47,70 10,32 5231 1,83 50,79 754 47,20 3,25 | 49,64 6,72
TOTAL 24,27 1523 23,91 1354 2530 15,14 28,78 16,12 19,47 15,06 | 24,35 14,87

VERRACO

Tabla 4.11: Porcentajes medios de resistencia del acrosoma al proceso de criopreservacion.

% RESISTENCIA ACROSOMA A LA CRIOPRESERVACION

Media  Desviacion tipica Minimo Maximo
a
RAZA LW 20,76 10,92 3,16 47,87
LD 27,942 17,53 5,16 66,33

Tabla 4.12: Resistencia del acrosoma al proceso de congelacion/descongelacion en funcion de la raza.
Diferentes superindices revelarian diferencias significativas (p<0,05).

RESISTENCIA INTEGRIDAD ACROSOMA AL PROCESO
CONGELACION / DESCONGELACION (%)

Media Desviacion tipica Minimo Méaximo

G2552  13,73% 11,85 4,26 32,99
G5223 21,307 5,17 15,38 27,92
O G6328 23,16% 8,11 13,71 31,75
é’ T475 24,79° 9,13 9,14 32,46
© L1437 9,88" 4,10 5,21 14,66
> R3846 21,272 8,95 7,94 31,75
R4052 30,942 14,53 17,26 51,02
R5487 49,65° 2,14 47,21 52,31

Tabla 4.13: Resistencia del acrosoma al proceso de congelacion/descongelacion en funcidn del verraco.
Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05).

Resistencia de la movilidad espermatica.

Al realizar el calculo de la resistencia de este parametro al proceso de criopreservacion, re-
sulta que el 52,2+14,0% de los espermatozoides del total de los eyaculados resiste al proceso,
puesto que muestra algo de movilidad, incrementéndose este valor (p<0,01) al ser incubados con
cafeina hasta un 74,64+11,2 %. Al igual que sucedia con la resistencia de la membrana plasmatica
v del acrosoma, se observan variaciones ostensibles en los valores de unos eyaculados respecto
a otros (tabla [4.14)), con un porcentaje medio minimo de un 26,3 % (G2552[5%]) y maximo de
un 77,0 % (R5487 [12]), para las muestras incubadas sin cafeina y con unos porcentajes minimo
y méaximo del 47,9 % (1437[4?]) y del 92,2 % (R4052[1?]), respectivamente, en las muestras que

contienen el estimulante.
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4.1 Andlisis de las muestras descongeladas.

Del mismo modo que ocurre con los otros dos parametros analizados en las muestras descon-
geladas, se observan diferencias (p<<0,05) en los valores obtenidos entre los diferentes verracos
(tabla , tanto para las muestras con cafeina como sin ella, y en cambio, no se observa una
mayor resistencia de la movilidad en una raza respecto a la otra (tabla [£.16).

Nuevamente, en todos los casos se producen aumentos estadisticamente significativos en las

medias observadas para las incubaciones con cafeina con respecto a aquellas no estimuladas.

RESISTENCIA DEL % MOVILIDAD AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION
la Za 33 4a Sa
CONGELACION CONGELACION CONGELACION CONGELACION CONGELACION TOTAL

%  %MOV. % %MOV. % %MOV. % %MOV. % 9%MOV.| %  %MOV.

MOV. (CAF) MOV. (CAF) MOV. (CAF) MOV. (CAF) MOV. (CAF) | MOV. (CAF)
G2552 4463 6423 3999 67.00 2681 5825 2561 6317 2626 4816 | 32.66 60,16
G5223 57,75 7960 2565 6538 5283 61,08 5751 7755 6287 8560 | 5132 7384
G6328 4548 7618 4304 70,87 5640 7575 5816 8612 6231 8226 | 5308 78,23
T475 6820 79,89 5510 70,80 5043 7924 5023 77,00 5445 8242 | 5568 77,87
L1437 4486 60,71 5440 62,75 4376 61,17 3889 47,87 3277 7262 | 4294 61,03
R3846 52,60 74,65 5316 6855 5819 9219 6539 7555 37,13 7877 | 5331 77,94
RA052 76,54 9223 4585 77,13 7204 8717 7587 90,04 5682 8814 | 6542 86,94
R5487 7700 76,06 49,44 7542 61,91 8816 7442 8915 5229 7557 | 6301 8087
TOTAL 5839 7544 4583 6974 5280 7538 5576 7581 4811 76,69 | 5218 7461

VERRACO

Tabla 4.14: Porcentajes medios de resistencia de la movilidad espermdtica (con y sin cafeina) al proceso
de congelacion/descongelacion.

RESISTENCIA MOVILIDAD SIN RESISTENCIA MOVILIDAD CON
CAFEINA AL PROCESO CAFEINA AL PROCESO
CRIOPRESERVACION (%) CRIOPRESERVACION (%)
Media C®V Minimo Maximo Media  D°V' Minimo Maximo

tip. tip.

G2552 32,66 8,97 2561 44,63 60,16°* 7,41 4816 67,00
G5223 51,32 14,78 2565 62,87 73,84%* 1024 6108 8560
G6328 5308 838 4304 62,31 7823°* 598 70,87 86,12
T475 5568°° 7,35 50,23 6820 77,87°* 440 70,80 82,42
L437 4294 799 32,77 5440 61,03°* 881 47,87 72,62
R3846 5331% 10,39 37,13 6539 77,94°* 878 6855 92,19
R4052 6542° 13,54 4585 7654  8694°* 582 77,13 92,23
R5487 63,01°° 1251 4944 7700 8087™* 712 7542 89,15

VERRACO

Tabla 4.15: Resistencia de la movilidad espermadtica al proceso de congelacion/descongelacion en funcion
del verraco.

Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05). * Indica diferencias significativas (p<0,05)
entre valores incubados o no con cafeina.

RESISTENCIA MOVILIDAD AL PROCESO  RESISTENCIA MOVILIDAD AL PROCESO DE
DE CRIOPRESERVACION SIN CAFEINA (%) CRIOPRESERVACION CON CAFEINA (%)

Media Desv. tip. Minimo  Maximo Media Desv. tip. Minimo Maximo
RAZA LW 48,192 13,27 25,61 68,20 72,563%* 10,10 48,16 86,12
LD 56,17% 13,81 32,77 77,00 76,70%* 12,15 47,87 92,23

Tabla 4.16: Resistencia de la movilidad espermdtica al proceso de congelacion/descongelacion en funcion
de la raza.

Diferentes superindices revelarian diferencias significativas (p<0,05). * Indica diferencias significativas (p<0,05)
entre valores incubados o no con cafeina.
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4. RESULTADOS

4.1.3. Grupos de calidad establecidos.

Considerando conjuntamente la resistencia al proceso de congelacion/descongelacion de la
membrana plasmatica, del acrosoma y del porcentaje de movilidad espermatica tras la estimula-
cién con cafeina, el analisis jerarquico determina, tras observar las distancias en los coeficientes de
los conglomerados en la vinculacion de Ward (tabla[9.1] de los anexos [pag. [356]) y la distribucion
del dendrograma resultante del mismo (figura [0.1] de los anexos [pag. [355]), que tres es el namero
de grupos o clusters mas apropiado para clasificar los eyaculados empleados en este trabajo. Tras
esta primera clasificacién jerarquica o intuitiva, se procede a realizar un andlisis de cluster no
jerarquico, basado en el algoritmo de las K- medias (K-means), con el que encuadramos cada uno
de los eyaculados en uno de los tres grupos establecidos (Buen Congelador, Congelador Medio y
Mal Congelador ).

La tabla muestra los centros finales de estos grupos (valores medios de cada uno para
los diferentes parametros utilizados en la clasificacion), englobando en el cluster o grupo 2, que
presenta unos valores més altos que el resto de los grupos, aquellos eyaculados con una mayor
resistencia al proceso de congelacion/descongelacion, en el cluster 3, con los niveles mas bajos,
los eyaculados que peor congelan y, finalmente, en el cluster 1, los que presentan resistencias

intermedias al proceso.

En la tabla puede apreciarse que los diferentes grupos no presentan homogeneidad en
cuanto al nimero de integrantes, sino que existe una gran mayoria de eyaculados (23) con apti-
tudes intermedias para la congelacion, mientras que sélo unos pocos presentan una mayor (7) o
menor (10) resistencia tras la descongelacion. Ademés, podemos observar que el grupo de buenos
congeladores (cluster 2) estd integrado solo por eyaculados de la raza Landrace, mientras que el
grupo de malos congeladores (cluster 3) estd compuesto por un nimero igual de eyaculados de

la raza Landrace y de la Large White.

Conglomerado

1 2 3
RESIST. DE MEMB. PLASMATICA 66,50 75,70 45,49
RESIST. DEL ACROSOMA 22,38 47,73 10,17
RESIST. DE LA MOVILIDAD (CAF.) 78,26 83,08 60,28

Tabla 4.17: Centros finales de los conglomerados establecidos tras la clasificacion no jerdrquica de las
K-medias.

CATEGORIA CONGELACION
BUEN MEDIO MAL Total
CONGELADOR CONGELADOR CONGELADOR
LW 0 15 5 20
RAZA | b 7 8 5 20
Total 7 23 10 40

Tabla 4.18: Numero de integrantes de los diferentes grupos en funcion de la raza.

Si nos fijamos en la clasificacion de los eyaculados dentro de los grupos de calidad establecidos

131



4.1 Andlisis de las muestras descongeladas.

(tabla [4.19), podemos comprobar que los eyaculados de los verracos R5487 y R4052 son los

que muestran una mejor capacidad para la congelacién, mientras que, en el lado opuesto, los

eyaculados de los animales L437 y G2552, son los que peor capacidad de congelacién presentan.

VERRACO RAZA

N° CONGELACION GRUPO CALIDAD

R4052 LD 32 CONGELACION
R4052 LD 42 CONGELACION
R5487 LD 12 CONGELACION
R5487 LD 22 CONGELACION BUEN CONGELADOR
R5487 LD 32 CONGELACION
R5487 LD 42 CONGELACION
R5487 LD 52 CONGELACION
G2552 LW 12 CONGELACION
G5223 LW 12 CONGELACION
G5223 LW 22 CONGELACION
G5223 LW 42 CONGELACION
,,,,,,,,, G5223 LW 52 CONGELACION
G6328 LW 12 CONGELACION
G6328 LW 22 CONGELACION
G6328 LW 32 CONGELACION
G6328 LW 42 CONGELACION
,,,,,,,,, G6328 LW 52 CONGELACION
T475 LW 12 CONGELACION
T475 LW 2a CONGELACIQN CON,&EEE%%DOR
T475 LW 32 CONGELACION
T475 LW 42 CONGELACION
_T475 LW 52 CONGELACION
R3846 LD 12 CONGELACION
R3846 LD 22 CONGELACION
R3846 LD 32 CONGELACION
R3846 LD 42 CONGELACION
,,,,,,,,, R3846 LD 52 CONGELACION
R4052 LD 12 CONGELACION
R4052 LD 22 CONGELACION
R4052 LD 52 CONGELACION
G2552 LW 22 CONGELACION
G2552 LW 32 CONGELACION
G2552 LW 42 CONGELACION
,,,,,,,,, G2552 LW 52 CONGELACION
--------- G5223 LW 3 CONGELAC'QN MAL CONGELADOR
L437 LD 12 CONGELACION
L437 LD 22 CONGELACION
L437 LD 32 CONGELACION
L437 LD 42 CONGELACION
L437 LD 52 CONGELACION

Tabla 4.19: Clasificacion de los eyaculados dentro de los grupos de calidad establecidos.
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4. RESULTADOS

4.2. Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como

indicadoras de la congelabilidad seminal.

4.2.1. Valoracion convencional del semen.
4.2.1.1. Analisis de los resultados obtenidos.

Los resultados medios obtenidos de las diferentes valoraciones a las que fueron sometidos los
eyaculados utilizados en la realizacion de este trabajo de investigacion aparecen reflejados en los

graficos y tablas mostrados a continuacion.

Los eyaculados presentan un volumen medio aproximado de 300 ml y una concentracién me-
dia de unos 275 millones de espermatozoides por mililitro (incluyendo los 100 ml del diluyente
seminal empleado en la extraccion). Desde el punto de vista cualitativo, se seleccionan aquellas
muestras seminales que, siguiendo criterios de valoracién rutinarios, presentan una alta calidad;
asi, en la tabla se muestran minimos por encima de un 81 % en movilidad, de un 77 % en
normalidad morfologica y de un 93 y 81 % en integridad de acrosomas y de membrana plasmé-
tica, respectivamente, asi como promedios superiores a un 91, 87, 97 y 87 % en cada uno de esos

parametros.

N Media Desv. tip. Minimo Méaximo

VOLUMEN (ml.)* 40 296,65 50,41 215,00 407,00
CONCENTRACION (mill. spz./ml.)* 40 274,98 62,88 116,00 416,00
MOTILIDAD SUBJETIVA (%) 40 82,13 3,38 75,00 90,00
MOVILIDAD INICIAL (%) 40 91,33 3,75 81,76 97,66
MOVILIDAD INICIAL CAFEINA (%) 40 91,90 4,81 76,92 98,35
MORF. NORMALES (%) 40 87,05 5,13 77,00 99,00
GOTAS CITOPLASM. PROXIMALES (%) 40 2,40 1,88 ,00 8,00
GOTAS CITOPLASM. DISTALES (%) 40 7,80 4,19 ,00 21,00
ALT. MORF. CABEZA (%) 40 40 ,59 ,00 2,00
ALT. MORF. COLA (%) 40 243 2,34 ,00 10,00
INTEGRIDAD ACROSOMAS (%) 40 97,30 1,68 93,50 99,50
INTEGRIDAD MEMBRANA (%) 40 87,06 3,33 81,75 94,75

Tabla 4.20: Resultados medios totales obtenidos en las diferentes pruebas de valoracion seminal conven-
cional.
* Los valores corresponden al eyaculado mds los 100 ml. del diluyente anadidos de forma previa o la extraccion.

Volumen y concentracion.

Las medias de volumen y concentracién de los eyaculados utilizados son, respectivamente, de
296,7+£50,4 ml y 275,0+62,9 millones de espermatozoides por mililitro, mostrando grandes va-
riaciones de un eyaculado a otro, sobre todo en la concentracién, donde se obtiene un minimo de
116 (L437 [1]) y un maximo de 416 mill. spz/ml (R4052 [4]).

Se observa uniformidad en ambos parametros en las dos razas evaluadas, sin diferencias sig-

nificativas entre ellas (p>0,05) con los 283,9 ml y 272 mill. spz/ml de la raza Large White, y los
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

309,4 ml y 277,8 mill. spz/ml de la raza Landrace (tabla [4.21]).

n Media  Desv.tip. Minimo Maximo
LW 20 283,90% 46,15 215,00 403,00

VOLUMEN R
LD 20 309,40 52,39 230,00 407,00

a
CONCENTRACION LW 20 27220° 54,62 153,00 375,00
LD 20 277,75 71,53 116,00 416,00

Tabla 4.21: Valores medios obtenidos para el volumen y concentracion de los eyaculados en funcion de
la raza.

Diferentes superindices dentro de cada pardmetro revelarian diferencias significativas entre razas (p<0,05).

VOLUMEN (ml.) CONCENTRACION (mill.spz./ml.)
Subconjunto para alfa = ,05 Subconjunto para alfa = ,05
VERRACO n 2 1 VERRACO n 2 3 1
T475 5 242,60 L437 5 189,40
R5487 5 245,60 G2552 5 223,40 223,40
G6328 5 284,60 284,60 T475 5 258,20 258,20 258,20
G5223 5 298,40 298,40 G5223 5 279,40 279,40 279,40
G2552 5 310,00 310,00 R5487 5 296,80 296,80
L437 5 320,40 320,40 R3846 5 297,60 297,60
R4052 5 333,40 R4052 5 327,20
R3846 5 338,20 G6328 5 327,80
Sig. ,07 43 Sig. ,08 ,23 ,30

Tabla 4.22: Subconjuntos homogéneos de verracos en funcion del volumen y la concentracion del eyacu-
lado.

La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias significativas (p<0,05) con los
integrantes del mismo.

En cambio, al comparar la media de los eyaculados de los diferentes verracos, si observamos
diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05) entre ellos, que posibilitan su distribucion en
dos subconjuntos homogéneos en funcién del volumen y en tres si tenemos en cuenta los datos

de la concentracion (tabla [4.22)).

Movilidad espermatica.

Para el calculo del porcentaje de espermatozoides moviles se realizan tres pruebas de movili-
dad espermética, una mediante el sistema tradicional de anélisis subjetivo de visualizacién del
movimiento bajo un microscopio 6ptico y las otras dos mediante un sistema de anélisis compu-
tarizado de semen (CASA), una con incubacion previa de las muestras en una soluciéon de 1 mM

de cafeina y la otra sin ella.

Los valores obtenidos muestran un promedio, para todos los eyaculados, superior al 82 % en el
método subjetivo y al 91 % utilizando el sistema CASA, que revela, por tanto, un claro incremento
(p<<0,001) respecto al primero (figura[4.2). En cambio, dentro de este segundo método no existen

diferencias significativas entre los promedios de motilidad de las muestras con incubacién previa
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4. RESULTADOS

en solucién de cafeina y aquellas en las que no se realiza, si bien estas tltimas muestran una me-

nor oscilacion entre sus valores minimo y maximo (81,8 - 97,7 %) que las primeras (76,9 - 98,4 %).

100
95
90 T
85— %02
3
33
o
80
12
o
757 -
T T T -
% MOVILIDAD SUBJETIVA % MOVILIDAD CASA % MOVILIDAD CASA CAFEINA
n Media Desv. tip. Minimo Maximo
MOVILIDAD SUBJETIVA (%) 40  8213% 3,38 75,00 90,00
MOVILIDAD CASA (%) 40 91,33b 3,75 81,76 97,66

MOVILIDAD CASA CAFEINA (%) 40 91,90b 4,81 76,92 98,35

Figura 4.2: Valores medios obtenidos en la valoracion de la movilidad espermdtica segin el método
utilizado.
Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05).

Al comparar los valores de movilidad en las dos razas presentes en el estudio (figura se
evidencia una tendencia similar a la observada con el total de los datos, encontrandonos valores
inferiores (p<0,001) en el método subjetivo a los mostrados con el sistema computarizado, tanto
para la raza Landrace (81,8 % frente al 92,1 %) como para la raza Large White (82,5 % frente
al 90,6 %). Al igual que en la valoracion general, no se observan diferencias entre la prueba con
estimulacién quimica de la motilidad y la realizada sin ésta, salvo en la raza Large White, en

la que se aprecia un ligero incremento (p<<0,05) en el porcentaje total de espermatozoides moviles.

Como refleja la tabla no resultan diferencias estadisticamente significativas entre los
valores medios obtenidos para los diferentes verracos en la motilidad subjetiva y en la motilidad
analizada con el sistema CASA tras la incubacion con cafeina. En cambio, en aquellas muestras
que no fueron incubadas con el estimulante de la motilidad, si se reflejan algunas diferencias
(p<0,05) entre unos verracos y otros, siendo el G2552 el que presenta un valor medio mas bajo
(85,5%) frente al T475 o al L437 (93,4 y 93,7 %, respectivamente).

Analizando los datos de cada verraco se observan diferencias significativas (p<0,05), en la
practica totalidad de casos, entre la motilidad subjetiva y la valoracién con el sistema compu-

tarizado, que no se aprecian, al igual que en la comparacién entre razas o en el computo general
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

de los datos, en los resultados entre la incubacién o no con cafeina, en los que hay uniformidad,

solamente quebrada (p<0,05) en los promedios de los verracos T475 y L437.

100 LARGE WHITE 100 LANDRACE

95 o5

90 90

851 85 26

l%| 831
80 80
O5
75 754
T T T T T T
% MOVILIDAD % MOVILIDAD CASA % MOVILIDAD CASA % MOVILIDAD SUBJETIVA % MOVILIDAD CASA % MOVILIDAD CASA
SUBJETIVA (CAFEINA) (CAFEINA)

n Media  Desv.tip. Minimo Maximo

MOVILIDAD LW 20 82,50% 3,80 75,00 90,00
SUBJETIVA (%) LD 20 81,752 2,94 80,00 90,00
MOVILIDAD CASA LW 20 90,59° 3,49 81,76 94,95
(%) LD 20 92,08° 3,93 83,33 97,66
MOVILIDAD CASA LW 20 91,79 5,08 76,92 97,12
CAFEINA (%) LD 20 92,00° 4,65 82,81 98,35

Figura 4.3: Valores medios obtenidos para los tres métodos empleados en la valoracion de porcentaje de
movilidad en funcion de la raza.
Diferentes superindices dentro de cada pardmetro revelan diferencias significativas entre razas (p<0,05).

% MOVILIDAD SUBJETIVA % MOVILIDAD CASA % MOVILIDAD CASA CAFEINA

Subconjunto Subconjunto Subconjunto

VERRACO n Pparaalfa=,05 VERRACO n para alfa =,05 VERRACO n paraalfa=,05

1 1 2 1
R4052 5 80,00 G2552 5 8547 G2552 5 88,98
T475 5 81,00 R5487 5 90,94 90,94 L437 5 89,27
G6328 5 82,00 G6328 5 91,36 91,36 R3846 5 90,92
L437 5 82,00 R3846 5 91,65 91,65 G6328 5 90,98
R3846 5 82,00 R4052 5 92,08 G5223 5 91,53
G2552 5 83,00 G5223 5 92,08 R4052 5 93,63
R5487 5 83,00 T475 5 93,43 R5487 5 94,20
G5223 5 84,00 L437 5 93,66 T475 5 95,67
Sig. ,62 Sig. ,07 .87 Sig. ,35

Tabla 4.23: Subconjuntos homogéneos de verracos en funcion de los tres métodos empleados en la valo-
racion del porcentaje de movilidad.

La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias significativas (p<0,05) con los
integrantes del mismo.

Morfologia e integridad del acrosoma y de la membrana plasmatica.

La calidad de los eyaculados utilizados puede considerarse bastante alta, puesto que, a parte

de los buenos resultados de movilidad espermaética obtenidos, presentan valores medios mas que
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4. RESULTADOS

aceptables, tanto de morfologia normal (87,1 &+ 5,1 %) como de integridad de la membrana plas-
matica (87,1 & 3,3%) y del acrosoma (97,3 £ 1,7%), tal y como se refleja en la figura[£.4]

En cuanto a las anormalidades morfoldgicas existentes en los eyaculados, cabria destacar la
presencia de gotas citoplasmaéticas distales como la alteracién maés frecuente, con una media de
un 7,8 + 4,2 %.

100

80

60

Porcentaje

40

20

[7.80]
!

% INTEGR. % INTEGR. % MOREF. % GCP % GCD % ALT. % ALT.
ACROSOMAS MEMB. NORMALES MORF. MORF.
CABEZA COLA

Figura 4.4: Resultados medios totales obtenidos en la valoracion de la integridad acrosomica, de la
membrana plasmdtica y del andlisis morfoldgico.

Al comparar los resultados para estos pardmetros en funcion de la raza (tabla , en la
mayoria de ellos no se observan diferencias, apareciendo solamente (p<<0,01) en los valores de
algunas categorias morfologicas; asi, la raza Large White presenta un 3,5 % mas de espermato-
zoides morfologicamente normales que la raza Landrace (con un 88,8 % de la primera, frente al
85,3 % de la segunda) y un 2,7 % menos de espermatozoides con presencia de gota citoplasmatica
distal (6,5 % frente al 9,2%).

La homogeneidad de los resultados de integridad del acrosoma continta al comparar las
medias obtenidas en los eyaculados de cada verraco, donde tampoco se encuentran diferencias

significativas, que si surgen (p<0,05), en cambio, tanto en la integridad de membrana como en
la normalidad morfologica (tabla [4.25]).
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n Media Desv. tip. Minimo Maximo
LW 20 88,80% 5,68 78,00 99,00
LD 20 8530° 392 77,00 90,00

% MORF. NORMALES

% GOTAS CITOPLASM. LW 20 1,95% 1,73 ,00 5,00
PROXIMALES (GCP) LD 20 2,852 1,95 ,00 8,00
% GOTAS CITOPLASM. LW 20 6,452 3,73 ,00 13,00
DISTALES (GCD) LD 20 915" 427 400 21,00
a

% ALT. MORF. CABEZA LW 20 °'2°b /52 00 2,00
LD 20 0,60 ,60 ,00 2,00

LW 2 a 2,24
% ALT. MORF. COLA 0 2'75a ' ;00 8,00
LD 20 2,10 2,45 ,00 10,00

LW 20 97,13% 1,58 94,00 99,50
LD 20 97,48° 1,80 93,50 99,50
LW 20 86,98% 3,12 82,00 92,50
LD 20 87,15% 3,60 81,75 94,75

% INTEGR. ACROSOMAS

% INTEGR. MEMBRANA

Tabla 4.24: Valores medios obtenidos para la valoracion de la integridad acrosomica, de la membrana
plasmdtica y del andlisis morfolégico en funcion de la raza.
Diferentes superindices dentro del mismo pardmetro revelan diferencias significativas entre razas (p<0,05).

% MORF. NORMALES % INTEGR. MEMBRANA % INTEGR. ACROSOMAS
Subconjunto Subconjunto Subconjunto
VERRACO n Pparaalfa=,05 VERRACO n para alfa = ,05 VERRACO n paraalfa=,05
1 2 1 2 3 1
G2552 5 82,80 L437 5 83,65 L437 5 96,20
R5487 5 84,00 G2552 5 84,90 84,90 G6328 5 96,30
R4052 5 85,40 R3846 5 8520 85,20 R3846 5 96,30
L437 5 85,60 G6328 5 85,50 85,50 85,50 G2552 5 96,60
R3846 5 86,20 86,20 G5223 5 88,10 88,10 88,10 T475 5 97,10
G5223 5 87,40 87,40 R4052 5 89,30 89,30 G5223 5 98,50
T475 5 90,60 90,60 T475 5 89,40 89,40 R4052 5 98,70
G6328 5 94,40 R5487 5 90,45 R5487 5 98,70
Sig. ,08 ,06 Sig. 14 13 07 Sig. 14

Tabla 4.25: Subconjuntos homogéneos de verracos en funcion del porcentaje de espermatozoides morfo-
logicamente normales y de la integridad de la membrana plasmdtica y del acrosoma.

La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias significativas (p<0,05) con los
integrantes del mismo.

4.2.1.2. Influencia de la aptitud de un eyaculado para la congelaciéon sobre la res-

puesta a las pruebas rutinarias de contrastacién seminal.

En la figura[d.5aparecen reflejados los valores medios obtenidos, en las valoraciones rutinarias
realizadas, para cada uno de los grupos establecidos en funcién de la aptitud de los eyaculados
para la congelacion. En cuatro de estas valoraciones (concentracion, integridad de la membrana
y del acrosoma y movilidad con cafeina) se observa la siguiente tendencia: cuanto mejor congela
un eyaculado, mas altos son los valores obtenidos. Asi, en la concentraciéon analizada, el grupo
de Malos Congeladores (MC) presenta una media de 220,14+60,8 mill.spz/ml, que resulta signifi-
cativamente inferior (p<<0,05) a las de los otros dos grupos, que no difieren entre si. Con respecto

a la integridad del acrosoma, el grupo que destaca estadisticamente (p<<0,05) entre los tres, re-
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sulta ser el de Buenos Congeladores (BC), que presenta un porcentaje medio de un 98,6+0,7 %,
mientras que los valores resultantes al analizar los datos de integridad de membrana son un
poco mas homogéneos, difiriendo significativamente (p<0,05) el grupo BC y el MC, y quedando
con valores intermedios, sin significacién estadistica con los otros dos, el grupo de Congeladores
Medios (CM). Por su parte, en el porcentaje de movilidad con cafeina, aunque queda reflejada
la citada tendencia, no aparecen diferencias estadisticamente significativas tras el analisis de los

datos.

En relacién con las otras tres valoraciones, ni en el volumen calculado ni en el porcentaje de
movilidad sin cafeina aparecen diferencias significativas entre los grupos, y respecto al porcentaje
de espermatozoides morfolégicamente normales, s6lo se presentan éstas entre los grupos MC y

CM, siendo este ultimo el que presenta el valor mas alto de los tres, con un 89,04+4.8 %.

CATEGORIA CONGELACION
[Z] BUEN CONGELADOR [l CONGELADOR MEDIO [C] MAL CONGELADOR 100,00

CATEGORIA CONGELACION
[C] BUEN CONGELADOR

[l CONGELADOR MEDIO
[CIMAL CONGELAD

350,00

300,00

90,00

1a

250,00

Med
Porcentaje

200,00

[evce]
126

80,001

G8°16|
XD
5'ep
7068
X
8¢ L8|

15'G8)|

v

150,00

100,00

70,00
CONCENTRACION % MOVILIDAD % MOVILIDAD % MORF. % INTEGRIDAD % INTEGRIDAD
(mill.spz/ml) INICIAL INICIAL (CAF) NORMALES ~ ACROSOMAS  MEMBRANA

VOLUMEN (ml)

CATEGORIA CONGELACION

BUEN CONGELADOR MAL
CONGELADOR MEDIO CONGELADOR

Media Desv.tip. Media Desv.tip. Media Desv. tip.
VOLUMEN (ml.) 266,432 63,48 303,872 49,83 301,20 37,28
CONCENTRACION (mill.spz./ml.) 305,008 70,76 289,70% 47,42 220,20° 60,80
MOVILIDAD CASA (%) 91,55% 4,05 91,85% 3,03 89,997 4,97
MOVILIDAD CASA CAFEINA (%)  93,49% 3,30 92,442 5,15 89,532 4,37
MORF. NORMALES (%) 85,57% 5,16 89,042 4,82 83,50° 3,72
INTEGRIDAD ACROSOMAS (%) 98,57 73 97,30° 1,64 96,40° 1,78
INTEGRIDAD MEMBRANA (%)  89,82° 3,09 87,38% 3,06 84,40 2,17

Figura 4.5: Valores medios obtenidos, en las valoraciones rutinarias realizadas, para cada uno de los
grupos establecidos en funcion de la aptitud de los eyaculados para la congelacion.
Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre grupos.
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4.2.1.3. Determinacion de la congelabilidad de un eyaculado a partir de los resul-

tados obtenidos en la valoracién convencional.

En la tabla se recogen los indices de correlacién obtenidos entre los pardmetros anali-
zados para las técnicas rutinarias de contrastacion seminal y el indice de congelabilidad, basado
en la resistencia de la integridad de la membrana plasmatica, asi como entre dichos pardmetros
y la resistencia al proceso de congelacion/descongelacion, tanto del acrosoma como de la movili-
dad espermaética (con y sin cafeina). En ella se puede observar que solamente cuatro parametros
(concentracion, integridad de membrana, integridad del acrosoma y porcentaje de espermatozoi-
des morfologicamente normales) ofrecen correlaciones significativas con alguno de estos indices

posdescongelacién, siendo los dos primeros los tGinicos que presentan correlacién con todos ellos.

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

MEMB. PLASMATICA MOVILIDAD

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA  MOVILIDAD - arEinA)
Coef. Correl. -,163 -,295 -,060 -,021
VOLUMEN Sig. (bilateral) ,314 ,065 713 ,897
< Coef. Correl. 677 352 2325 4431
CONCENTRACION Sig. (bilateral) ,000 ,026 ,041 ,006
MOTILIDAD Coef. Correl. -,091 -,010 -,179 -,145
SUBJETIVA Sig. (bilateral) 575 ,953 ,268 372
% MOVILIDAD Coef. Correl. ,198 -,038 ,297 ,204
INICIAL Sig. (bilateral) ,220 814 ,063 ,207
% MOVILIDAD Coef. Correl. ,305 ,256 225 -,018
INICIAL (CAF) Sig. (bilateral) ,056 111 162 913
% MORF. Coef. Correl. ,294 ,063 ,305 407
NORMALES Sig. (bilateral) ,065 ,699 ,055 ,009
% INTEGRIDAD Coef. Correl. 375 375 346 ,208
ACROSOMAS Sig. (bilateral) ,017 ,017 ,029 ,198
% INTEGRIDAD Coef. Correl. 467 A71 323 349
MEMBRANA Sig. (bilateral) ,002 ,002 ,042 ,028

Tabla 4.26: Coeficientes de correlacion entre los pardmetros analizados dentro de la valoracion rutinaria
del semen y los indices calculados postdescongelacion.
Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

Posteriormente, se procede a establecer la relacién existente entre los resultados de los ocho
pardmetros analizados en el anélisis rutinario de los eyaculados y el indice de congelabilidad de
cada uno de éstos, por medio de un andlisis multivariante de regresién por etapas. En dicho ané-
lisis se establecen varios modelos de regresiéon lineal, siendo aquel formado por la concentracion,
el porcentaje de integridad de membrana y el de espermatozoides morfolégicamente normales,
el que explica una mayor proporcion de la varianza de la variable congelabilidad, con un 55,6 %
(tabla [4.27). A partir de los coeficientes resultantes de este modelo se determina la ecuacion de

regresion para el mismo:

Congelabilidad = —112,48 4+ 0,11(Conc.) + 1,03( % Integr. Memb.) 4+ 0,63( % Mor f. Norm.)
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Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados
B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) -112,477 42,157 -2,668 ,011
CONCENTRACION 111 ,022 ,565 4,968 ,000
% INTEGR. MEMBRANA 1,033 421 ,278 2,450 ,019
% MORF. NORMALES ,631 ,257 ,262 2,450 ,019
n=40 r=0,768 r’=0,590 r? correg.=0,556 Anova: F=17,283 p<0,001

Tabla 4.27: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad utilizando los pardmetros analizados
dentro de la valoracion rutinaria del semen.

4.2.2. Evaluacién de la resistencia de las células espermaticas a un estrés
hiposmético (HOST Y ORT).

4.2.2.1. Analisis de los resultados obtenidos.

Test de endésmosis positiva (HOST).

En la tabla de los anexos aparecen reflejados los valores obtenidos tras la realizaciéon de la
prueba del HOST a los 40 eyaculados empleados en este experimento. En él se puede apreciar
una gran variabilidad en la respuesta a esta prueba, dejando, a los 30 minutos de incubaciéon a
una temperatura de 37 °C, medias minimas de un 22,5+3,5% en el primer eyaculado extraido
al T475, y maximas de un 86,540,7 %, procedentes del semen empleado en la quinta congelacion
del R5487. Esta variabilidad se ve nuevamente reflejada en las muestras incubadas a esa misma
temperatura durante 60 minutos, donde el mismo eyaculado del T475 marca los valores maés
bajos, con un promedio de un 24,04+2,1 % y el cuarto del verraco R4052 muestra la media mas
alta, con un 86,8+1,1 %.

En la tabla [4.28] se observa que en las muestras seminales mantenidas a 37 °C durante una
hora se produce un incremento en el porcentaje de espermatozoides HOST positivos (p<0,01)
con respecto a aquellas que permanecen solamente 30 minutos. Este efecto se produce en ambas
razas, si bien, a partir de esta prueba, se podria concluir que los eyaculados de la raza Landrace

presentan una mayor calidad, como queda reflejado en los valores mas altos que obtiene (p<0,05)
en las dos incubaciones (tabla [4.29)).

Media Desviacién tipica  Minimo  Maximo
HOST 30" (%) 58,94% 17,06 22,50 86,50
HOST 60' (%) 61,41° 16,24 24,00 88,25

Tabla 4.28: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realizacion del HOST.
Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05).

Del mismo modo, los verracos presentan, individualmente considerados, una respuesta dispar
a la prueba; el G6328 es el animal que presenta una menor resistencia a la incubacién en el medio
hiposmotico, tanto si ésta es de 30 minutos como si se alarga media hora mas, con medias de un
43,0+6,24 % y de un 46,1+6,3% en cada caso, y en el lado opuesto, el R4052 es el que muestra

unos valores mas altos, con medias para la incubacion durante 30 minutos de un 76,64+13,9 %
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y de un 78,7+12,7% para la realizada durante una hora (tabla 4.30)). Por regla general, en este
caso también resultan valores mas elevados (p<<0,05) tras 60 minutos de incubacion, si bien, tres
de los ocho verracos utilizados (G5223, T475 y R3846) no muestran significacion estadistica en

este aspecto.

HOST 30" (%) HOST 60' (%)

Dgsv. Minimo Maximo Media D?SV'
tip. tip

RAZA LW  5388% 1577 2250 78,00 | 56,35%* 14,94 2400 77,75
LD  64,00° 17,17 31,00 8650 | 6646>* 1627 3275 8825

Media Minimo Maximo

Tabla 4.29: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realizacion del HOST
en funcion de la raza.

Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre razas. * Indica diferecias significativas
(p<0,05) entre incubaciones.

HOST 30' (%) HOST 60' (%)
Desv.
tip.
G2552 5560%°° 7,58 4800 6450 |5855%¢* 578 5225 66,25
G5223  69,90°° 4,66 64,50 75,00 71,60°° 4,09 66,25 75,50
G6328  43,00% 6,16 34,00 5050 | 46,05** 6,28 36,25 53,50
T475 47,00 23,06 2250 78,00 | 49,20 21,85 2400 77,75
L437 46,10 10,01 31,00 5800 | 49,40%* 984 32,75 5825
R3846 57,70°°° 1294 4700 7750 | 59,60°°° 10,82 51,50 76,75
R4052  76,60° 1390 52,50 86,00 | 7870°* 12,73 56,75 8825
R5487  75,60° 11,09 61,50 86,50 | 78,15°* 10,01 6525 88,25

Media Desv.tip. Minimo Maximo Media Minimo Maximo

VERRACO

Tabla 4.30: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realizacion del HOST
en funcion del verraco.

Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre animales. * Indica diferecias significativas
(p<0,05) entre incubaciones.

Test de resistencia osmotica (ORT).
Los valores obtenidos con la realizacion de la prueba de Resistencia Osmotica (ORT) a los
diferentes eyaculados se muestran en la tabla de los anexos.

Al igual que sucedia con el HOST, existe una sustancial variabilidad en la respuesta de los
eyaculados, si bien, en este caso es inferior a la observada en la prueba de endésmosis positiva.
Tras una incubacion de 60 minutos a 37 °C, el valor medio minimo se recoge en el 2° eyaculado
del verraco G6328, con un porcentaje de un 69,0+4,2%, y el valor méaximo se mantiene en un

94,040,7 % en el material seminal empleado en la 12 congelacion del R5487.

Los valores calculados, al mantener las muestras durante una hora mas a 37 °C, disminuyen
significativamente (p<<0,01), como se refleja en la tabla quedando en un 65,34+1,8 % el valor
minimo y en un 89,5+2,1 % el valor maximo, correspondiendo, respectivamente, al 2° eyaculado
del verraco G2552 y al 3° del R5487.

Este efecto tiene lugar en ambas razas por igual, si bien, a partir de esta prueba se podria

concluir, de la misma forma que sucedfa en el HOST, que los eyaculados de la raza Landrace
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tienen una mayor calidad que los de la raza Large White, debido a que presentan valores medios
superiores (p<0,05) en ambas incubaciones (tabla [4.32)).

Al proceder a realizar la comparacién de los resultados obtenidos por los ocho animales
del experimento en ambas incubaciones, en todos ellos se observa el incremento mencionado
(p<0,05) al aumentar el tiempo de permanencia en el bano termostatico. Por otra parte, en
las dos incubaciones también se aprecian diferencias (p<<0,05) en la respuesta a la prueba en
funcién del verraco, observandose, después de 120 minutos a 37 °C, una menor variabilidad en
la respuesta que tras 60 minutos (tabla .

Media Desviacién tipica  Minimo  Maximo
ORT 60' (%) 85,34 6,37 67,75 94,00
ORT 120' (%) 81,86° 5,75 65,25 89,50

Tabla 4.31: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realizacion del HOST.
Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05).

ORT 60' (%) ORT 120' (%)

Media Dt?sv' Minimo Maximo Media Dt?sv‘ Minimo Maximo

RAZA LW 8349% 667 67,75 91,75 | 8045** 6,25 6525 88,50
LD 8719° 562 7575 9400 | 8326°* 497 7275 8950

Tabla 4.32: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realizacion del ORT en
funcion de la raza.
Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre razas. * Indica diferencias significativas

(p<0,05) entre incubaciones.

ORT 60' (%) ORT 120' (%)
Desv.
tip.
G2552 78,902 7,03 67,75 8575 | 7550°* 6,65 6525 81,75
G5223  89,95° 1,24 8850 91,75 | 86,55* 96 8525 87,75
G6328 80,507 7,02 69,00 86,25 | 77,25°* 524 69,75 82,75
T475  84,60%°° 4,48 79,75 90,25 | 82,50°®* 420 78,75 88,50
L437  80,15% 3,63 75,75 83,75 | 77,25%* 3,82 72,75 82,00
R3846 89,25"° 2,94 86,25 9300 | 8500°* 216 8250 88,00
R4052 8595 3,22 81,50 90,00 | 81,75%* 1,99 7850 8325
R5487 93,40° 58 92,50 94,00 | 89,05%* 48 8825 89,50

Media Desv.tip. Minimo Maximo Media Minimo Méaximo

VERRACO

Tabla 4.33: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realizacion del ORT en
funcion del verraco.

Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre animales. * Indica diferencias significati-
vas (p<0,05) entre incubaciones.

4.2.2.2. Estudio de la correlacion existente entre las distintas pruebas hiposméticas

realizadas.

Las variaciones en el tiempo de incubacion de las muestras a 37 °C ha supuesto, en la ma-

yoria de los casos, una respuesta estadisticamente diferente en el HOST y en el ORT, si bien,
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después de efectuar en ambos la estimacion de los coeficientes de correlacién existentes entre
los valores obtenidos en las distintas incubaciones (tabla 4.34]), observamos que, tanto el test de
end6smosis celular como el test de resistencia osmética, presentan altas correlaciones entre los

dos tiempos de incubacién establecidos, con coeficientes de un 0,981 y un 0,995, respectivamente.

HOST 30' HOST60'{ ORT 60' ORT 120'
, Coef. Correl. 1 995 444 410
HOST 30 Sig. (bilateral) ,000 ,004 ,009
, Coef. Correl. 995 1 440 401
HOST 60 Sig. (bilateral) ~ ,000 ,004 ,010
Coef. Correl. 444 440 1 981
ORT 60 e _— —_—
Sig. (bilateral) ,004 ,004 ,000
. Coef. Correl. 410 401 981 1
ORT120" gy (bilateral)  ,009 010 000

Tabla 4.34: Coeficientes de correlacion entre los valores obtenidos en las diferentes pruebas de estrés
osmdtico (HOST y ORT).

Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

Como la esencia de ambas pruebas es practicamente la misma, ya que pretende estimar la
capacidad de adaptaciéon de la membrana plasmatica de los espermatozoides a un medio con
una presién osmotica muy por debajo de la intracelular, realizamos el calculo del coeficiente de
correlacion entre los valores obtenidos en las dos pruebas del HOST y en las del ORT (tabla
, para asi establecer la relacion existente entre ambas, y se aprecia que los coeficientes de
correlacién obtenidos no muestran grandes variaciones entre ellos, ya que todos se mantienen
entre el 0,401 y el 0,444. En las dos pruebas en las que las muestras permanecieron 60 minutos
en incubacién y que, a priori, serfa esperable que mostrasen la mayor correlacién de las cuatro,

el coeficiente es, sin embargo, de un 0,440.

4.2.2.3. Influencia de la aptitud para la congelacién de un eyaculado sobre la res-

puesta al estrés osmoético.

Al agrupar los resultados en funcién de los grupos establecidos segun la aptitud para la con-
gelacion de los diferentes eyaculados (figura , se observa méas o menos el mismo patrén, tanto
en el ORT como en el HOST: cuanto mejor sea la capacidad de congelacién de un eyaculado,
mayor va a ser el valor obtenido en cada una de las pruebas de estrés osmoético. No obstante,
aunque la tendencia sea similar entre el HOST y el ORT, la distribucién de los resultados no
lo es tanto; asi, mientras en la prueba de Resistencia Osmotica, la variacién mostrada entre los
citados grupos de calidad, aparte de ser estadisticamente significativa entre todos ellos (p<0,05),
es bastante homogénea en las dos incubaciones, en los dos tiempos de incubaciéon del HOST se
observa una diferencia notable (p<0,01) entre el grupo de Buenos Congeladores (BC) y los otros
dos, no aprecidandose entre éstos tultimos diferencias significativas (p>0,05), si bien los valores

medios observados son méas elevados para el grupo de Congeladores Medios (CM).
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CATEGORIA CONGELACION
[JBUEN CONGELADOR [ CONGELADOR MEDIO  [[] MAL CONGELADOR

CATEGORIA CONGELACION
D BUEN CONGELADOR
[l CONGELADOR MEDIO
[[J MAL CONGELADOR

100,00

100,00 -

90,00 90,00

80,00 80,00

Porcentaje
Porcentaje

70,00 70,00

60,00 60,00

50,00 50,00

HOST 30 HOST 60 ORT 60 ORT 120

CATEGORIA CONGELACION
BUEN CONGELADOR CONGELADOR MEDIO MAL CONGELADOR
Media Desv.tipica Media Desv.tipica Media Desv. tipica

HOST 30' (%)  77,71% 9,90 56,33 17,31 51,80 10,73
HOST 60' (%) 79,86%* 8,81 58,63°* 16,43 54,88"* 9,99
ORT60' (%) 91,612 3,51 85,78" 5,30 79,03° 5,95
ORT 120" (%) 87,11%* 3,39 82,46°* 4,57 76,80%* 5,82

Figura 4.6: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realizacion del ORT y
el HOST en funcion de la aptitud para la congelacion de los eyaculados.

Diferentes superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre grupos. * Indica diferencias significativas
(p<0,05) entre tiempos de incubacion.

En todos los grupos de calidad se incrementan (p<0,01), en el caso de la prueba de Endosmosis
Positiva, o se reducen (p<<0,01), en el caso del Test de Resistencia Osmotica, los valores medios

al incrementar el tiempo durante el que las muestras permanecen a 37 °C.

4.2.2.4. Determinacion de la congelabilidad de un eyaculado a partir de la respuesta

observada al estrés osmotico.

En la tabla [£.35] aparecen reflejados los indices de correlacion obtenidos entre los resultados
calculados tras la realizaciéon de las diferentes pruebas de estrés osmético y el indice de congelabi-
lidad, asi como entre dichos resultados y la resistencia al proceso de congelacion /descongelacion,
tanto del acrosoma como de la movilidad espermética (con y sin cafeina). En ella se observa que
todos, tanto en la prueba del HOST como en la del ORT, presentan correlaciones significativas
(p<<0,05) con el indice de congelabilidad y con el de resistencia del acrosoma, y tinicamente en
el Test de Resistencia Osmotica, para ambas pruebas, dichas correlaciones se muestran también

con los indices de movilidad.

El modelo elegido, tras el andlisis multivariante de regresiéon para la congelabilidad realizado
a partir de la respuesta mostrada por los diferentes eyaculados a las distintas pruebas osmoticas,
incluye solo al ORT efectuado a los 60 minutos de incubacion, ya que ésta era, con un 21,6 %, la
variable que mayor proporcién de la varianza del indice de congelabilidad explicaba. Las otras
tres variables introducidas (ORT 120°, HOST 30" y HOST 60’) son excluidas del modelo debido
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a problemas de significacion o colinealidad con la elegida (tabla [4.36]).
La ecuacién de regresion determinada a partir de los coeficientes resultantes en dicho modelo

es la siguiente:

Congelabilidad = —17,47 + 0,941(ORT 60")

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

MEMB. PLASMATICA MOVILIDAD

“CONGELABILIDAD" ACROSOMA  MOVILIDAD (CAFEINA)
Coef. Correl. 355 538 239 183

HOST 30 === = ! !

Sig. (bilateral) ,025 ,000 ,137 ,259
\ Coef. Correl. 353 552 247 , 191
HOST 60 Sig. (bilateral) ,025 ,000 ,125 ,239
ORT 60" Coef. Correl. ,486 557 ,486 A17
Sig. (bilateral) ,001 ,000 ,001 ,007
Coef. Correl. 484 523 456 412
ORT 120 ; . _— = — =
Sig. (bilateral) ,002 ,001 ,003 ,008

Tabla 4.35: Coeficientes de correlacion entre los valores obtenidos en las diferentes pruebas de estrés
osmotico y los indices calculados postdescongelacion.
Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados
B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) -17,469 23,527 -, 742 462
ORT 60’ ,941 275 ,486 3,423 ,001
n=40 r=0,486 r’=0,236 r2 correg.=0,216 Anova: F=11,720 p<0,01

Tabla 4.36: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad calculado con las variables obtenidas
tras la realizacion de las pruebas de estrés osmdtico.

4.2.3. Evaluacién de la resistencia de las células espermaticas a un estrés por
calor (termorresistencia).

4.2.3.1. Analisis de los resultados obtenidos.

Evolucién de la integridad de la membrana plasmatica a lo largo de la incubacién a
39 °C.

Los porcentajes medios relativos a la integridad de la membrana plasmatica de los esperma-
tozoides obtenidos en los distintos tiempos de toma de muestras estan recogidos en la figura [4.7]
en la que queda reflejado que, a medida que aumenta el tiempo de incubacién, se produce una
disminucion clara de la vitalidad espermatica, aunque hasta las 3 horas de incubacion (T3) no
se observan diferencias significativas (p<<0,05) con el valor inicial.

Considerando independientemente las dos razas empleadas en el estudio, se aprecia que ambas
se comportan de forma similar, sin diferencias (p>0,05) entre sus porcentajes medios, si bien, en
la raza Large White, hay una aparente mayor resistencia, ya que la disminucién de la integridad

empieza a quedar patente a partir de las 4,5 horas de incubacion (T4,5), mientras que en la raza
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Landrace ya se detecta a partir de la 3% hora (figura [4.8)).
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O 84
o
82
80 T T T T T
% INTEGRIDAD % INTEGR. MEMB.% INTEGR. MEMB.% INTEGR. MEMB.% INTEGR. MEMB.
MEMBRANA T1,5 T3 T4,5 T7
INICIAL
n Media Desv.tip. Minimo Méaximo
% INTEGR. MEMB. INICIAL (TO) 40 87,06% 3,33 81,75 94,75
% INTEGR. MEMB. TRAS 1,5h A 39°C (T1,5) 40 86,532 2,92 79,50 93,00
% INTEGR. MEMB. TRAS 3h A 39°C (T3) 40 8574° 2,68 80,50 91,25
% INTEGR. MEMB. TRAS 4,5h A 39°C (T4,5) 40 84,50° 2,81 76,50 90,75
% INTEGR. MEMB. TRAS 7h A 39°C (T7) 40 81,96° 2,42 76,25 86,50

Figura 4.7: Promedios de integridad de la membrana plasmdtica en la prueba de la termorresistencia.

Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05).
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TO T1,5 T3 T4,5 T7
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tip. tip. tip. tip. tip.
RAZA LW 86,98% 3,12 86,65° 3,30 86,21 2,49  84,93° 2,81 82,08° 2,43
LD 87,15 360 8640° 258 8528° 284 8408 280 8184% 246

Figura 4.8: Porcentajes medios de integridad de la membrana plasmdtica, en funcion de la raza, en la

prueba de la termorresistencia.

Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos y * las revelaria entre razas..
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Al analizar las medias obtenidas para cada animal (ﬁgura nos encontramos con que prac-
ticamente todos los verracos sufren por igual el efecto de la incubacion a 39 °C, en todos ellos se
producen descensos similares en los diferentes tiempos. La variabilidad existente entre ellos en el
momento inicial (p<0,05) s6lo se vuelve a ver reflejada a las tres horas de incubacion (p<0,01),
no mostrando en el resto de los tiempos de toma de muestras diferencias significativas en sus

valores medios.
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G5223 88,10° 3,86 86,35° 5,96 8560° 2,65 8320°° 3,72 81,40° 3,60
G6328 85,50° 2,43 86,70% 1,46 86,05% 0,76 86,15° 2,00 8250° 1,93
T475 89,40° 245  8820° 1,92  8865%° 250  8620° 296 8395° 154
L437 83,65%° 2,44 84,15% 2,20 82,40° 1,40 81,60%° 3,00 79,85 215
R3846 8520° 093 8520% 1,08 8415 240 8425 205 8250° 2,89
R4052 89,30 231 87,65 289 8595 182  8415° 230 8210° 1,86
R5487 90,45%° 3,17 88,60° 1,04 88,60° 0,98 86,30° 221  8290° 2,31
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Figura 4.9: Porcentajes medios de integridad de la membrana plasmadtica, en funcion del verraco, en la
prueba de la termorresistencia.
Distintos superindices revelan diferencias significativas entre tiempos (p<0,01). La presencia de * revela diferencias

significativas (p<0,05) entre verracos, para ese tiempo.

Evolucion de la integridad del acrosoma a lo largo de la incubacion a 39 2C.

Al igual que sucede con la integridad de la membrana plasmatica, la integridad de la vesicula
acros6mica también sufre, a lo largo de la incubacion y desde un primer momento, una reduccion
(p<<0,05) en su porcentaje medio (figura {1.10), pasando de un 97,34+1,7% a un 92,5+2,0 %.

Ambas razas sufrieron de igual forma el efecto de la incubacién sobre el acrosoma, presentando
medias similares (p>0,05) en todos los tiempos establecidos para la toma de valores, ademéas de
reducciones parecidas entre cada uno de ellos (p<0,05), incluida la aparicion de una meseta en
el descenso de la integridad entre la T1,5 y la T3 (figura .
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n Media Desv.tip. Minimo Maximo
% INTEGR. ACROSOMA INICIAL (TO) 40 97,30% 1,68 93,50 99,50
% INTEGR. ACROSOMA TRAS 1,5h A 39°C (T1,5) 40 95,49b 2,05 90,00 98,50
% INTEGR. ACROSOMA TRAS 3h A 39°C (T3) 40 95,03° 1,97 90,00 98,50
% INTEGR. ACROSOMA TRAS 4,5h A 39°C (T4,5) 40 93,99d 1,84 89,50 97,00
% INTEGR. ACROSOMA TRAS 7h A 39°C (T7) 40 92,45° 1,96 88,00 96,00

Figura 4.10: Promedios de integridad del acrosoma en la prueba de la termorresistencia.

Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,01).
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RAzA LW 97,13 158 9538°° 217 9485 1,99  93,98° 200 9230° 2,09

LD 9748 180 9560°° 19 9520° 198 9400 1,71  9260° 186

Figura 4.11: Porcentajes medios de integridad del acrosoma, en funcion de la raza, en la prueba de la
termorresistencia.
Distintos superindices revelan diferencias significativas entre tiempos (p<0,05) y * las revelaria entre razas.

Si nos fijamos en los valores medios obtenidos por cada animal (figura 4.12)), comprobamos
que la integridad del acrosoma tambien va disminuyendo a medida que transcurre el tiempo de

incubacion en todos ellos. La variabilidad inicial (p<0,05) mostrada en el eyaculado desaparece
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en los primeros momentos de la incubacion, no volviendo a aparecer diferencias (p>0,05) entre

los valores medios de los verracos en ningtn otro tiempo.
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Figura 4.12: Porcentajes medios de integridad del acrosoma, en funcién del verraco, en la prueba de la
termorresistencia.
Distintos superindices revelan diferencias significativas entre tiempos (p<0,05). La presencia de * revelaria diferencias

significativas (p<0,05) entre verracos, para ese tiempo.

Evolucién de la integridad del porcentaje de movilidad espermatica a lo largo de la

incubacion a 39 2C.

Muestras con incubacién posterior al estrés por calor en diluyente comercial sin
cafeina.

De manera anéloga a lo ocurrido con los otros dos pardmetros analizados, el porcentaje de
movilidad sufre un claro descenso (p<<0,05) a lo largo de la incubacion, que en el caso de este
parametro se produce de forma brusca (p<0.001) entre el T4,5 y el T7, pasando de una media
de un 81,4+10,8 % a un 46,0+15,2% (figura 4.13).

Esta caida en el porcentaje de movilidad se detecta también en cada raza por separado, si
bien, en la Large White se produce de forma mas progresiva, puesto que a las 4,5 horas de in-
cubacién ya presenta un descenso claro, con valores medios de un 75,64+11,8%. Es en esta toma
en la tnica en la que se aprecian diferencias significativas (p<<0,05) entre ambas razas, ya que la

Landrace mantiene el porcentaje de movilidad en un 87,2+5,6 %, para posteriormente caer, una
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vez transcurridas las 7 horas de incubacion, a poco méas del 48 % (figura [4.14)).

o 92,25%
00— %; 90,66% 89,36%
91,90% 90,84%
88,14% 84,30%
80
K"
<
= 70
a8 == SIN CAFEINA
S ——— CON CAFEINA
o
60—
50
45,96%
40

T T T T T
% MOVILIDAD % MOVILIDAD % MOVILIDAD % MOVILIDAD % MOVILIDAD
INICIAL T1,5 T3 T4,5 T7

EVOLUCION DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA A LO LARGO INCUBACION A 39°C (%)

n SIN CAFEINA CON CAFEINA
Media Desv.tip. Minimo Maximo Media  Desv.tip. Minimo Méaximo
TO 40 91,332 3,75 81,76 97,66 91,90% 4,81 76,92 98,35
T1,5 40 90,842 4,87 81,58 98,06 92,252 4,05 79,71 99,36
T3 40 8814° 546 7419 9621 | 90,66%* 5,30 71,33 98,14
T4,5 40 81,41° 10,85 50,41 96,28 | 89,36°* 6,23 71,68 99,64
T7 40 45,96° 15,19 16,67 85,64 | 84,30%* 10,68 39,00 96,00

Figura 4.13: Porcentajes medios de movilidad en la prueba de la termorresistencia.
Distintos superindices revelan diferencias significativas entre tiempos (p<0,01).La presencia de * revela diferencias signi-

ficativas (p<0,05) entre muestras con y sin cafeina.
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Figura 4.14: Porcentajes de movilidad, en funcion de la raza, en la prueba de la termorresistencia.

*

Distintos superindices revelan diferencias significativas entre tiempos (p<0,05). La presencia de * revela diferencias

significativas entre razas (p<0,05).
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seminal.

Considerando los valores de cada verraco en particular, al igual que sucede con los otros dos
pardmetros analizados hasta ahora, su comportamiento es similar a lo largo de la prueba, sin
diferencias significativas (p>0,05) para los distintos tiempos de incubacion en el porcentaje de
movilidad entre ellos, salvo en el T4,5, en el que dicho porcentaje para el verraco G6328 cae
bastante mas que en el resto, hasta un 61,6+11,6 % (figura .
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Figura 4.15: Porcentajes de movilidad, en funcion del verraco, en la prueba de la termorresistencia.
Distintos superindices revelan diferencias significativas entre tiempos (p<0,05). La presencia de * revela diferencias

significativas (p<0,05) entre verracos, para ese tiempo.

Muestras con incubacion posterior al estrés por calor en diluyente comercial su-
plementado con cafeina a una concentraciéon de 1 mM.
Al hacer el andlisis de datos en las muestras incubadas en el diluyente con el estimulante de
la movilidad, lo primero que se observa es que a partir de las tres horas de incubacion a 39 °C el
porcentaje de espermatozoides moviles era superior (p<<0,05) con respecto a los valores obtenidos

en las muestras sin cafeina.

En la figura que refleja los porcentajes medios para cada uno de los tiempos de incu-
bacién en los que se analizan las muestras, puede apreciarse cémo el descenso no es tan brusco

como en el caso de las muestras sin cafeina, ni durante las primeras 4,5 horas, donde no se
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producen diferencias significativas con el valor inicial hasta este momento, ni mucho menos se
observa aquella caida tan brusca en el porcentaje de movilidad una vez transcurridas 7 horas,

manteniéndose, en este caso, con valores medios de un 84,3+10,7 %.

Es en este ultimo tiempo de toma de muestras (T7) donde podemos apreciar alguna variacion
en el comportamiento entre razas, ya que aunque no presentan diferencias significativas (p>0,05)
entre ellas en sus valores medios, la raza Landrace va sufriendo una reduccion paulatina de los
mismos, mientras que en la raza Large White este descenso resulta ser mucho mas acentuado

entre las 4,5 y las 7 horas de incubacion (figura 4.16)).

957 RAZA
LD LD!I LW LD
92,00
——
LW
91,79
90 —
D
=
=
D
e
o
0.85_
LW
81,60
80—
T T T T T
% MOVILIDAD % MOVILIDAD T1,5% MOVILIDAD T3 % MOVILIDAD T4,5% MOVILIDAD T7
INICIAL (CAF) (CAF) (CAF) (CAF) (CAF)
T0 T1,5 T3 T4,5 T7
Media D&V Media PV Media P%V'  Media P®V' Media DSV
tip. tip. tip. tip. tip.
Raza LW 91,792 5,08 92,232 3,66 90,36% 5,92 89,53% 6,15 81,60° 13,30

LD 92,04% 465 9227 450  90,96° 473 8919 646 87,01°* 645

Figura 4.16: Porcentajes medios de movilidad (tras incubacion con cafeina), en funcion de la raza, en
la prueba de la termorresistencia.
Distintos superindices revelan diferencias significativas entre tiempos (p<0,05). La presencia de * revela diferencias

significativas entre razas (p<0,05).

La figura revela que el porcentaje de movilidad més o menos se mantiene para todos los
animales, tanto a lo largo de la incubacion, donde la mayoria presenta valores similares (p>0,05)
a los iniciales, como dentro de cada uno de los tiempos, en los que no aparecen diferencias
significativas entre los porcentajes medios de cada verraco, a excepcién del T7, en el que el valor

medio para el verraco G5223 experimenta un descenso brusco.
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R4052 9363 3,35 9427%° 1,72 9353* 225 88,04* 6,95 90,03" 2,77
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Figura 4.17: Porcentajes medios de movilidad (tras incubacion con cafeina), en funcién del verraco, en
la prueba de la termorresistencia.
Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre tiempos. La presencia de * revela diferencias

significativas (p<0,05) entre verracos para ese tiempo.

4.2.3.2. Influencia de la aptitud para la congelacién de un eyaculado sobre la res-

puesta al estrés por calor.

En la figura que muestra los porcentajes medios de espermatozoides que presentan in-
tegridad en su membrana plasmatica para las tres categorias establecidas, podemos apreciar que
los tres grupos se comportan de manera similar a lo largo de la incubacién, produciéndose un

descenso en sus valores (p<0,05) a medida que el tiempo discurre.

El grupo que engloba aquellos eyaculados con un buena respuesta a la criopreservacion (BC)
obtiene valores mas altos que las otras dos categorfas en todos los puntos de toma de muestras,
aunque sin diferencias significativas (p>0,05) con el grupo de Congeladores Medios (CM) en toda
la prueba. En el lado opuesto nos encontramos al grupo de Malos Congeladores (MC), que en
todo momento presenta los porcentajes medios mas bajos de integridad de membrana, y ademaés,
muestra diferencias significativas (p<0,05) con los del grupo BC durante toda la prueba y con el
grupo CM en el T7.
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Figura 4.18: Promedios de integridad de la membrana plasmdtica, en funcion del grupo de calidad, en
la prueba de la termorresistencia.

Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre grupos de calidad.

Al analizar los resultados obtenidos en las correspondientes valoraciones del estado del acro-
soma, las medias obtenidas para cada grupo de calidad se reflejan en la figura [4.19] en la que, al
igual que sucede con los porcentajes referidos a la integridad de membrana, podemos observar
céomo se produce un descenso a lo largo de la incubacién. Durante las 3 primeras horas, sélo
se muestran diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05) entre los grupos BC y MC, a
los que pertenecen, respectivamente, los porcentajes mas altos y mas bajos de integridad de la
vesicula acrosomica. A partir del T4,5 se produce en el grupo BC un descenso més acusado que

en los otros dos grupos, haciendo desaparecer esa diferencia que existia entre ellos.

En cuanto al porcentaje de movilidad, tanto en aquellas muestras con cafeina como en aquellas

otras sin el citado estimulante, los tres grupos de calidad establecidos muestran valores similares
(p>0,05) en todos los puntos de toma de muestras (figuras y [4.21)).

Del mismo modo, todos ellos responden de forma similar en la evolucion de este porcentaje
a lo largo de la incubacién, observindose, en las muestras sin cafeina, que la respuesta mostrada
durante las primeras cuatro horas y media, méas o menos se mantuvo, para después en el T7
reflejar la reduccién brusca en los valores que se ha mencionado con anterioridad, llegando a caer
en el grupo MC hasta un 41,8+8,9 %.
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Figura 4.19: Promedios de integridad del acrosoma, en funcion del grupo de calidad, en la prueba de
la termorresistencia. Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre grupos de calidad.
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Figura 4.20: Promedios de movilidad, en funcion del grupo de calidad, en la prueba de la termorre-
sistencia. Distintos superindices revelarian diferencias significativas (p<0,05) entre grupos de calidad.
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Figura 4.21: Porcentajes medios de movilidad (tras incubacion con cafeina), en funcion del grupo de
calidad, en la prueba de la termorresistencia.
Distintos superindices revelarian diferencias significativas (p<0,05) enire grupos de calidad.

En cambio, en aquellas muestras con cafeina, el descenso en el porcentaje de espermatozoides
moviles a lo largo de la incubacién se produce de un modo més progresivo y leve, de tal forma que
la diferencia de valores entre todos los tiempos analizados es inferior a un 10 %, correspondiendo
el valor medio méaximo al grupo BC en el T0, con un 93,5+3,3 % y el valor minimo al grupo MC
tras 7 horas a 39 °C, con una media de un 83,74+8,7 %.

4.2.3.3. Determinaciéon de la congelabilidad de un eyaculado a partir de los resul-

tados obtenidos tras la realizacion de un estrés por calor.

En las tablas [4.37] {.38] {.39] y [4.40] se muestran los indices de correlacion calculados entre

los resultados obtenidos, para los cuatro parametros analizados tras la realizacién de la prue-

ba de termorresistencia y el indice de congelabilidad, y entre esos resultados y la resistencia a
la criopreservacién de la movilidad espermatica y la del acrosoma. En ellas se observa que no
aparecen muchas correlaciones estadisticamente significativas entre los diferentes parametros, si
bien, cabe destacar el porcentaje de integridad de membrana, que es el iinico que muestra estas

correlaciones con el indice de congelabilidad en todos los tiempos de recogida de datos.
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RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

MEMB. PLASMATICA MOVILIDAD

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA  MOVILIDAD (CAFEINA)
% INTEGR. MEMB. Coef. Correl. 526 573 224 ,256
PLASMATICA T15  Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,165 ,110
% ACROSOMA Coef. Correl. 317 358 ,126 ,109
PLASMATICA T1,5 Sig. (bilateral) ,046 ,023 ,440 ,504
Coef. Correl. -,135 -,028 -,134 -,271
% MOVILIDAD T1,5 Sig. (bilateral) 405 ,865 410 ,091
% MOVILIDAD T1,5 Coef. Correl. -,034 -,153 ,158 ,089
(CAFEINA) Sig. (bilateral) ,837 ,346 ,330 584

Tabla 4.37: Coeficientes de correlacion entre los valores obtenidos en los cuatro pardmetros analizados
en el T1,5 y los indices calculados postdescongelacion.
Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

MEMB. PLASMATICA MOVILIDAD

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA  MOVILIDAD (CAFEiNA)
% INTEGR. MEMB. Coef. Correl. 547 534 355 365
PLASMATICA T3 Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,025 ,020
% ACROSOMA Coef. Correl. 273 ,306 ,201 ,144
PLASMATICA T3 Sig. (bilateral) ,088 ,055 ,213 ,376
Coef. Correl. -,116 ,033 ,012 -,054
% MOVILIDAD T3 Sig. (bilateral) ATT ,842 ,941 , 740
% MOVILIDAD T3 Coef. Correl. -,069 -,084 ,306 ,100
(CAFEINA) Sig. (bilateral) 671 ,606 ,055 ,538

Tabla 4.38: Coeficientes de correlacion entre los valores obtenidos en los cuatro pardimetros analizados
en el T3 y los indices calculados postdescongelacion.
Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

MEMB. PLASMATICA MOVILIDAD

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA  MOVILIDAD (CAFEiNA)
% INTEGR. MEMB. Coef. Correl. 350 272 242 ,302
PLASMATICA T4,5 Sig. (bilateral) 027 ,089 133 ,058
% ACROSOMA Coef. Correl. ,239 ,216 ,202 , 163
PLASMATICA T4,5  Sig. (bilateral) 137 181 212 314
Coef. Correl. -,118 ,137 ,178 127
% MOVILIDAD T4.5 Sig. (bilateral) 470 ,398 271 ,435
% MOVILIDAD T4,5 Coef. Correl. -,214 -,157 ,143 -,093
(CAFEINA) Sig. (bilateral) ,185 ,334 378 ,568

Tabla 4.39: Coeficientes de correlacion entre los valores obtenidos en los cuatro pardmetros analizados
en el T4,5 y los indices calculados postdescongelacion.
Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).
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RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

MEMB. PLASMATICA ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD

“CONGELABILIDAD” (CAFEINA)
% INTEGR. MEMB. Coef. Correl. 385 ,301 ,259 368
PLASMATICA T7 Sig. (bilateral) ,014 ,059 ,107 ,019
% ACROSOMA Coef. Correl. ,018 ,015 ,109 ,093
PLASMATICA T7 Sig. (bilateral) ,913 ,925 ,504 567
Coef. Correl. ,169 ,267 482 314
% MOVILIDAD T7 Sig. (bilateral) ,296 ,095 ,002 ,048
% MOVILIDAD T7 Coef. Correl. ,102 ,051 J413 ,302
(CAFEINA) Sig. (bilateral) 531 754 ,008 ,059

Tabla 4.40: Coeficientes de correlacion entre los valores obtenidos en los cuatro pardmetros analizados
en el T7 y los indices calculados postdescongelacion.
Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

Posteriormente, realizamos el analisis multivariante de regresién para la congelabilidad de un

eyaculado, utilizando los valores obtenidos en cada uno de los tiempos de toma de muestras. Los

resultados se muestran en las tablas[4.41] 4.42| 4.43| y [4.44] en las que podemos destacar que sélo

se incorpora al modelo una de las cuatro variables introducidas inicialmente, y coincide que en
los cuatro modelos creados, uno para cada tiempo de incubacién, la variable mas representativa

fue el porcentaje de integridad de la membrana plasmatica.

El porcentaje de la varianza del indice “congelabilidad” que es explicado por el modelo creado
es mas elevado en los dos primeros tiempos de incubacion (T1,5 y T3), con valores de un 25,8
y un 28,1 %, respectivamente. Los modelos calculados para el T4,5 y el T7 resultan ser menos
relevantes en cuanto a su relacién con la congelabilidad, como se refleja en sus porcentajes, de

un 9,9 y un 12,6 %, respectivamente.

Las ecuaciones de regresion generadas a partir de los citados modelos son las siguientes:
T1,5: Congelabilidad = —129, 549 + 2, 224( %Integ. MembT'1,5)
T3: Congelabilidad = —153,596 + 2,524( %Integ. MembT'3)
T4,5: Congelabilidad = —67,155 + 1,539( %Integ. M embT4,5)

T7: Congelabilidad = —98,156 + 1, 965( %Integ. M embT'7)

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
(Constante) -129,549 50,437 -2,569 ,014
1 % INTEGR. MEMB.
tras 1.5h a 39°C 2,224 ,583 ,526 3,817 ,000
n=40 r=0,526 r2=0,277 r? correg.=0,258 Anova: F=14,569 p<0,001

Tabla 4.41: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados en el T1,5.
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seminal.

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
(Constante) -153,596 53,705 -2,860 ,007
1 % INTEGR. MEMB.
tras 3h a 39°C 2,524 ,626 ,547 4,032 ,000
n=40 r=0,547 r’=0,300 r? correg.=0,281 Anova: F=16,260 p<0,001

Tabla 4.42: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados en el T3.

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
(Constante) -67,155 56,560 -1,187 ,242
1 % INTEGR. MEMB. tras
4.5h a 39°C 1,539 ,669 ,350 2,300 ,027
n=40 r=0,350 r’=0,122 r2 correg.=0,099 Anova: F=5,290 p<0,05

Tabla 4.43: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados en el T4,5.

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
(Constante) -98,156 62,669 -1,566 ,126
1 % INTEGR. MEMB.
tras 7h a 39°C 1,965 764 ,385 2,570 ,014
n=40 r=0,385 r’=0,148 r? correg.=0,126 Anova: F=6,607 p<0,05

Tabla 4.44: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados en el T7.

4.2.4. Evaluacién de la resistencia de las células espermaticas a un choque a
frigore.

4.2.4.1. Analisis de los resultados obtenidos.

La finalidad de esta prueba consiste en determinar la resistencia de los eyaculados al choque
a frigore en cada uno de los tiempos de incubacion en los que se realizan los diferentes choques;
para ello, tinicamente se van a presentar los valores representativos de dicha resistencia, cuyo
célculo se realiza de forma similar a la empleada para la determinacién de la resistencia a la
criopreservacion en las muestras descongeladas, en la que se partia de los valores obtenidos en el

analisis del semen fresco.

Resistencia de la membrana plasmatica a un choque a frigore.
El comportamiento de la membrana plasmatica durante el choque a frigore se refleja en las
siguientes figuras, donde se recogen los valores medios obtenidos en cada uno de los tiempos

de incubacién en los que se realiza la prueba. Asi, se observa que a medida que transcurre el
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tiempo de incubacion a 20 °C, la membrana de los espermatozoides se va haciendo més resis-
tente (p<0,01) al descenso brusco de temperatura, pasando de un 3,1+2,7% de espermatozoides

con la membrana integra tras el primer choque a un 26,5+ 14,7 % trasnscurridas cinco horas de

incubacion (figura [4.22]).
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DE LA MEMB. DE LA MEMB. DE LA MEMB. DE LA MEMB. DE LA MEMB.
EN EL SO EN EL S1 EN EL S2 EN EL S3 EN EL S5
n Media  Desv.tip. Minimo Maximo
S0 40 3,09° 2,73 ,30 13,18
s1 40 11,58 8,20 3,21 34,44
S2 40  17,65° 11,37 4,49 51,67
S3 40 22,06 12,61 5,81 51,67
S5 40  26,53° 14,66 3,61 59,72

Figura 4.22: Resistencia de la membrana a la prueba del choque a frigore (%).

Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,01).

Al agrupar los valores en funcién de la raza de los animales empleados en el experimento
(figura [4.23)), nos encontramos con el mismo patron observado anteriormente, con una tendencia
similar en ambas razas, sin que se aprecien diferencias de resistencia entre ellas, salvo en los dos

primeros choques realizados (p<0,05).

Al analizar las medias obtenidas para cada animal en particular, nos encontramos con una
mayor variabilidad en la respuesta, puesto que si bien la mayoria manifiesta un aumento en la
resistencia de la membrana plasmatica (p<<0,05) entre los dos primeros choques realizados, ya
a partir de la primera hora de incubacién hay ciertos verracos, como el L437 o el G2552, en
los que el aumento de los valores registrados no tiene una significacién estadistica y, en cambio,
hay otros, como el G6328 o el R5487, que siguen presentando en el S5 incrementos significativos
(p<<0,05) con la valoracion predecesora. En cada uno de los cinco choques realizados se ponen de
manifiesto diferencias (p<<0,05) entre los distintos animales (figura [£.24)).
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Figura 4.23: Resistencia de la membrana a la prueba del choque a frigore, en funcidn de la raza (%).

Distintos superindices revelan diferencias significativas entre tiempos (p<0,05).
razas (p<0,05).
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Figura 4.24: Resistencia de la membrana a la prueba del choque a frigore, en funcion del verraco (%).

Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre choques.

verracos para ese choque (p<0,05).
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Resistencia del acrosoma a un choque a frigore.

En las siguientes figuras se muestran las medias obtenidas para la integridad del acrosoma
tras la realizacion de la prueba en los cinco tiempos establecidos. La respuesta de la vesicula
acrosémica es similar a la encontrada con la membrana plasmatica de los espermatozoides, ya
que se incrementa (p<0,01) el porcentaje de integridad tras cada uno de los choques, a medida
que va transcurriendo el tiempo de incubacién de las muestras seminales a 20 °C, pasando de
valores medios de un 3,974+3,4% a un 39,1+18,0 % (figura [4.25).
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ACROSOMA ACROSOMA ACROSOMA ACROSOMA ACROSOMA
EN EL SO EN EL S1 EN EL S2 EN EL S3 EN EL S5

n Media Desv. tip. Minimo Maximo

S0 40  3,97° 3,35 ,00 13,20
s1 40 13,35 7,37 ,00 30,15
S2 40  22,77° 13,79 3,08 66,33
S3 40 31,49¢ 16,28 6,28 75,38
S5 40  39,06° 18,04 8,38 85,93

Figura 4.25: Resistencia del acrosoma a la prueba del choque a frigore (%).
Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,01).

Ambas razas se comportan de forma similar entre ellas (figura [4.26)), tinicamente muestra
valores superiores (p<0,05) la Landrace tras el primer choque a frigore realizado. A lo largo
de la incubacion, tanto la Large White como la Landrace muestran incrementos (p<0,01) en la

resistencia al choque similares a los comentados para las medias generales.

Si nos fijamos en los valores medios obtenidos por cada animal (figura , se observa que
en todos ellos la resistencia del acrosoma va incrementéndose (p<0,05) a medida que transcurre
el tiempo de incubacion, si bien esta respuesta no se produce en todos los verracos con la misma
intensidad en cada punto de toma de valores (p<0,05), siendo el R5487 el que mejor respuesta

ofrece y el L437 el que presenta los valores mas bajos.
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) S1 S2 S3 S5
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RAZA LW 2,76% 1,96 1333° 427 2198 575 2036° 7,14 37,78° 6,77
LD  519* 401 1337° 9,65 2356° 1887 3361% 2199 40,34° 24,88

Figura 4.26: Resistencia del acrosoma a la prueba del choque a frigore, en funcion de la raza (%).

Distintos superindices revelan diferencias significativas entre choques (p<0,05).
razas (p<0,05).
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So* S1* S2* S3* S5*
Media Desv. tip. Media Desv.tip. Media Desv.tip. Media Desv.tip. Media Desv. tip.
G2552 1,99 1,762 1391° 3,333 19,10° 4,725 23,02° 4,781 30,99° 3,008
G5223 284% 1,950 17,26° 2,976 2569° 3,118 31,16° 4,168 39,17° 6,045
Q G6328 332" 2505 830° 1,882 16,96° 2487 2738 5366 37,88° 5754
< T475 288" 1,968 13,83 3403 26,18° 6,131 3588° 7,815 43,07° 6,632
x 1437 0,212 283 154° 1,337 373 873 7479 1,274 1039° 1,89
S R3846 507° 2,117 1434° 1,466 24,01° 4,107 37,98% 2329 46,26° 3,999
R4052 4,97 922 1023 1251 16,11° 2,758 24,83 4,005 30,71° 4,864
R5487 1053% 2072 2734° 2,166 5037° 14,398 64,17" 11,478 73,98° 14,205

Figura 4.27: Resistencia del acrosoma a la prueba del choque a frigore, en funcion del verraco (%).

*

Distintos superindices revelan diferencias significativas entre choques (p<0,05).

verracos para ese choque (p<0,05).
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4. RESULTADOS

Resistencia de la movilidad espermatica al choque a frigore.

Muestras con incubacién posterior al choque a frigore en diluyente comercial
normal.

Los porcentajes de espermatozoides moviles tras la realizacion de los diferentes choques quedan
reflejados en las correspondientes figuras. En la figura [4.28| podemos comprobar como también se
produce un incremento (p<0,05) en los valores a medida que transcurre el tiempo de incubacion,
partiendo de un porcentaje medio inicial de un 6,2+5,5% y terminando, tras la quinta hora de
incubacion, con un 40,04+ 18,6 % de espermatozoides moviles tras la bajada brusca de tempera-
tura. No obstante, este incremento parece atenuarse en los tltimos tiempos de incubacién, tanto
para la integridad de la membrana plasmatica como para la del acrosoma, hecho que podemos
comprobar al tomar como referencia las medias calculadas por raza, donde no resulta significativo

(p>0,05) para la raza Large White entre el S3 y el S5, ni para la Landrace en los tltimos tres
choques realizados (figura {4.29)).

50—
= SIN CAFEINA 43,32%
a 41,90% .
40 = CON CAFEINA 39,98%
D
K- 32,74%
=30 °
[ =
D
(=)
S
8 23,63%
20—
10— 8,91%
6,18%
(o]

T T T T T
% RESISTENCIA % RESISTENCIA % RESISTENCIA % RESISTENCIA % RESISTENCIA
DE LA MOVILIDADDE LA MOVILIDADDE LA MOVILIDADDE LA MOVILIDADDE LA MOVILIDAD
EN EL SO EN EL S1 EN EL S2 EN EL S3 EN EL S5

RESISTENCIA DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA AL CHOQUE A FRIGORE (%)

n SIN CAFEINA CON CAFEINA
Media Desv.tip. Minimo Maximo | Media Desv.tip. Minimo Maéaximo
SO 40 6,18% 5,50 ,51 26,92 8,91%* 8,40 ,84 39,34
S1 40 23,63" 18,06 1,84 66,65 | 27,00"* 20,67 3,98 72,67
S2 40 32,74° 21,55 4,07 77,78 | 35,99° 22,39 5,19 86,49
S3 40 37,35¢ 20,26 5,13 76,28 | 41,91%* 21,63 5,96 85,29
S5 40 39,98° 18,56 7,76 76,80 | 43,329 19,54 8,61 84,40

Figura 4.28: Resistencia de la movilidad a la prueba del choque a frigore (%).
Distintos superindices revelan diferencias significativas entre choques (p<0,01). * revela diferencias significativas (p<0,05)

entre muestras con y sin cafeina.

En cada tiempo de incubacién ambas razas se comportan de una forma similar, sin diferencias
significativas (p>0,05) entre los resultados obtenidos. En cambio, entre los distintos verracos
empleados, una vez mas, se muestran diferencias en la respuesta en cada uno de los tiempos
(p<0,05), siendo nuevamente el R5487 el que mejor mantiene el porcentaje de movilidad tras el
choque a frigore y el L437 y el G2552 los que peor se comportan (figura .
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad

seminal.
50 RAZA
LwW LD LD
LD LD 42
20 39,25 39,10/37%‘
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o
RESISTIENCIA DE RESIST:ENCIA DE RESISTIENCIA DE RESIST:ENCIA DE RESISTIENCIA DE
LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD
EN EL SO EN EL S1 EN EL S2 EN EL S3 EN EL S5
) s1 S2 S3 S5
Media Dgsv. Media Dgsv. Media Dgsv. Media D(?SV' Media D(?SV'
tip. tip. tip. tip tip.
Raza LW 449 323 18,18° 1155 26,23° 1456 3559° 19,01 37,64° 17,94
LD 7,87° 6,76 29,08 21,76 39,25° 2554 39,10° 21,78 42,33° 19,33

Figura 4.29: Resistencia de la movilidad a la prueba del choque a frigore, en funcion de la raza (%).

Distintos superindices revelan diferencias significativas entre choques (p<0,05).

* revelaria diferencias significativas

(p<0,05) entre razas dentro de cada choque.
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20—
° RESISTIENCIA DE RESISTIENCIA DE RESISTIENCIA DE RESISTIENCIA DE RESISTIENCIA DE
LANCENRAD  MANPELSAD MANRUNESC AKRuUEsr taputene
So* S1* S2* S3* S5*
Media Desv.tip. Media Desv.tip. Media Desv.tip. Media Desv.tip. Media Desv. tip.
G2552 2,92° 1,82  643% 473 1047° 386  1224° 570 1487° 567
G5223 7,54 466 21,73 13,09 31,66° 1599 41,35° 16,00 4338 9,63
Q 66328 2,00° 52 2333 1106 3534° 1489 5435 1566 550959 12,38
< 1475 551° 77 2123 917 2746 7,87 3443 423 3637° 11,85
@ L437 3,112 92 613> 199 1011° 284 1157° 336 1576° 538
Y R3s46 802% 206 4509° 647 4841° 1880 4656° 942 5017° 971
R4052 3,92° 89 1227 362 2770° 11,75 3384° 1438 3985' 6,88
R5487 16,44 845 5286 1230 70,79° 4,82  6445° 961 6352° 874

Figura 4.30: Resistencia de la movilidad a la prueba del choque a frigore, en funcion del verraco (%).

Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<<0,05) entre choques. * revela diferencias significativas (p<0,05)

entre verracos para ese choque.
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4. RESULTADOS

Muestras con incubaciéon posterior al choque a frigore en diluyente comercial
suplementado con cafeina a una concentraciéon de 1 mM.

Las muestras incubadas en el diluyente con el estimulante de la movilidad presentan una res-
puesta muy parecida a la que se produce en aquellos no estimulados. Asi, en el computo general
(figura[4.28) se pasa de medias iniciales de un 8,9+8,4 % a un 43,3+19,5 % tras el ltimo choque,
mostrando una atenuacién en el incremento de la resistencia al final de la incubacion, donde no

se observan diferencias significativas entre el 41,9 % del S3 y el 43,3 % del S5.

Este mismo patron nos lo encontramos en ambas razas (figura [4.31)), donde se produce un au-
mento de la resistencia en cada uno de los choques (p<<0,05), con la excepcion de los dos altimos.
Una vez més, no se observan diferencias significativas (p>0,05) entre las dos razas analizadas

tras la realizacion de los diferentes choques.

- LD!
50 RAZA LD 47,04
LW LD LD 45,06
LW
40— 39,60
D
F30-
=
D
=
o
o 50—
LD
11,49
10— LW
6,34
o] T T T T T
RESISTENCIA DE RESISTENCIA DE RESISTENCIA DE RESISTENCIA DE RESISTENCIA DE
LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD
EN EL SO EN EL S1 EN EL S2 EN EL S3 EN EL S5
(CAF) (CAF) (CAF) (CAF) (CAF)
SO S1 S2 S3 S5
Media DPZSV' Media D?SV' Media D?SV' Media D(?SV' Media D(?SV'
tip. tip. tip. tip. tip.
RAZA LW 6,34a 5,49 20,25b 14,78 29,47C 16,84 38,75d 17,63 39,60d 18,52

LD  11,49® 10,03 33,04° 23,66 4251° 2561 4506° 2508 47,04° 20,29

Figura 4.31: Resistencia de la movilidad (tras incubacion con cafeina) a la prueba del choque a frigore,
en funcion de la raza (%).

Distintos superindices revelan diferencias significativas entre choques (p<0,05). *

revelaria diferencias significativas

(p<0,05) entre razas para ese choque.

Si nos fijamos en la figura 4.32] podemos apreciar como la proporcién relativa de esperma-
tozoides moviles para cada uno de los verracos va incrementandose con el tiempo, pero sin que
aparezcan diferencias significativas (p>0,05) a partir de la hora de incubacién en la mayoria de

ellos, siendo cuando éstas surgen, mucho mas tenues que en las valoraciones realizadas sin cafeina.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

80— VERRACO
— G2552 L437
— G5223 == R3846
G6328 R4052
60| = T475 R5487
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RESISTENCIA DE RESISTENCIA DE RESISTENCIA DE RESISTENCIA DE RESISTENCIA DE
LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD LA MOVILIDAD

EN EL SO EN EL S1 EN EL S2 EN EL S3 EN EL S5
(CAF) (CAF) (CAF) (CAF) (CAF)
So* S1* S2* S3* S5*

Media Desv.tip. Media Desv.tip. Media Desv.tip. Media Desv.tip. Media Desv. tip.
G2552 2,99 1,22 9,372 6,60 10,63°° 3,49 1654°° 886  1942° 10,27
G5223 12,26° 8,07 27,32% 2300 37,98° 1699 48,05° 1210 41,98° 874

Q 66328 2,96 62 2148° 1306 3932° 1461 5323% 1533 60,06° 19,26
< T4rs 716" 184 2283 862 2008”1332 3721° 514 3696 523
@ L437 450° 159 1091° 236  981° 1,80  1446° 338 1901° 878
S R3846 12,18% 3,04 5008° 9,03 5468° 1318 5043 1613 47,00° 8,23

R4052 579 2,63  1397° 426  3375° 931 3901 1241 48,712 7,19

R5487 2348% 13,31 59.89° 1363 71,81° 1269 7632° 936 7165 8,84

Figura 4.32: Resistencia de la movilidad (tras incubacion con cafeina) a la prueba del choque a frigore,
en funcién del verraco (%).Distz’ntas superindices revelan diferencias significativas entre choques (p<0,05). * revela
diferencias significativas entre verracos en el choque en que aparece.

4.2.4.2. Influencia de la aptitud para la congelacién de un eyaculado sobre la res-

puesta al choque a frigore.

Los porcentajes medios de resistencia de la membrana plasmatica para las tres categorias
establecidas en funcion de la aptitud para la congelacion de los eyaculados se muestran en la
figura[4.33] donde se aprecia un incremento similar en la evolucion de todas ellas a lo largo de la
incubacion a 20 °C, si bien éste no ocurre con la misma intensidad.

En un principio, tras el S0, sé6lo el valor medio correspondiente al grupo BC difiere significa-
tivamente (p<0,05) de las otras dos categorias; lo mismo ocurre después del S1, con la salvedad
de que las diferencias calculadas entre los valores observados en las tres categorias son més altas.
A partir de este punto, ya se detectan valores significativamente distintos (p<0,05) entre los tres
grupos, correspondiendo, en todo momento, los valores mas altos al grupo BC y los mas bajos
al grupo MC.

De forma parecida a la observada en la valoracion de la membrana plasmatica, se comporta
la vesicula acrosémica (figura , mostrando, durante toda la incubacién, valores mas altos
aquellas muestras correspondientes al grupo BC, mas bajos las correspondientes al grupo MC e
intermedios las muestras del grupo CM. En el S0, el S3 y el S5 se registran diferencias significativas
(p<0,05) entre todos y cada uno de los tres grupos; en cambio, en el S1y en el S2 estas diferencias

s6lo se producen en el grupo MC respecto a los otros dos.
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4. RESULTADOS
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sSo S1 sS2 S3 S5

CATEGORIA CONGELACION
BUEN CONGELADOR CONGELADOR MEDIO MAL CONGELADOR
Media Desv. tip. Media Desv. tip. Media  Desv. tip.

S0 6,74%* 4,58 2,58"* 1,33 1730 94
s1 21,72%% 11,34 10,99 5,88 5,83 1,78
S2 29,97%" 16,26 18,45°* 7,35 7,18°" 3,17
S3 37,61%" 13,27 23,11°" 8,19 8,74%* 4,41
S5 46,30%" 13,28 27,59°" 8,17 10,25°" 6,96

Figura 4.33: Resistencia de la membrana plasmdtica a la prueba del choque a frigore, en funcion del grupo
de calidad (%) Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre grupos de calidad. Distintos

simbolos revelan diferencias significativas (p<0,05) entre pruebas.
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CATEGORIA CONGELACION
BUEN CONGELADOR CONGELADOR MEDIO MAL CONGELADOR
Media Desuv. tip. Media Desuv. tip. Media Desv. tip.

S0 9,20%* 2,85 3,72"* 1,93 0,89°* 1,51
s1 22,29%# 8,85 13,06 3,01 7,73°# 6,95
S2 40,56>* 20,48 22,00%* 5,71 11,887 9,27
S3 53,543 20,53 31,70% 7,03 15,55"" 9,26
S5 62,52%" 22,87 39,64%" 7,64 21,30°" 11,85

Figura 4.34: Resistencia del acrosoma a la prueba del choque a frigore, segin del grupo de calidad
(%) Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre grupos de calidad. Distintos simbolos revelan

diferencias significativas (p<0,05) entre pruebas.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

La resistencia de la movilidad espermética observada en las diferentes muestras y tras los
diversos choques realizados, al igual que en los dos pardmetros anteriores, va incrementédndose
con la incubacion a 20 °C (p<0,05) en los tres grupos, con la excepcion del grupo BC, que ex-

perimenta una meseta en sus valores medios tras los altimos tres choques (figura [4.35)).

En un primer momento (S0), sélo el grupo BC presenta unos porcentajes medios de movilidad
significativamente més altos (p<0,05) respecto a los otros dos; a partir de aqui, tras los choques
a frigore S1, S2 y S3 los tres grupos muestran valores significativamente diferentes entre ellos
(p<0,05), siendo éstos, al igual que sucedia con los parametros anteriores, més altos cuanto mejor
sea la aptitud para la congelacién del grupo correspondiente. Tras el S5, v debido a la meseta
observada en los resultados del grupo BC, la significacion estadistica entre éste y el grupo CM

desaparece, aunque si se mantiene para ambos con respecto al tercer grupo.

Al incubar las muestras en un ambiente enriquecido con 0,1M de cafeina, se observa practi-
camente el mismo patrén que sin la adicién del estimulante, con la salvedad de que la meseta
que se presentaba en el grupo BC tras el S2, el S3 y el S5, ahora se presenta de forma maés tenue

en este mismo grupo y, ademés, en el CM (figura [4.36]).
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CATEGORIA CONGELACION
BUEN CONGELADOR CONGELADOR MEDIO MAL CONGELADOR
Media Desv. tip. Media Desv. tip. Media  Desuv. tip.

S0 12,70%* 9,40 5,30"* 3,37 3,66°* 1,55
s1 41,68*" 21,71 24,88°% 14,69 8,13%* 6,85
S2 58,92%" 22,31 33,74 16,36 12,12%° 4,29
S3 56,98%" 17,27 40,46°" 15,53 16,4657 13,44
S5 56,67%" 14,60 43,72%" 14,23 19,71 12,10

Figura 4.35: Resistencia de la movilidad a la prueba del choque a frigore, segin el grupo de calidad (%).
Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre grupos de calidad. Distintos simbolos revelan difer-

encias significativas (p<0,05) entre pruebas.

170



4. RESULTADOS
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CATEGORIA CONGELACION
BUEN CONGELADOR CONGELADOR MEDIO MAL CONGELADOR
Media Desv. tip. Media Desv.tip. Media Desuv. tip.

S0 18,90%* 13,48 7,59°* 5,27 4,97°* 4,15
s1 46,28%* 25,86 27,7174 18,48 12,24 6,16
S2 60,78%" 22,09 38,68°" 16,97 12,47°% 5,73
S3 64,82%" 22,97 44,88 15,30 19,03 9,54
S5 66,66 11,34 44,58 15,16 24,107 13,00

Figura 4.36: Resistencia de la movilidad (tras incubacion con cafeina) a la prueba del choque a frigore,
en funcion del grupo de calidad (%).
Distintos superindices revelan diferencias significativas (p<0,05) entre grupos de calidad. Distintos simbolos revelan difer-

encias significativas (p<0,05) entre pruebas.

4.2.4.3. Determinacion de la congelabilidad de un eyaculado a partir de los resul-

tados obtenidos tras un choque a frigore.

En las tablas [4.45] [4.46] {.47] [4.48] y [4.49] aparecen reflejados los indices de correlacion obteni-

dos entre los resultados de resistencia a la prueba del choque a frigore, calculados para los cuatro

pardmetros analizados tras los diferentes choques y el indice de congelabilidad y entre dichos
resultados y la resistencia al proceso de congelacion/descongelacion, tanto del acrosoma como
de la movilidad espermética. En ellas podemos observar que, a medida que transcurre el tiempo
de incubacion a 20 °C, van incrementéandose tanto los valores de los coeficientes de correlacion

como el namero de correlaciones estadisticamente significativas existentes.

El mayor coeficiente de correlacién con respecto al indice de congelabilidad, que es el de
referencia utilizado por algunos autores, se obtiene en la resistencia de la membrana plasmaética
tras el S5, con un 0,77. No obstante, las correlaciones mas altas se producen casi siempre con
el indice de resistencia del acrosoma a la congelacion, llegando a alcanzar un 0,80 en el mismo

pardmetro y tras el mismo choque.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad

seminal.

RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

(S0) MEMB. PLASMATICA MOVILI'DAD
“CONGELABILIDAD” ACROSOMA  MOVILIDAD (CAFEINA)
MEMB. Coef. Correl. 356 ,611 ,297 ,184
PLASMATICA Sig. (bilateral) ,024 ,000 ,063 255
Coef. Correl. 560 689 448 432
ACROSOMA . . —_ —_ _— _
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,004 ,005
Coef. Correl. 336 528 ,170 ,077
MOVILIDAD Sig. (bilateral) ,034 ,000 295 ,635
MOVILI’DAD Coef. Correl. ,388 568 ,189 ,113
1g. (bilateral s ) ) )
(CAFEINA) Sig. (bil 1) 013 000 243 487

Tabla 4.45: Coeficientes de correlacion entre la resistencia de los cuatro pardmetros analizados tras el
S0 y los indices calculados postdescongelacion.

Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

(S1) MEMB. PLASMATICA MOVILIDAD
“CONGELABILIDAD” ACROSOMA  MOVILIDAD (CAFEINA)
MEM'B. Coef. Correl. 419 639 , 190 ,192
PLASMATICA Sig. (bilateral) ,007 ,000 ,240 ,235
Coef. Correl. 450 611 206 254
ACROSOMA ; . — = ' '
Sig. (bilateral) ,004 ,000 ,202 ,113
Coef. Correl. 528 530 278 361
MOVILIDAD ; . = = ' _
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,083 ,022
MOVILIDAD Coef. Correl. 455 466 ,193 ,285
(CAFEINA) Sig. (bilateral) ,003 ,002 234 ,075

Tabla 4.46: Coeficientes de correlacion entre la resistencia de los cuatro pardmetros analizados tras el
S1 y los indices calculados postdescongelacion.

Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

(S2) MEMB. PLASMATICA MOVILIDAD
“CONGELABILIDAD” ACROSOMA  MOVILIDAD (CAFEINA)
MEMB. Coef. Correl. S77 ,651 319 ,298
PLASMATICA Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,045 ,062
Coef. Correl. 508 655 254 229
ACR MA —_ — — '
CROSO Sig. (bilateral) ,001 ,000 ,114 ,155
Coef. Correl. 605 646 366 436
MOVILIDAD — — _ —_
o Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,020 ,005
MOVILI'DAD Coef. Correl. 631 620 361 487
(CAFEINA) Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,022 ,001

Tabla 4.47: Coeficientes de correlacion entre la resistencia de los cuatro parametros analizados tras el
S2 y los indices calculados postdescongelacion.

Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).
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4. RESULTADOS

RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

(S3) MEMB. PLASMATICA ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD

“CONGELABILIDAD” (CAFEINA)
MEMB. Coef. Correl. 695 736 396 469
PLASMATICA Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,011 ,002
Coef. Correl. ,608 734 326 359
ACROSOMA Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,040 ,023
Coef. Correl. 728 649 384 469
MOVILIDAD Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,014 ,002
MOVILIDAD Coef. Correl. 122 628 398 504
(CAFEINA) Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,011 ,001

Tabla 4.48: Coeficientes de correlacion entre la resistencia de los cuatro pardmetros analizados tras el
S8 y los indices calculados postdescongelacion.
Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACION

(S5) MEMB. PLASMATICA ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD

“CONGELABILIDAD” (CAFEiNA)
MEMB. Coef. Correl. J71 803 436 465
PLASMATICA Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,005 ,002
Coef. Correl. 626 718 313 353
ACROSOMA . . —_ —_ —_ —_
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,049 ,025
Coef. Correl. 719 565 483 545
MOVILIDAD . . —_ —_ _ —_
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,002 ,000
MOVILIDAD Coef. Correl. 112 624 509 515
(CAFEINA) Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,001 ,001

Tabla 4.49: Coeficientes de correlacion entre la resistencia de los cuatro pardmetros analizados tras el
S5 y los indices calculados postdescongelacion.
Los coeficientes subrayados y en negrita presentan significacion estadistica (p<0,05).

Finalmente, realizamos para los valores obtenidos después de cada uno de los choques a fri-

gore, el analisis multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado, mostrando los

resultados en las tablas [4.50] [4.51], [4.52] [.53| y .54], en las que podemos observar que, al igual

que sucedia en la prueba de la termorresistencia, sélo se incorpora al modelo una de las cuatro
variables introducidas inicialmente, que varia en funcién del tiempo empleado para el choque;
asi, en el S1 y el S3 resulta ser el porcentaje de movilidad sin cafeina, en el S2 el porcentaje
de movilidad bajo la estimulacién con cafeina, en el SO la resistencia del acrosoma y en el S5 la

resistencia de la membrana plasmatica.

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
(Constante) 54,667 2,562 21,340 ,000
1 RESISTENCIA ACROSOMA
AL CHOQUE A FRIGORE 0h 2,061 ,495 ,560 4,161 ,000
n=40 r=0,560 r’=0,313 r? correg.=0,295 Anova: F=17,317 p<0,001

Tabla 4.50: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados tras el SO.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
(Constante) 54,326 2,789 19,475 ,000
RESISTENCIA DEL %

MOVILIDAD AL CHOQUE A ,361 ,094 ,528 3,831 ,000

FRIGORE 1h
n=40 r=0,528 r’=0,279 r? correg.=0,260 Anova: F=14,678 p<0,001

Tabla 4.51: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados tras el S1.

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
(Constante) 50,338 2,933 17,163 ,000
1 RESISTENCIA DEL %
MOVILIDAD AL CHOQUE A ,348 ,069 ,631 5,009 ,000
FRIGORE 2h (CAF)
n=40 r=0,631 r’=0,398 r2 correg.=0,382 Anova: F=25,095 p<0,001

Tabla 4.52: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados tras el S2.

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
(Constante) 46,271 2,870 16,119 ,000
RESISTENCIA DEL %

MOVILIDAD AL CHOQUE A 444 ,068 ,728 6,555 ,000

FRIGORE 3h
n=40 r=0,728 r’=0,531 r? correg.=0,518 Anova: F=42,967 p<0,001

Tabla 4.53: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados tras el S3.

Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tip. Beta
(Constante) 45,626 2,632 17,337 ,000
1 RESISTENCIA DE LA MEMB.

PLASM. AL CHOQUE A ,650 ,087 771 7,458 ,000

FRIGORE 5h
n=40 r=0,771 r’=0,594 r? correg.=0,583 Anova: F=55,624 p<0,001

Tabla 4.54: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados tras el S5.

El porcentaje de la varianza del indice de congelabilidad que es explicado por los diferentes
modelos, generalmente va aumentando a medida que discurre el tiempo de incubacién de las
muestras, siendo de un 29,5 % para el S0, de un 26,0 % para el S1, de un 38,2% para el S2, de
un 51,8 % para el S3 y, finalmente, de un 58,3 % para la resistencia al choque realizado tras las

5 horas.
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4. RESULTADOS

Las ecuaciones de regresion generadas a partir de los citados modelos son las siguientes:
S0: Congelabilidad = 54,667 + 2,061 (Resistencia Acros.S0)
S1: Congelabilidad = 54,326 + 0,361 (Resistencia % M ovilidadS1)
S2: Congelabilidad = 50,338 + 0, 348( Resistencia %M ovilidad [C AF]S2)
S3: Congelabilidad = 46,271 4 0,444( Resistencia % M ovilidadS3)

S5: Congelabilidad = 45,626 + 0,650( Resistencia Memb. Plasm.S5)

4.3. Experimento 2: Evaluaciéon de los patrones cinéticos descritos

por los espermatozoides.

4.3.1. Respuesta y evoluciéon de los pardmetros cinéticos individuales de los

espermatozoides analizados.
4.3.1.1. Respuesta y evoluciéon de los parametros cinéticos individuales.

Evolucién de los parametros cinéticos individuales tras el proceso de criopreserva-
cion.

Como puede observarse en la figura [£.37] en las muestras descongeladas y en ausencia de ca-
feina, se produce un incremento claro (p<< 0,01), con respecto a las muestras analizadas tras la
eyaculacion, de casi todos los parametros (VSL, VCL, VAP, LIN, STR, ALH y BCF), siendo el
WOB el unico que presenta valores similares (p>0,05) en ambas.

La adicién de cafeina produce un aumento (p<0,05) en los valores resultantes del analisis
cinemético en practicamente todos paradmetros estudiados, tanto para las muestras descongela-
das, como para las analizadas en tiempo 0. Es en éstas tltimas donde aparecen las excepciones:
la BCF, con un valor similar en los dos casos, y la VCL y la VAP, cuyos valores disminuyen al

incubarse con cafeina.

Al comparar los resultados de las dos razas estudiadas obtenidos sin la adicién de cafeina
(tabla de los anexos), se observa que en el T0 los valores medios de la raza Landrace son
més altos que los de la raza Large White, exceptuando el LIN, el STR y la BCF, y que ademaés
existen diferencias significativas (p<<0,05) entre ellas para los parametros VCL, VAP, ALH y
BCF. Después de realizar la descongelacion de las muestras, se constata que estas diferencias
significativas entre razas (p<0,05) aparecen en todos los parametros analizados excepto en la
ALH, siendo en todo momento los valores calculados para la raza Landrace superiores a los de

la raza Large White.

Con la adiciéon de cafeina a las muestras iniciales, se incorpora la VSL al grupo de pardmetros
que muestran diferencias significativas (p<0,05) entre razas, si bien, y al contrario de lo que ocurre

en las valoraciones sin cafeina, la mayoria de los promedios calculados para la raza Large White
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4.3 Experimento 2: Evaluacién de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

resultan ser més altos que los de la Landrace, exceptuando el LIN y el WOB que no presentan
significacién estadistica tras el andlisis. Al incubar las muestras descongeladas con el citado
estimulante, se observa que nuevamente aparecen diferencias entre razas en siete de los ocho
pardmetros analizados, siendo el STR el tinico que muestra, valores estadisticamente similares en
ambas. En este caso, la raza Large White presenta valores medios mas bajos en la ALH, la BCF
y los tres indices de velocidad (VCL, VSL y VAP), mientras que la raza Landrace los muestra
en el LIN, el WOB y el STR.

SIN CAFEINA

100,00~

OTo
W Descongelado

90,00+

80,00+

70,00+

60,00+

50,00+

PROMEDIO

40,00

30,00+

20,00+

10,00

VCL  VSL (um/s) VAP LIN (%) STR (%) WOB (%) ALH (um) BCF (Hz)
(Hm/s) (um/s)
PARAMETRO CINETICO

CON CAFEINA

120,00+

oTo0

100,00 B Descongelado

80,00+

60,00+

PROMEDIO

40,00

20,00+

VCL  VSL (um/s) VAP LIN (%) STR (%) WOB (%) ALH (um) BCF (Hz)
(Hm/s) (um/s)
PARAMETRO CINETICO

Figura 4.37: Valores medios obtenidos para cada uno de los pardmetros analizados en el T0 y tras el
descongelado, tanto en ausencia como en presencia de cafeina.

Distintos superindices entre TO y el Descongelado, dentro de cada pardmetro, revelan diferencias significativas (p<0,05).
La presencia de * indica variaciones significativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeina.

Al analizar los datos correspondientes a cada verraco en particular (tablas|9.11}(9.12,9.13|y
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4. RESULTADOS

de los anexos), queda reflejada, tanto en las muestras iniciales como en las descongeladas, la
existencia de una gran variabilidad entre animales, presentando diferencias significativas (p<0,01)
entre ellos en todos los pardmetros, con la excepcion del STR en el TO donde no se observan

diferencias en la respuesta de los distintos verracos en las muestras incubadas con cafeina.

Respuesta y evolucion de los parametros cinéticos individuales durante la prueba de
la termorresistencia.

La incubacion a 39 °C (tabla produce un incremento inicial (p<0,05) a la hora y media
de incubacion en los valores de todos los parametros excepto de la ALH. A partir de entonces,
se observa un descenso paulatino (p<0,05) en los tres parametros que reflejan la velocidad del
espermatozoide (VCL, VSL y VAP), que pasa a ser mds acusado tras las 7 horas (p<0,01). El
resto de parametros no presenta un patron definido a lo largo de la incubacién, no variando de
manera sustancial respecto a los valores mostrados en el T1,5 y experimentando también una

reduccion de los niveles en el T7.

EVOLUCION PARAMETROS CINETICOS EN LA TERMORRESISTENCIA

SIN CAFEINA
T0 (5185) T1,5 (5061) T3 (4966) T4,5 (4112) T7 (1856)
Media PV Media P&V Media  P%V' Media %V Media PSSV
tip. tip. tip. tip. tip.

VCL (um/s) 53,48 3515 5573 30,95 5358 31,06 50,50° 30,41 3526° 26,14
VSL (um/s) 31,76 27,11 39,11° 2560  38,16° 26,08 37,08 26,22 24,40° 21,80
VAP (um/s) 44,07* 32,70 48,18° 29,12  4589° 2866  43,30° 27,96 28,60° 23,62
LIN (%) 55,26 2451 68,04° 21,92  68,82° 21,32  70,41° 20,99 6393 2360
STR (%) 69,28%° 22,67 7991" 18,87 81,40° 18,25 83,13 17,24 80,69 17,99
WOB (%) 77,52 16,24 83,60° 1348 83,05 1337 8313 1353 76,76° 17,36
ALH (um) 1,807 0,96 1,767 0,85 1,76° 0,92 1,67° 0,89 1,30° 0,77
BCF (Hz) 6,54 2,92 7,41° 2,82 7,34° 2,86 7,35 2,83 6,74° 2,95

Tabla 4.55: Valores medios obtenidos, sin la adicion de cafeina, en cada uno de los parametros analizados
a lo largo de la prueba de la termorresistencia.
Distintos superindices entre tiempos, dentro de cada pardmetro, revelan diferencias significativas (p<0,05). Al lado de

cada tiempo figura entre paréntesis el numero de espermatozoides analizados.

Al incubar las muestras con cafeina (tabla , observamos que las tres velocidades calcu-
ladas y la ALH van aumentando de forma paulatina a lo largo de la incubacién hasta las cuatro
horas y media para, a continuacion, caer ligeramente (p<<0,05) tras las siete horas. Por su parte,
los resultados obtenidos para LIN, STR, WOB y BCF van aumentando, en lineas generales, a lo

largo de los cuatro puntos de referencia tomados durante las siete horas de incubacioén.

En las figuras {4.38] [4.39] .40 y 4.41] podemos observar el efecto provocado por la cafeina
en los tiempos de control establecidos; practicamente en todos se produce un aumento (p<0,05)
de los parametros VCL, VSL, VAP, LIN, WOB y ALH, siendo la BCF el tnico que disminuye

los valores en todos los tiempos, exceptuando el T7, donde muestra un incremento (p<0,05). El

STR no muestra diferencias (p>0,05) en los valores calculados con y sin cafeina durante casi
toda la prueba, inicamente después de las siete horas de incubacién apunta un leve incremento

(p<0,05) en las muestras estimuladas.
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4.3 Experimento 2: Evaluacién de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

EVOLUCION PARAMETROS CINETICOS EN LA TERMORRESISTENCIA

CON CAFEINA
TO (5140) T1,5 (5572) T3 (5303) T4,5 (5184) T7 (4435)
Media D‘?SV' Media Dgsv. Media D?SV' Media D?SV' Media Dgsv.
tip. tip. tip. tip. tip.

VCL (um/s) 49,29° 3292 57,93 31,22 5898 3264 6534 3506 5942° 3453
VSL (um/s)  33,15° 27,37 41,84° 27,47  42,44%° 27,78 47,30 29,66  44,02° 29,48
VAP (um/s) 42,23° 31,09 50,86° 29,95 51,74° 30,35 57,06 32,04 52,14 32,04
LIN (%) 62,62° 24,67 6931° 22,40 70,24° 21,55 71,47 20,75  72,96° 21,28
STR (%) 74,92* 2155 80,11° 19,14 80,76° 18,97 82,15 18,28 83,70° 18,14
WOB (%) 81,30° 15,89 84,83 13,36 85,62¢ 12,40 8583 11,80 8582 12,60
ALH (um) 1,607 0,88 1,76° 0,83 1,82° 0,93 2,00° 1,04 1,77° 0,93
BCF (Hz) 6,452 2,80 7,11° 2,73 7,09° 2,64 7,12° 2,70 7,35° 2,72

Tabla 4.56: Valores medios obtenidos, con la adicion de cafeina, en cada uno de los parametros analizados
a lo largo de la prueba de la termorresistencia.
Distintos superindices entre tiempos, dentro de cada pardmetro, revelan diferencias significativas (p<0,05). Al lado de

cada tiempo figura entre paréntesis el numero de espermatozoides analizados.

VCL VSL

70,00 50,004

BSIN CAFEINA ESIN CAFEINA
65,00 I CON CAFEINA ECON CAFEINA

PROMEDIO (um/s)
PROMEDIO (um/s)

T0 T15 T3 T4,5 T7 TO T15 T3 T45 T7
PRUEBA PRUEBA

Figura 4.38: Valores medios de la VCL y de la VSL, en presencia y ausencia de cafeina, durante la
prueba de la termorresistencia..
La presencia de * indica variaciones significativas (p<0,05) entre muestras con y sin cafeina.

VAP LIN

60,00 75,00 =
DSIN CAFEINA D SIN CAFEINA
55,004 W CON CAFEINA W CON CAFEINA

70,004

50,00+

45,00 65,00

40,004

PORCENTAJE

60,004

PROMEDIO (um/s)

55,004

T0 T15 T3 T4,5 T7 T0 T15 T3 T4,5 T7
PRUEBA PRUEBA

Figura 4.39: Valores medios de la VAP y del LIN, en presencia y ausencia de cafeina, durante la prueba
de la termorresistencia.

La presencia de * indica variaciones significativas (p<0,05) entre muestras con y sin cafeina.
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STR woB

ESIN CAFEINA
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T0 T15 T3 T4,5 T7 T0 T15 T3 T4,5 T7
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Figura 4.40: Valores medios del STR y del WOB, en presencia y ausencia de cafeina, durante la prueba
de la termorresistencia.

La presencia de * indica variaciones significativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeina.

ALH BCF

- :
o ESIN CAFEINA 7,404 BSIN CAFEINA
00 W CON CAFEINA B CON CAFEINA

7,204

7,004

6,80

PROMEDIO (Hz)

6,60

PROMEDIO (um)

6,404

PRUEBA PRUEBA

Figura 4.41: Valores medios de la ALH y de la BCF, en presencia y ausencia de cafeina, durante la
prueba de la termorresistencia.
La presencia de * indica variaciones significativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeina.

Al comparar los resultados obtenidos para las dos razas estudiadas (tabla de los anexos),
se comprueba que, en las muestras sin cafeina, los dos ultimos tiempos de control presentan un
mayor numero de pardmetros en los que la respuesta es diferente en funciéon de la raza; asi, en el
T4,5 y en el T7 aparecen diferencias significativas (p<0,05) en las medias de los tres parametros
de velocidad, de la ALH y de la BCF, siendo los valores de la raza Landrace superiores a los de
la Large White.

La administraciéon de cafeina provoca un incremento en el nimero de pardmetros en los que
se detectan diferencias estadisticamente significativas entre razas, sobre todo en el T1,5 y en el
T3. Por otra parte, y al contrario de lo ocurrido en las muestras sin cafeina, los valores obtenidos
por la raza Large White son mas altos (p<0,05) en los parametros VCL, VSL, VAP, WOB y
ALH en todos los analisis realizados a lo largo de la incubaciéon. La BCF, por su parte, muestra
diferencias significativas (p<0,05) solo durante la primera mitad de la incubacion, siendo también

en este caso inferiores los promedios calculados para la raza Landrace.
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4.3 Experimento 2: Evaluacién de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

El analisis estadistico realizado con el fin de determinar posibles diferencias entre la res-

puesta de los pardmetros cineméticos mostrados por el conjunto de los espermatozoides de los

ocho verracos empleados (tablas [9.11] [9.12] 9.13| y [9.14] de los anexos) revela que, en practica-

mente todos los tiempos de incubacién, tanto con cafeina como sin ella, aparecen diferencias
significativas (p<<0,05). Los dos pardmetros que muestran una mayor estabilidad en los prome-
dios calculados para los ocho verracos fueron el STR y el WOB, siendo el primero, el tinico que,

en la incubacion sin cafeina, muestra una respuesta similar (p>0,05) en todos ellos a las 4,5 horas.

Respuesta y evolucion de los parametros cinéticos individuales en la prueba del cho-
que a frigore.

En la tabla se recogen los resultados obtenidos, para los ocho parametros cinéticos, en los
andlisis realizados sin la adicién de cafeina, tras la ejecucién de los distintos choques a frigore
efectuados. La respuesta de los diferentes parametros durante las cinco horas de incubacién a 20
OC se refleja ademés, de una forma mas clara en las figuras numeradas del al [4.45]

EVOLUCION PARAMETROS CINETICOS EN LA PRUEBA DEL CHOQUE A FRIGORE

SIN CAFEINA
TO (5185) SO0 (541) S1(1113) S2 (1560) S3(1803) S5 (1952)
Desv. Desv. Desv. Desv. Desv. Desv.

Media tip. Media tip. Media tip. Media  tip. Media tip.  Media tip.
VCL (um/s) 53,48% 35,15 81,04° 43,18 104,47° 39,39 104,43° 39,50 103,07° 40,81 99,54 4285
VSL (um/s) 31,76% 27,11 43,98° 28,29 51,75° 25,60 51,49° 24,35 50,92° 2591 47,24 2571
VAP (um/s) 44,07 32,70 56,04° 30,31 67,01° 2541 67,55° 24,88 66,33 26,16 63,20° 26,87
LIN (%) 55,26 24,50 54,73% 20,02 50,68° 1896 51,38° 20,01 51,31° 19,71 49,91° 20,72
STR (%) 69,28% 2267 77,01 18,97 76,14® 1955 7588° 20,18 75,65 18,83 74,04° 20,18
WOB (%) 77,52° 16,24 69,58° 14,32 6551° 13,48 66,64° 14,31 66,62° 14,96 66,08° 15,70
ALH (um) 1,80° 0,96 3,16° 1,86 4,31° 187 429° 194 421* 201 4211° 2,04
BCF(Hz) 654*° 292 736" 325 7028 314 718" 309 708 300 682° 313

Tabla 4.57: Valores medios obtenidos, sin la adicion de cafeina, en cada uno de los parametros analizados
a lo largo de la prueba del choque a frigore.

Distintos superindices entre pruebas, deniro de cada pardmetro, revelan diferencias significativas (p<0,05). Al lado de
cada prueba figura entre paréntesis el numero de espermatozoides analizados.

La VCL, al igual que los otros dos pardmetros de velocidad (VAP y VSL), sufre un aumento
importante (p<0,01) tras la realizacion del descenso brusco de temperatura en todos los tiempos
de incubacion; estos valores van aumentando después de los dos primeros choques (SO y S1) pa-

ra, posteriormente, permanecer estables hasta la valoracién realizada en el S5, donde disminuyen
(p<0,05).

En cuanto al pardmetro LIN, el efecto del choque produce una leve caida en sus valores, no
resultando ésta ser significativa tras el S0, pero si en el resto de choques, manteniéndose cons-

tantes los valores en el S1, el S2 y el S3, y disminuyendo algo mas en el S5.

Los diferentes choques a frigore realizados a lo largo de la prueba provocan en el STR un
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4. RESULTADOS

incremento de sus valores (p<<0,05), que no es homogéneo en todos ellos, ya que se mantiene
constante durante los tres primeros, para empezar a disminuir de forma leve en el S3, siendo ya
estadisticamete significatica la diferencia (p<0,05) en el S5.

El WOB reduce sus promedios después de todos y cada uno de los choques realizados, siendo
el primero el que experimenta un descenso menor. A partir de entonces, del S1 al S5, la respuesta

es similar.

La ALH y la BCF se incrementan tras la realizaciéon de los choques, si bien difieren entre
ellas en su evolucion; asi, la ALH va incrementando sus valores (p<<0,05) en el SO y el S1 y, a
partir de entonces, comienzan a descender, si bien las diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) no se presentan hasta el S3. La BCF, por su parte, va disminuyendo de forma paulati-
na durante la incubacién, siendo estadisticamente significativo solo el descenso mostrado tras el

choque realizado a las 5 horas.

La tabla [£.58] y las figuras a muestran los resultados y la evolucion de los dife-
rentes parametros cinéticos con adicién de cafeina tras la realizacion de los diferentes choques.
El comportamiento de la VCL y la VSL es similar al observado en las muestras sin cafeina,
presentando también un incremento importante (p<<0,05) y progresivo en sus valores tras los
dos primeros choques para, a continuacién, mantenerse constantes en el S2 y el S3, y descender
significativamente (p<0,05), con respecto a los resultados obtenidos tras los anteriores choques,
en el S5. La VAP muestra practicamente el mismo patrén, variando s6lo en que el incremento

inicial observado en los valores tras el SO se mantiene hasta el S3.

EVOLUCION PARAMETROS CINETICOS EN LA PRUEBA DEL CHOQUE A FRIGORE

CON CAFEINA
TO (5140) SO0 (826) S1(1329) S2 (1951) S3 (2067) S5 (2356)
Desv. Desv. Desv. Desv. Desv. Desv.

Media tip. Media tip. Media tip. Media tip. Media tip. Media tip.

VCL (um/s) 49,29° 32,92 101,00° 44,66 109,18° 40,15 109,53° 43,07 108,38° 42,47 95,76° 4568
VSL (um/s) 33,15° 27,37 58,94° 3579 64,10° 32,03 63,34° 31,41 63,07° 31,49 5576° 31,11
VAP (um/s) 42,23% 31,09 77,92° 3598 79,45° 2982 78,10° 31,07 77,67° 3062 6875 31,91
LIN (%) 62,62° 24,67 59,54° 24,05 5941° 2205 5886° 20,68 59,07° 21,04 5947° 21,08
STR (%) 74,92 21,55 7547° 2423 79,00° 21,24 79,88 19,49 79,79° 20,16 79,37° 19,61
WOB (%) 81,30° 15,89 77,74 13,71 73,87 13,87 7246° 1384 7285% 14,01 73,62° 14,32
ALH (um) 1,60° 088 334> 179 389 1,82 4,00° 193 393 190 355° 1,98
BCF (Hz) 645° 280 7,00° 368 748 361 759° 352 7,62 342 753 332

Tabla 4.58: Valores medios obtenidos, con la adicion de cafeina, en cada uno de los pardmetros analizados
a lo largo de la prueba del choque a frigore.

Distintos superindices entre pruebas, dentro de cada pardmetro, revelan diferencias significativas (p<0,05). Al lado de

cada prueba figura entre paréntesis el numero de espermatozoides analizados.

La ALH, la BCF y el STR se comportan de forma parecida, si bien, mientras el primer
pardmetro muestra el mismo patréon que la VSL y la VCL, los otros dos difieren en que el
descenso de los valores reflejado tras las 5 horas no se produce.

Los parametros WOB y LIN, al igual que sucedia en las muestras sin cafeina, son los Ginicos
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4.3 Experimento 2: Evaluacién de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

que reducen sus valores (p<0,05) tras los choques a frigore; en el WOB los valores descienden
progresivamente en los tres primeros choques, se mantienen constantes en el S3 y experimentan
un incremento en el S5. Por su parte, el LIN es el tinico parametro que muestra la misma res-

puesta al choque independientemente del momento de incubacién.

La adicién de cafeina a las muestras tras cualquiera de los choques produce un incremento

generalizado en todos los pardmetros (figuras [4.42} 4.43] 4.44)y 4.45)), con dos tnicas excepciones:

la ALH, en la que en todos los choques se produce, salvo en el inicial, un descenso significativo
(p<0,05) con respecto a las muestras sin cafeina, y la BCF en la que el descenso se produce en
el SO. En el resto de parametros y tiempos este incremento resulta ser significativo (p<0,05) en
la practica mayoria, exceptuando tnicamente los valores obtenidos para el STR tras el choque

de las 0 horas.

VCL VSL

115,00 7 65,00+
mCON CAFEA
| BCON CAFEINA

105,004 60,004

95,00 55,00

85,00 50,004

75,004 45,004

PROMEDIO (umi/s)
PROMEDIO (um/s)

65,004 40,004

35,004

TO S0 S1 s2 S3 S5 T0 S0 S1 S2 S3 S5
PRUEBA PRUEBA

Figura 4.42: Valores medios de la VCL y de la VSL, en presencia y ausencia de cafeina, durante la
prueba del choque a frigore.
La presencia de * indica variaciones significativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeina.

VAP LIN
80,00 65,00 ESIN CAFEINA
- W CON CAFEINA
75,004] ESIN CAFEINA
| MCON CAFEINA 60,00
70,004
65,00 55,00
Q
H J w
£ 6000 2 50,00
2 =
o 55,00 &
u o
g 0 g ] l & l l l
3 1007 a o
£ © & 3 5
45,004 40,004 l 8 l S l S l g
40,004
35,004
35,004
30,00+ 30,00+
TO SO0 S1 S2 S3 S5 TO SO0 S1 S2 S3 S5

PRUEBA PRUEBA
Figura 4.43: Valores medios de la VAP y del LIN, en presencia y ausencia de cafeina, durante la prueba

del choque a frigore.

La presencia de * indica variaciones significativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeina.
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STR woB

85,00 85,00
ESIN CAFEINA
80,0097| EICON CAFEINA

75,004

D SIN CAFEINA
B CON CAFEINA

70,004

65,00

PORCENTAJE
PORCENTAJE

60,00

55,004

TO S0 S1 S2 S3 S5 TO SO0 S1 S2 S3 S5
PRUEBA PRUEBA

Figura 4.44: Valores medios del STR y del WOB, en presencia y ausencia de cafeina, durante la prueba

del choque a frigore.

La presencia de * indica variaciones significativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeina.

ALH BCF
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To S0 st s2 s3 S5 To so s1 s2 s3 s5

PRUEBA PRUEBA

Figura 4.45: Valores medios de la ALH y de la BCF, en presencia y ausencia de cafeina, durante la
prueba del choque a frigore.

La presencia de * indica variaciones significativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeina.

Al analizar los resultados por raza (tabla de los anexos), observamos que las diferencias
(p<<0,05) entre ellos son evidentes para muchos de los parametros y tiempos en las muestras sin
cafeina, y que en aquellas con estimulacién quimica, el nimero de parametros en los que se apre-
cian diferencias se reduce considerablemente. Cabria destacar que la VAP es el Gnico pardmetro
que, en las muestras sin cafeina, permanece constante (p>0,05) entre las dos razas en todos los

tiempos de incubacién.

Al igual que sucedia en la prueba de termorresistencia, al comparar la respuesta de los
ocho verracos para los diferentes parametros se observan, en practicamente todos los tiempos de
incubacién, tanto con cafeina como sin ella, diferencias significativas. En las muestras incubadas
sin cafeina la respuesta en el SO para las tres velocidades calculadas es similar en todos los
animales, al igual que en el 51 y el S2 para la BCF. En aquellas otras incubadas con el estimulante
de la movilidad, los valores s6lo se mantienen constantes en el SO para la VCL (tablas ,

y de los anexos).
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4.3.1.2. Respuesta de los parametros cinéticos individuales en funcién de la aptitud

para la congelacion de los diferentes eyaculados.

Respuesta de los parametros cinéticos individuales en fresco y tras la criopreserva-
cion de las muestras, en funcién de la capacidad de congelacion de los diferentes
eyaculados.

Al analizar los resultados en funcién del grupo de calidad establecido (tabla[9.19]de los anexos)
en las muestras recogidas en tiempo 0, aun existiendo diferencias (p<0,05) entre ellos en algunos
pardmetros, no se observa ningin patrén claro, ya que en muchos casos los valores de los eya-
culados clasificados como malos congeladores (MC) son intermedios respecto a los recogidos en
los buenos (BC) y medios congeladores (CM); solo para los parametros LIN, WOB y BCF, los

valores del grupo MC son significativamente inferiores (p<0,05).

Tras el descongelado, se observa que las muestras pertenecientes al grupo BC presentan me-
dias mas altas (p<0,01) para la VCL, la VSL y la VAP, seguido de los congeladores medios y
malos, al contrario que sucede con la BCF, en la que los valores més altos correspondieron al
grupo MC y los méas bajos al BC (p<0,05).

Al anadir cafeina a las muestras (tabla de los anexos), aparecen diferencias (p<0,05)
entre los grupos de calidad en el T0O para las tres velocidades (VSL, VCL y VAP), mientras
que en la ALH y en el WOB éstas desaparecen. En el resto de pardmetros la comparacion de
los tres grupos de calidad muestra la misma respuesta que en la incubacién sin cafeina, puesto
que el LIN y el STR no mostraron diferencias entre grupos, mientras que en la BCF el grupo
MC permanecié con valores significativamente mas bajos (p<0,05) que los de los otros dos. En
las muestras descongeladas se refleja una pérdida del patréon establecido anteriormente para los
parametros de velocidad y se mantiene el observado en la BCF, ya que el grupo MC sigue siendo

el que presenta valores mas altos (p<0,05).

Respuesta de los parametros cinéticos individuales con la incubacién a 39 2C, en
funcién de la capacidad de congelaciéon de los diferentes eyaculados.

A la hora y media de incubacién (tabla[9.19]de los anexos), aquellos eyaculados pertenecientes
al grupo MC muestran valores mas bajos (p<0,05) en todos los parametros menos en la ALH y
el WOB. Posteriormente, a las tres horas se invierte la respuesta, siendo este grupo el que valores
més altos (p<0,05) obtiene en cuatro de los ocho pardmetros analizados (VCL, VSL, VAP y
WOB). A partir de aqui, se igualan bastante los resultados entre los tres grupos, no mostrando
un patrén claro de respuesta, puesto que en muchos casos, y como ocurria en los valores analizados
en las muestras iniciales y descongeladas, aun existiendo diferencias significativas (p<0,05) entre
ellos, los valores del grupo MC se sittan entre los congeladores buenos y medios. No obstante,
en cuatro parametros en el T4,5 (VCL, VSL, VAP y BCF) y en seis de ellos en el T7 (los cuatro
anteriores ademas del WOB y de la ALH), aquellos eyaculados con una buena capacidad de
congelacién presentan medias superiores al grupo MC, siendo en todos ellos significativas las

diferencias (p<<0,05), excepto en las tres velocidades del T4,5.
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En las muestras con adicién de cafeina (tabla de los anexos), se recogen resultados in-
versos a los obtenidos sin ella, destacando que durante practicamente toda la incubacién, en la
VCL, en la VAP y en el WOB los valores més altos corresponden a aquellos eyaculados que peor
congelan, siendo estadisticamente significativa la diferencia (p<<0,05) con los del grupo BC, en
todos los tiempos menos en el T7 para estos tres parametros y en el T4,5 para el WOB. La BCF,
por su parte, muestra niveles inferiores (p<0,05) en el grupo MC que en los otros dos durante
las siete horas de duracion de la prueba, si bien en el T7 las diferencias no son estadisticamente

significativas con el grupo BC.

Respuesta de los parametros cinéticos individuales en la prueba del choque a frigore,
en funciéon de la capacidad de congelacion de los diferentes eyaculados. Los valores
observados en esta prueba para los diferentes grupos de calidad de los eyaculados se presentan
en la tabla[0.21] de los anexos.

La realizacién de un choque a frigore sin que las muestras hayan sufrido un tiempo de esta-
bilizacion a 20 °C, no nos muestra diferencias resefiables entre los citados tres grupos. Una vez
transcurrida una hora a la citada temperatura, los espermatozoides del grupo MC presentan,
tras la realizacion del correspondiente choque (S1), valores medios inferiores (p<0,05) en la VSL,
la VCL y la ALH a los del grupo BC, suméandose a éstos, tras el S2, el STR y la VAP. En el
S3 las diferencias estadisticamente significativas, entre el grupo MC y el BC, se reducen a tres
parametros ALH, LIN y WOB, siendo en estos dos tultimos el grupo MC el que presenta un valor

medio més elevado.

En el S5 se invierte la tendencia que han presentado las tres velocidades hasta este momento,
en la que los eyaculados del grupo BC presentan valores més elevados que los del grupo MC, si
bien, las diferencias observadas s6lo son estadisticamente significativas (p<0,05) en la VAP. En
el resto de parametros estas diferencias entre el grupo BC y MC no se reflejan, siendo el grupo
CM el que presenta en algunos casos (VCL y ALH) los valores medios mas elevados (p<0,05).

Al anadir cafeina a las muestras (tabla de los anexos), se observa que en el S0, el grupo
MC presenta velocidades medias méas bajas que el BC, si bien las diferencias s6lo presentan
significacion estadistica en la VCL y en la VSL. La BCF| por el contrario, muestra valores maés
elevados cuanto peor congela un eyaculado, siendo este momento el tnico en el que se refleja
significacién estadistica en este pardmetro entre los grupos BC y MC a lo largo de toda la
prueba.

Si tomamos como referencia las tres velocidades calculadas, observamos la misma tendencia
que en el SO en las tres primeras horas de incubacién, donde el grupo BC presentaba medias més
altas que el grupo MC, si bien, la significacion estadistica sélo aparece en la VSL en el S1, en las
tres en el S2 y en la VSL y en la VAP en el S3. Esta tendencia se invierte en el S5, donde el grupo
MC muestra valores més elevados en las tres velocidades, siendo significativamente diferentes sélo
en la VAP.

El LIN, el STR y el WOB presentaron resultados estadisticamente similares entre el grupo

BC y MC en practicamente toda la prueba, reduciéndose las diferencias entre ellos (p<0,05) al
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LIN y al STR en el S1 y al STR en el S3, siendo en estos casos siempre superiores los valores del
grupo BC.
La ALH no muestra diferencias (p>0,05) entre los citados grupos en toda la prueba, salvo en

el S2, donde los valores medios del BC fueron claramente superiores a los del MC.

4.3.1.3. Determinacion de la congelabilidad de un eyaculado a partir de los valores

observados en los parametros cinéticos individuales.

Mediante los parametros cinéticos del semen fresco.

En la tabla {.59 aparecen reflejados los indices de correlacion estadisicamente significativos
(p<0,05) obtenidos entre los diferentes parametros cinéticos analizados en el T0, tanto en presen-
cia como en ausencia de cafeina, y el indice de congelabilidad, asi como entre ellos y la resistencia
a la criopreservaciéon de la movilidad espermatica y del acrosoma. S6lo dos parametros muestran
alguna correlacion significativa con estos indices; en las muestras incubadas sin cafefna, el WOB
presenta un {ndice de correlacién con la congelabilidad de 0,35 y en las estimuladas quimicamente
es el STR el que presenta correlacién negativa con la resistencia del acrosoma a la congelacion
(r=-0,33).

RESIST. ACROSOMA A LA

CAFEINA PRUEBA CONGELABILIDAD CONGEL.
NO TO WOB (%) ;348
S| TO STR (%) -325

Tabla 4.59: Coeficientes de correlacion estadisticamente significativos (p<0,05) entre los valores de los
diferentes pardmetros cinéticos en en T0 y los indices calculados postdescongelacion.

Tras el anélisis de regresion multiple, los dos modelos originados elevan la correlacién a un
0,56 en las muestras sin cafeina y a un 0,52 en aquellas otras a las que si se les administro
el estimulante de la motilidad. La explicacién de la variabilidad del indice de congelabilidad a
partir de los parametros cinéticos estudiados en estos dos modelos es de un 27,3 % y de un 24,9 %,
respectivamente (tabla [4.60).

Coeficientes no Coeficientes

estandarizados estandarizados
PRUEBA CAFEINA Modelo B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) -99,526 42,368 -2,349 ,024
NO 2 BCF (Hz) 8,983 3,242 ,381 2,770 ,009
T0 WOB (%) 1,334 ,507 ,362 2,631 ,012
st (Constante) -2,990 17,730 -,169 ,867
BCF (Hz) 10,254 2,748 ,518 3,731 ,001
NO CAF. n=40 r=0.557 r’=0.310 r‘ correg.=0,273 Anova: F=8,324 p<0,01
CAF. n=40 r=0.518 r’=0.268 r correg.=0,249 Anova: F=13,919 p<0,01

Tabla 4.60: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad calculado con los valores de los
pardmetros cinéticos en el T0.
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Las ecuaciones de regresiéon obtenidas son las siguientes:
TO (sin CAF): Congelabilidad = —99,526 + 8,983(BCF) + 1,334(WOB)

TO0 (con CAF): Congelabilidad = —2,990 — 10, 254(BCF)

Mediante los parametros cinéticos observados en la prueba de la termorresistencia.

La prueba de termorresistencia no nos proporciona una informacién mas precisa para la pre-
diccion de la congelabilidad que la aportada por las valoraciones del semen fresco, apareciendo
significacion estadistica anicamente en dos de los cuatro tiempos analizados, el T3 y el T7 (tabla
. En el T3 la velocidad mostrada por los espermatozoides en los tres parametros de medida
(VCL, VSL y VAP), y la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) reflejan corre-
laciones positivas de en torno a un 0,35 con la congelabilidad, destacando la VSL que resulta ser,
ademés, la dnica que muestra un indice de correlacion significativo con la resistencia del acroso-
ma. Por su parte, en el T7 la BCF, con una correlacion con la congelabilidad de 0,38, es el dnico
parametro relacionado significativamente (p<<0,05) con alguno de los indices posdescongelacion

calculados.

CAFEINA PRUEBA CONGELABILIDAD RESIST. ACROSOMA A LA

CONGEL.
VCL (um/s) ,337
T3 VSL (um/s) ,345 321
NO VAP (um/s) ,329
ALH (um) ,354
T7 BCF (Hz) ,379

Tabla 4.61: Coeficientes de correlacion estadisticamente significativos (p<0,05) entre los valores de los
diferentes pardmetros cinéticos en ela prueba de la termorresistencia y los ndices calculados postdescon-
gelacion.

Tras establecer las correlaciones existentes, se efectiia el andlisis multivariante de regresion
para la congelabilidad de los eyaculados, empleando los valores de los diferentes pardmetros
en cada uno de los tiempos analizados, tanto en presencia como en ausencia de cafeina. Los
resultados se muestran en las tablas {.62] 4.63| y [4.64]

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados
PRUEBA CAFEINA Modelo B Error tip. Beta t Sig.
NO 1 (Constante) -2,650 22,396 -, 118 ,906
BCF (Hz) 8,859 3,019 ,430 2,934 ,006
T1,5 (Constante) 93,614 48,731 1,921 ,062
Si 2 BCF (Hz) 15,973 3,426 ,684 4,663 ,000
WOB (%) -1,697 ,646 -,386 -2,627 ,012
NO CAF. n=40 r=0.430 r’=0.185 r° correg.=0,163 Anova: F=8,610 p<0,01
CAF. n=40 r=0.611 r’=0.373 r? correg.=0,339 Anova: F=11,013 p<0,01

Tabla 4.62: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad calculado con los valores de los
pardmetros cinéticos en el T1,5.
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Coeficientes no

Coeficientes

estandarizados estandarizados
PRUEBA CAFEINA Modelo B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) 129,767 52,623 2,466 ,018
NO 2 BCF (Hz) 12,254 3,959 473 3,095 ,004
T3 WOB (%) -1,890 674 -,428 -2,804 ,008
si (Constante) -4,641 24,596 -,189 ,851
BCF (Hz) 9,531 3,464 ,408 2,752 ,009
NO CAF. n=40 r=0.506 r’=0.256 r correg.=0,216 Anova: F=6,374 p<0,01
CAF. n=40 r=0.408 r’=0.166 r? correg.=0,144 Anova: F=6,572 p<0,01

Tabla 4.63: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad calculado con los valores de
pardmetros cinéticos en el T3.

los

Coeficientes
estandarizados

Coeficientes no
estandarizados

PRUEBA CAFEINA Modelo B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) 58,659 33,169 1,768 ,085

T7 Sl 2 BCF (Hz) 9,490 3,528 ,398 2,690 ,011
LIN (%) -,893 ,367 -,360 -2,429 ,020

n=40 r=0.476 r’=0.226 r correg.=0,185 Anova: F=5,412 p<0,01

Tabla 4.64: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad calculado con los valores de los

pardmetros cinéticos en el T7.

No se pueden realizar modelos estadisticamente aceptables para la prueba del T4,5, ni con

cafeina ni sin ella, al igual que sucede en el T7 sin cafeina. En todos los modelos creados

se

utiliza la BCF, bien como la tnica variable introducida en el modelo, como en el T1,5 sin cafeina

o el T3 con ella, o bien en combinacién con otra, como el WOB en el T1,5 con cafeina o en el

T3 sin ella, o con el LIN en el T7 con cafeina. De todos los modelos, el que explica una mayor

proporcién de la variabilidad de la congelabilidad es el creado para las muestras incubadas con

cafefna en el T1,5. Las ecuaciones de regresion generadas a partir de los citados modelos son las

siguientes:
T1,5 (sin CAF.): Congelabilidad = —2,650 + 8,859(BCF)
T1,5 (con CAF.): Congelabilidad = 93,614 + 15,973(BCF) — 1,697(WOB)
T3 (sin CAF.): Congelabilidad = 129,767 + 12, 254(BCF) — 1,890(WOB)
T3 (con CAF.): Congelabilidad = —4,641 + 9,531(BCF)

T7 (con CAF.): Congelabilidad = 58,695 + 9,490(BCF) — 0,893(LIN)

Mediante los parametros cinéticos observados en la prueba del choque a frigore.

La prueba del choque a frigore, al igual que sucedia con las subpoblaciones o con los otros

pardmetros analizados en el experimento 1, resulta ser mucho mas indicativa que la termorresis-

tencia o que la valoracién del semen fresco, al mostrar en todos los tiempos en el que se analizaron
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las muestras, excepto en el SO sin cafeina, correlaciones significativas con alguno de los cuatro
indices posdescongelacién, siendo la VSL en el S2 en las muestras no estimuladas quimicamente,
el Ginico parametro con correlaciones significativas con todos ellos y, a su vez, el anico que las

muestra con la resistencia del acrosoma a la congelacion (tabla 4.65)).

RESIST.
CAFEINA PRUEBA COASE AcROSOUA'ALA NOVLIDADALA (MOMUDAD
: : CONGEL.
s1 WOB (%)  -,501 -,418
ALH (um) 327 373 357
VCL (um/s)  ,359
VSL (um/s) 449 326 338 332
S2 VAP (um/s) ,314
WOB (%)  -314
ALH (um) 412
NO VCL (um/s) 1398
LIN (%) -,437
S3 STR(%)  -,336
WOB (%)  -,414 -,379
ALH (um)  ,343 455 ,359
VCL (um/s) ,316
S5 LIN (%) -,463 -,398
WOB (%)  -,479 -422
ALH (um)  ,344 363 377
0 ALH (um) 353
BCF (Hz)  -400
VSL (um/s) 519 525 589
s1 LIN (%) 362 ,399 ,566
STR (%) 556 503 713
VSL (um/s) 332
Sl S2 ALH (um)  ,380 414
BCF (Hz) 422 1395
o VSL(umis) 365 326
STR (%) 348
VCL (um/s) ,316
VSL (um/s) ,330
WOB (%)  -,320 -317
ALH (um) 1339

Tabla 4.65: Coeficientes de correlacion estadisticamente significativos (p<0,05) entre los valores de los
diferentes pardmetros cinéticos en la prueba del choque a frigore y los indices calculados postdescongela-
cion.

En las muestras sin cafeina, el WOB es el pardmetro més correlacionado con la congelabili-
dad, tanto porque muestra significacién estadistica en todos los tiempos analizados, excepto en
el SO, como porque presenta el valor mas alto de todos, con un 0,50 en el S1, siendo todas las

correlaciones negativas, como también lo son las de las otras dos ratios de velocidad analizadas
(el LIN y el STR).
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Las mejores correlaciones encontradas con la resistencia de la movilidad al proceso de con-
gelacion /descongelacion, con y sin cafeina, se observan en la ALH, que tanto en el S1 como en
el S3 y el S5, presenta significacién estadistica en ambos casos, asi como el valor més elevado de
todos en el S3.

En las muestras incubadas con cafeina los indices de correlacién por regla general se elevan,
llegando hasta un 0,71 de correlacién entre el STR con la resistencia de la movilidad a la crio-
preservacion analizada con cafeina. Con respecto al indice de congelabilidad, las valoraciones
realizadas tras el choque efectuado a la hora de incubacion a 20 °C resultan las mas correlaciona-
das, presentando valores de 0,52 y de 0,56 con la VSL y el STR, respectivamente. En el S1 estos
mismos parametros son los que presentan las correlaciones més altas con los indices de resisten-
cia de la movilidad a la congelacién sin cafeina. Por su parte, la resistencia del acrosoma a la
criopreservacion no se ve correlacionada significativamente con ninguno de los ocho parametros

analizados en las muestras con cafeina.

Una vez observadas las correlaciones existentes, procedemos a realizar el analisis multivarian-
te de regresién para la congelabilidad de un eyaculado, utilizando para ello los valores mostrados
por cada parametro, tanto en presencia como en ausencia de cafeina, después de cada uno de los
choques a frigore. Los resultados aparecen reflejados en las tablas [4.66] 4.67] {.68| y [£.69]

No es posible realizar modelos estadisticamente aceptables para la prueba del S0, ni con
cafeina ni sin ella, y tampoco para el S3 con cafeina. En las muestras sin cafeina, estos modelos
reflejan correlaciones de 0,50 y de 0,57 en el S1 y en el S2, respectivamente, si bien, el porcentaje
de la varianza del indice de congelabilidad que es explicado por los pardmetros en estas dos
pruebas es notablemente inferior, con valores respectivos de un 23,1 y un 29,2 %. Los modelos
generados a partir de los valores observados en las pruebas realizadas con posterioridad a las 2
horas de incubacion a 20 °C de las muestras (S3 y S5), al contrario de lo que sucedia con los
parametros estudiados en el experimento 1, reflejan indices de regresion mas bajos (del 17,0 y

del 20,9 %, respectivamente).

Coeficientes no Coeficientes

estandarizados estandarizados
PRUEBA CAFEINA Modelo B Error tip. Beta t Sig.
NO 1 (Constante) 147,360 23,768 6,200 ,000
WOB (%) -1,274 ,357 -,501 -3,565 ,001
S1 (Constante) -5,236 11,781 -,444 ,659
Si 2 STR (%) 2,177 ,407 1,740 5,343 ,000
LIN (%) -1,720 ,443 -1,265 -3,886 ,000
NO CAF. n=40 r=0.501 r’=0.251 r correg.=0,231 Anova: F=12,707 p<0,01
CAF. n=40 r=0.714 r’=0.510 r? correg.=0,483 Anova: F=19,224 p<0,01

Tabla 4.66: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad calculado con los valores de los
pardmetros cinéticos en el S1.
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Coeficientes no
estandarizados

Coeficientes
estandarizados

PRUEBA CAFEINA Modelo B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) 81,109 22,550 3,597 ,001

NO 2 WOB (%) -,824 ,311 -,358 -2,645 ,012

VSL (um/s) ;741 ,208 ,481 3,555 ,001

S2 (Constante) -48,177 34,023 -1,416 ,165

si STR (%) 1,078 ,375 ,393 2,872 ,007

ALH (pm) 17,056 4,273 1,042 3,991 ,000

VCL (pm/s) -,370 ,156 -,619 -2,373 ,023

NO CAF. n=40 r=0.573 r’=0.328 r‘ correg.=0,292 Anova: F=9,039 p<0,01
CAF. n=40 r=0.630 r?=0.397 r? correg.=0,347 Anova: F=7,913 p<0,01

Tabla 4.67: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad calculado con los valores de
pardametros cinéticos en el S2.

los

Coeficientes no
estandarizados

Coeficientes
estandarizados

PRUEBA CAFEINA Modelo B Error tip. Beta t Sig.
(Constante) 99,468 12,359 8,048 ,000

S3 NO 1
LIN (%) -,693 231 - 437 2,994 005
n=40 r=0.437 r’=0.191 r? correg.=0,170 Anova: F=8,961 p<0,01

Tabla 4.68: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad calculado con los valores de
pardametros cinéticos en el S3.

los

Coeficientes
estandarizados

Coeficientes no
estandarizados

PRUEBA CAFEINA Modelo B Error tip. Beta t Sig.
NO 1 (Constante) 122,465 17,795 6,882 ,000

S5 WOB (%) -,889 ,264 -,479 -3,366 ,002

st 1 (Constante) 118,539 26,764 4,429 ,000

WOB (%) -, 754 ,362 -,320 -2,086 ,044

NO CAF. n=40 r=0.479 r’=0.230 r correg.=0,209 Anova: F=11,328 p<0,01
CAF. n=40 r=0.320 r’=0.103 r2 correg.=0,079 Anova: F=4,350 p<0,05

Tabla 4.69: Modelo multivariante de regresion para la congelabilidad calculado con los valores de
pardametros cinéticos en el S5.

los

Los modelos obtenidos del andlisis multivariante de regresiéon para las muestras a las que se

les anade cafeina, explican un mayor porcentaje de la varianza en el S1 y el S2, siendo de un

48,3 % para el primero y de un 34,7 % para el segundo. Sin embargo, el modelo establecido en el

S5 explica solo un 7,9 %, que es notablemente inferior al 20,9 % que se obtenia tras ese choque

en las muestras sin cafeina.

Las ecuaciones de regresion generadas para las muestras sin cafeina son las siguientes:
S1: Congelabilidad = 147,360 — 1,274(WOB)

S2: Congelabilidad = 81,109 — 0,824(WOB) + 0,741(VSL)
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S3: Congelabilidad = 99,468 — 0,693(LIN)
S5: Congelabilidad = 122,465 — 0,889(WOB)
Las ecuaciones de regresién generadas a partir de las muestras con cafeina son las siguientes:
S1: Congelabilidad = —5,236 + 2,177(STR) — 1, 720(LIN)
S2: Congelabilidad = —48,177 + 1,078(WOB) + 17,056(ALH) — 0,370(VCL)

S5: Congelabilidad = 118,539 — 0, 754(WOB)

4.3.2. Estudio de subpoblaciones a partir de los parametros cinéticos de los
espermatozoides

4.3.2.1. Determinacion de las subpoblaciones cinéticas presentes en un eyaculado.

Siguiendo el proceso descrito en el epigrafe obtenemos, mediante el método de las
K-means, el mejor agrupamiento de las células espermaéticas al clasificarlas en 40 bins. Una vez
determinado esto, procedemos a realizar, por medio de los algoritmos propuestos por [Ciampi
et al] (2007), el arbol jerarquico o dendograma (figura [4.46), a partir del cual se representa la
altura a la que se encuentran los nodos del mismo (figura , para posteriormente concluir,
basandonos en estos dos graficos, que el ntunero 6ptimo de subpoblaciones en que debemos
agrupar a los espermatozoides es de 3.

Para comprobar la validez de esta teoria, se procede a calcular el indice de Fowlkes-Mallows,
que resulta ser notablemente alto (0,87), y a realizar una representacion de las densidades de los
datos de partida correspondiente a la proyeccion del analisis discriminante lineal (LDA), donde
se constata la existencia de dos focos principales, que agrupan a la mayor parte de los casos y
un tercero mas tenue y disperso, que corresponde a la subpoblacién con un menor nimero de
integrantes (ﬁgura; en concreto, la subpoblacion 1 (SP1) agrupa al 44,23 %, la subpoblacion
3 (SP3) al 41,23 % y, finalmente, la subpoblacion 2 (SP2) al 14,54 % restante. Por tanto, las células
espermaticas de las muestras iniciales se agrupan dentro de las diferentes subpoblaciones de una
forma desigual, reuniendo dos de ellas mas del 85 % de los espermatozoides.

El valor medio de los ocho pardmetros cinéticos en cada una de estas subpoblaciones se
encuentra recogido en la tabla [£. 70}

PARAMETROS CINETICOS
VCL VSL VAP LIN STR WOoB ALH BCF
(umis)  (umfs)  (umis) (%) (%) (%) (um) (Hz)
SUBPOBLACION (SP1) 60,850 49,140 54,489 79,697 89,748 88,602 1,761 7,142
SUBPOBLACION (SP2) 93,854 43,298 78,473 47,061 56,2273 83,845 2914 6,558
SUBPOBLACION (SP3) 27,487 9,646 17,923 35603 55711 63,892 1,307 5,962

Tabla 4.70: Promedio de los pardametros cinéticos en cada subpoblacion.
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Figura 4.46: Dendograma resultante de la aplicacion de los algoritmos de|Ciampi et al.| (2007) donde
se establece el numero de subpoblaciones cinéticas. Los numeros del eje horizontal representan los 40 bins
obtenidos inicialmente.
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Figura 4.47: Altura de los nodos de union en el drbol jerdrquico aglomerativo.
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LD2

LD1

Figura 4.48: Distribucion de densidades de los datos cinéticos tras su proyeccion.

4.3.2.2. Respuesta y evolucién de las subpoblaciones cinéticas en las diferentes

pruebas.

Respuesta de las subpoblaciones cinéticas al proceso de criopreservacion.

El anélisis realizado sobre el porcentaje de espermatozoides calculado para cada subpoblacién,
una vez realizada la descongelacion (tabla evidencia un espectacular incremento (p<0,01),
con respecto a los valores del T0O, en el tamafio de la SP1, en detrimento de la SP3, que reduce su
promedio de forma notable (p<0,01). Por su parte, la SP2 permanece constante tras el proceso
de criopreservacion, mostrando un porcentaje medio estadisticamente no significativo (p>0,05)

respecto al observado en el semen fresco.

La adicién de cafeina provoca, en las muestras de semen fresco, variaciones evidentes en
el tamano de las diferentes subpoblaciones (p<0,05); asi, la SP2 y la SP3 experimentan una
reduccion a favor de la SP1, llegando ésta a albergar al 57,25 % de los espermatozoides tras la
estimulacién quimica. Por su parte, en las muestras descongeladas la adicién de cafeina produce
cambios similares a los observados tras la criopreservaciéon de las muestras, ya que se incrementa
el porcentaje de la SP1 (p<0,05), se reduce el de la SP3 (p<0,05) y se mantiene el de la SP2, si
bien, y a diferencia de lo que sucede en el proceso de congelacion/descongelacion, la tendencia

e