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RESUMEN

La precision en la evaluacién de la calidad del semen criopreservado de verraco que puede obie-
nerse analizando la vitalidad y la motilidad espermadticas se estudiv en 22 eyaculados congeladns
considerando los siguientes aspectos: porcentaje de espermatozoides métiles con y sin estimulacion
por cafeina, porcentaje de espermatozoides vivos con los fluorocromos yoduro de propidio y Ho-
echst 33258, y termorresistencia. Se encontré que el porcentaje de espermatozoides métiles bajo
estimulacién por cafeina, y el porcentaje de espermatozoides vivos vulurado con ¢l fluorocromo yo-
duro de propidio, estimaban la calidad seminal de forma més precisa que el resto de parémetros
analizados, pero el seguimiento de la motilidad espermdtica a lo largo de un perivdo de incuba-
cién a 37°C contribuye en mayor medida al conocimiento de la calidad seminal con implicacivines

practicus.

ABSTRACT

The accuracy of the information provided by the assessment of vitality and motility in cryopreserved
boar semen was studied in 22 frozen ejaculates focusing on the following aspects: motility with and
without stimulation by caffeine, plasma membrane integrity evaluated with both Propidium iodide
and Hoechst 33258, and thermorresistance. We found that the evaluation of motility with caffeine,
and the evaluation of live spermatozoa with propidium iodide, led to a more accurate estimation of
semen quality than did the other studied parameters, although monitoring motility throughout a pe-
riod of incubation at 37 °C contributes to a better knowledge on semen quality with pratical impli-

cations.
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INTRODUCCION

a evaluacion
de la supervivencia espermalicd lrds
el proceso de criopreservacion resul-
ta esencial para el conocimiento de
la calidad seminal. Con este propdsi-
to se estudian frecuentemente la
motilidad y la vitalidad inmediata-
mente después de la descongela-
cion. No obstante, se hace necesario

saber si la informacién que ambos parametros propor-
cionan es suficientemente precisa, pues pudiera ocurrir
que determinados espermatozoides se mostraran inmo-
tiles a pesar de no haber perdido verdaderamente la
capacidad para el movimiento, o que la técnica utilizada
en el analisis de la vitalidad fuera inadecuada o insufi-
cientemente sensible. Prueba de ello es que a menudo se
encuentran espermatozoides vivos e inmotiles en semen
criopreservado, a juzgar por el incremento de motilidad
que se registra cuando la muestra se incuba en presen-
cia de agentes estimulantes de dicha funcion'* y que en
el estudio de la vitalidad pueden constatarse problemas
de coloracion parcial’, sobreestimacion de la poblacién
de espermatozoides muertos®’, y discrepancias entre
colorantes®"?. El objetivo de este trabajo, entonces, es
examinar la fiabilidad que ofrecen determinadas técnicas
de andlisis de la vitalidad y la motilidad en el estudio de
la superviviencia espermatica post-descongelacion.

MATERIAL Y METODOS

Veintidos eyaculados, obtenidos
de once verracos diferentes, fueron utilizados en el
estudio, congelandose en pajuelas de 0,25 ml conforme
al procedimiento descrito por Bwanga et al.”. Inmedia-
tamente después de la descongelacion, el semen fue
diluido (1:20) en BTS a 37°C, y se analizaron la motili-
dad y la vitalidad. Cinco eyaculados representativos,
entonces, fueron sometidos a un test de termorresisten-
cia, en el que se efectud un seguimiento de la motilidad
y ld vitalldad para evaluar mas en protundidad la utili-
dad de ambos parametros como criterio de calidad
seminal. Los analisis se realizaron por triplicado, obte-
niendose la media y la desviacion estandar (DE) para el
estudio estadistico

Evaluacion de la vitalidad
inmediatamente después de la
descongelacién

Se emplearon los fluorocromos
Hoechst 33258 y yoduro de propidio (PI)

Para la evaluacion con Hoechst
33258, se siguiod el procedimiento descrito por Berger',
ligeramente modificado. Asi, el semen, una vez descon-
gelado y diluido, fue lavado mediante doble centrifuga-
cion (500 x g, 5 minutos) a temperatura ambiente. La
pastilla final de espermatozoides se resuspendié en 10
ml de BTS, tomandose 1 ml de la suspension para la
coloracion con el fluorocromo, que se efectud anadien-
do 10 pl de una solucion (en agua ultrapura Milli-Q)
1:1000 de Hoechst 33258 (concentracion original: 100
mag/ml; concentraciéon final: 1 mg/ml). La muestra fue
incubada durante 3 minutos en la oscuridad a tempera-
tura ambiente, y se lavd a continuacion mediante centri-
fugacion (500 x g, 6 minutos) en 4 ml de una solucién
(2% en PBS) de polivinilpirrolidona (peso molecular
medio: 40.000). Se aspird el sobrenadante y se resus-
pendi6 el pellet en 100 ml de etanol al 95%, fijandose
en la oscuridad a 4°C durante 30 minutos. Una alicuota
de 15 ml fue colocada en un portaobjetos, se dejo secar,
y se cubrid con una solucién [en glicerol: PBS (9:1)] 0,22
M de DABCO. Se depositd un cubreobjetos, y se obser-
vO la preparacion a 1.000 aumentos en un MICroscopio
de epifluorescencia, bajo excitacién por luz ultravioleta
(340-380 nm; emision a 425 nm). Trescientos esperma-
tozoides fueron observados, y se calcularon los porcen-
tajes de las diferentes categorias de espermatozoides
identiticados.

La coloracién con Pl se efectud
conforme al procedimiento descrito por Harrison y Vic-
kers”, también ligeramente modificado. Brevemente, se
prepar6 una solucion colorante de Pl [10 pl de una solu-
cién stock de Pl (0,5 mag/ml en solucién salina isotonica)
+ 20 pl de una solucién de formaldehido (2,5 mg/ml en
agua ultrapura Milli-Q) + 1 ml de BTS], y se mezclaron
200 ml de la misma con 50 pl de la suspension de esper-
matozoides. Tras 5 minutos de incubacién en la oscuridad
a temperatura ambiente, se dispusieron 3 alicuotas de 5
pl entre porta y cubre, y se observaron a 1.000 aumentos
en el microscopio de epifluorescencia, en este caso bajo
excitacion por luz verde (515-560 nm; emision a 590
nm). Al menos cien espermatozoides fueron observados
en cada alicuota, calculandose los porcentajes de las
categorias de espermatozoides identificadas. El valor
medio de las tres alicuotas proporcionaba el dato de vita-
lidad para el replicado en cuestion

Evaluacién de la motilidad
inmediatamente después de la
descongelacion

Se considerd la evaluacion del
porcentaje de espermatozoides espontaneamente moti-
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les y de la motilidad bajo estimulacién por cafeina. Para
ello, la suspension de espermatozoides descongelados
fue incubada a 37°C durante 10 minutos, calculandose
entonces la motilidad espontanea. El porcentaje de
espermatozoides mdtiles en presencia de cafeina se
obtuvo tras 5 minutos de incubacion adicional en una
solucién (en BTS) 5 mM de dicha sustancia. En uno y
otro caso se dispusieron tres alicuotas de 5 ul entre
porta y cubre atemperados, y se contabilizaron 100-150
espermatozoides por alicuota a 400 aumentos en un
microscopio de contraste de fases. Se llevé a cabo una
estimacion objetiva utilizdndose un contador celular,
con el que los espermatozoides se clasiticaban como
“métiles/inmatiles” atendiendo a la presencia/ausencia
de movimiento en el tlagelo. La media de las tres ali-
cuotas proporcionaba el dato de motilidad para el repli-
cado en cuestién.

Test de termorresistencia

Para cada uno de los replicados
efectuados se descongelaron tres pajuelas del eyaculado
a analizar, diluyéndose como se describié anteriormente,
e incubandose a 37°C por espacio de 4 horas. A los 10
minutos y primera hora de incubacion, e intervalos de
una hora a partir de entonces, se evalué la motilidad con
y sin estimulacion por cafeina, asi come la vitalidad con el
fluorocromo PI.

Andlisis estadistico

Se realizod con el software STATISTI-
CA para windows (version 4.5, 1993), disefidandose con-
forme a las especificaciones dadas por Carrasco'® y el
manual de usuario del software. Cuando el estudio de
una variable en particular conllevaba comparar menos de
30 casos, se analizd previamente el ajuste de la serie de
datos a la distribucion normal empledndose el test de
Shapiro-Wilk.

En el estudio de la motilidad y la
vitalidad inmediatamente después de la descongela-
cién, definimos un pardmetro de criorresistencia llama-
do “criotolerancia”, y consideramos que la motilidad y
la vitalidad eran diferentes expresiones de este mismo
parametro. Las dos medidas de motilidad (con y sin
cafeina), y las dos medidas de vitalidad (con Hoechst
33258 y con Pl), proporcionaban entonces cuatro dite-
rentes medidas de supervivencia espermatica para el
parametro “criotolerancia”, Las series de datos se inclu-
yeron asi en un modelo mixto de ANOVA de dos vias, en
el que el factor "criotolerancia” fue tratado como efec-
to fijo con medidas repetidas.

Para el test de termorresistencia, se
estudiaron en primer lugar diferencias entre los valores de
motilidad con y sin cafeina en cada eyaculado a lo largo
del periodo de incubacion. Las datos fueron analizados
mediante ANOVA de dos vias, y las dos variables (tiempo
y motilidad) se consideraron factores de efectos fijos con
medidas repetidas. Se obtuvo entonces una sola serie de
datos de motiidad, y el estudio de la ternornesisleritia se
basé en la evolucion de las proporciones relalivas de
espermatozoides vivos y espermatozoides mdtiles. Las
series de datos de todos los eyaculados se incluyeron en
un modelo de etectos mixtos de ANUVA de tres vias, con
idénticas especificadiones pdida las vanables "tiempo” y
“criterio de superviviencia espermatica” (= motilidad o
vitalidad).

ludas las comparaciones o pusle
riori se llevaron a cabo utilizando el test de Student-New-
man-Keuls.

RESULTADOS

Vitalidad y motilidad inmediatamente
después de la descongelacion

Dos calegorias de espermatozui-
des se observaron en el estudio de la vitalidad: “muer-
tos”, exhibiendo intensa fluorescencia azul (en la evalua-
cién con Hoechst 33258) o roja (en la evaluacién con Pl)
en todo o parte de la cabeza espermatica, y “vivos”, sin
fluorescencia, denominados como tal por ser la exclusion
del colorante un criterio indicativo de integridad de la
membrana plasmatica. La utilizacion de uno u otro fluo-
rocromo, sin embargo, proporcionaba resullados de vita-
lidad diterentes en muchos eyaculados. Los ddlus lan
queddado recoyidos en la tabla 1. Se observa como la
mayoria de los eyaculados muestran importantes diferen-
cias entre fluorocromos, aunque dicha dilerenud es signi-
ficativa sélo en la mitad de las muestras, probablemente
a consecuencia del modelo estadistico utilizado. Escogi-
mos entonces la evaluacion con Pl como dato de witalidad
mas fiable, lo que discutiremos mas adelante para justifi-
car esta eleccion.

La figura 1, por su parte, repre-
senta los porcentajes de motilidad espermatica observa-
dos en cada eyaculado en presencia o ausencia de cafe-
ina, acompanandose de los porcentajes de espermato-
zoides vivos encontrados con el fluorocromo Pl Se
observa que la adicion de cafeina incrementa significali-
vamente la motilidad en 13 de los 22 eyaculados, y que
los valores de motilidad en ausencia de esta sustancia (8-
56%) son sigrnhicalivamente menores que los de vitli
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TABLA |
PORCENTAJE (MEDIA = DE) DE ESPERMATOZOIDES VIVOS OBTENIDOS
CON LOS FLUOROCROMOS YODURO DE PROPIDIO (PI) O HOECHST 33258 (H)
EN LOS DIFERENTES EYACULADOS EVALUADOS
(3004#; 106#; 916#; 225#; 445; 8616; 449; 330; 3140; 107; 450)
2 H1
300-1 52,67 £ 4,51 65,73 = 1,02*
303;2 5843 + 7,74 70,17 -:t 1,62*
306-3 57,13+ 8,31 68,23 + 2,70*
300-4 57,47 + 8,14 69,30 +£ 6,38 *
300-5 66,67 + 3,81 71,87 = 3,11
106-1 60,80 + 9,69 68,17 + 8,22
106-2 55,70 % 2,79 6827 3,23
106-3 45,30 + 2,64 :‘37,47 + 0,257:
106-4 45,13 + 4,66 5513« 3,65
106-5 56,66 3 5 .57 B 53 .58 %
g‘i;1 45,3; + 3,95 52,20 = 0,87
916-2 54,03 + 6,51 65,27 £ 1,01
916-3 63,87 + 2,20 bl 0= 123
225-1 56,10 + 1,82 66,33 + 3,87 %
225-2 42,57 + 0,23 56,73 + 3,76 *
445 56,10 £ 0,35 59,534 T,TOW
8616 51,37 = 2.3 EO,_B %= 2,27 &
449 48,13 + 0,98 5;7,00 + 1,15
330 47,33 £ 0,91 59,27 %+ 3,.95*
314-.0 34,00 £ 5.16 50,80 + 3,22*
107- 16,80 + 4,62 29,83 + 0,29*
450_ 11,43 £ 2,01 18,80 + 2,85
#: los nimeros consecutivos indican diferentes eyaculados de un mismo verraco.
: no se muestran posibles diferencias significativas entre eyaculados.
*: significativamente diferente (p < 0,05) del valor obtenido con PI.
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300-1 300-2 300-3 300-4 300-5 106-1 106-2 106-3 106-4 106-5 916-1 916-2 916-3 225-1 225-2 445 8616 449 330 3140

Eyaculados

": no se muestran posibles diferencias significativas entre eyaculados.

*: donde no aparecen barras de error, su tamafio es menor que el del simbolo.

*: significotivumente diferente (p<0.05) del correspondienfe valor de vitalidad.

#: Significativamente diferente (p<0.05) del correspondiente valor de motilidad

sin estimulacién por cafeina.

Figura 1. Porcentaje’ de espermatozoides métiles evaluados en presencia (columna derecha) o ausencia

(columna izquierda) de cateina (media + DE), y porcentaje’ de espermatozoides vivos (; media =+ DE’) obser-

vados en los diferentes eyaculados criopreservados.

dad (11-67%) en la mitad de las muestras, pero simila-
res a los de este pardmetro cuando se evaltian en su pre-
sencia (15-71%). La motilidad bajo estimulacién por
cafeina, entonces, proporcionaba mas fiabilidad en la
evaluacion de esta caracteristica, como se discutira tam-
bién mas adelante.

Test de termorresistencia

Los cinco eyaculados escogidos
para la realizacion de este test fueron los denominados

como 300-5, 916-3, 445, 330 y 107, en base a las simili-
tudes/diferencias de calidad que podia considerarse exis-
tian entre ellos.

En el estudio de las diferencias
entre valores de motilidad en presencia y ausencia de
valeina en cada eyaculado, se encontré que a las 0, 1
y 2 horas de incubacion, el porcentaje de espermato-
¢odes motiles bajo estimulacion por caleing resulla-
ba ser similar o significativamente superior al obser-
vado en la alicuota no estimulada, segun el eyacula-
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1: donde no se muestran barras de error, su longitud es mas corta que el largo del simbolo.

a,b: valores con diferente letra en un eyaculado difieren significativamente (p < 0,05) del enconirado a
las O h y entre si.

Figura 2. Evolucién de las proporciones relativas (media + DE') de espermatozoides vivos (vitalidad) y métiles
(motilidad) observados en cinco eyaculados (916-3: ™ 312: A 107:  445: ® 300-5: X ) incubados a 37°C
en BTS.
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do, pero que a las 3 o 4 horas existia un efecto detri-
mental de dicha sustancia en casi todas las muestras
(datos no mostrados). Asi pues, para la serie de datos
de motilidad, se tomaron los obtenidos en presencia
de cafeina a las 0, 1 y 2 horas de incubacion, y en
ausencia de la misma a las 3 y 4 horas, como resulta
ldgirn

En la figura 2, entonces, se mues-
tra la evolucion de las proporciones relativas de esperma-
tozoides vivos y espermatozoides métiles en cada eyacu-
lado. Tanto una como otra se redujeron en todos |os eya-
culados a lo largo del periodo de incubacion, si bien, la
intensidad de los cambios no ocurrié de manera acorde
con la calidad de la muestra, como puede apreciarse en
la figura. En los eyaculados 330 y 107, por su parte, la
evolucion de la motilidad permitio establecer diferencias
de criorresistencia entre esas muestras y otros eyaculados
que no podian ser constatadas practicando Unicamente
el sequimiento de la vitalidad. Uno y otro parametro, por
tanto, contribuyen a “matizar” la informacién sobre crio-
rresistencia que aporta el estudio de la calidad inmedia-
tamente después de la descongelacion, pero con diferen-
te grado de precision.

DiscusiOoN

En el presente trabajo, se aportan
evidencias de que la elecciéon de un pardmetro adecua-
do de evaluacion es importante en el estudio de la cali-
dad del semen criopreservado. Tanto la motilidad como
la vitalidad, cuando se evaluan inmediatamente des-
pués de la descongelacion, informan sobre el porcenta-
je de espermatozoides supervivientes al proceso, pero
la tecnica escogida para la evaluacion de estas caracte-
risticas puede afectar la precision de los datos. En nues-
tro estudio, por ejemplo, en muchos eyaculados, el Pl
identificd un porcentaje de espermatozoides muertos
significativamente superior al que proporcionaba la
evaluacién con Hoechst 33258, y la motilidad esponta-
nea resultaba ser una medida menos precisa de super-
vivencia espermatica que la motilidad bajo estimulacion
por cafeina.

Los resultados discrepantes de
vitalidad sugieren que existen diferencias de capacidad
entre colorantes para la deteccion de espermatozoides
vivos/muertos, como ya apuntaban los trabajos de
otros autores anteriormente mencionados*", Valcarcel
et al." consideran que el colorante que identifica mayor
niamero de espermatozoides muertos resulta mas sen-
sible, pero se ha de tener en cuenta que cierta toxici-
dad puede estar presente en muchas de estas sustan-

cias’, con lo que las discrepancias en los resultados
también podrian atribuirse a diferencias en la toxicidad
de los colorantes. Esta posibilidad, no obstante, parece
no ser la responsable de los hallazgos de nuestro estu-
dio, pues la concentracion de Pl que utilizamos (1
pg/ml) es claramente inferior a la empleada en los tra-
bajos anteriores (4-7 pg/ml), con lo que el riesgo de
toxicidad hahria disminuidn considerahlemente  Sin
embargo, cabe la posibilidad de que la coloracién con
Hoechst 33258 no haya sido lo suficientemente sensi-
ble, por considerarse que existen en ella problemas
inherentes a la técnica, consistentes en que la mem-
brana plasmatica de los espermatozoides moribundos
se muestra a menudo impermeable al colorante,
haciendo que éstos sean clasificados como "esperma-
tozoides vivos”". Los datos aportados por el Pl en
nuestro trabajo, por tanto, parecen ser mas fiables, y la
evaluacion con este fluorocromo resulta ser entonces
un mejor indicador de vitalidad.

De las diterencias encontradas
entre vitalidad y motilidad espontanea en nuestro tra-
bajo, puede deducirse que entre un 20% y un 50% de
los espermatozides vivos eran inmatiles. Esta observa-
cion refleja que si la motilidad espontanea es el Unico
parametro utilizado para la evaluacién de la supervi-
viencia espermatica, la estimacién de esta caracteristi-
ca puede resultar un tanto imprecisa. Por el contrario,
la motilidad bajo estimulacion por cateina aporta la
misma precision gue la vitalidad en el estudio de dicha
caracteristica, pues no se encontraron diferencias sig-
niticativas entre los valores de uno y otro parametro en
ninguno de los eyaculados. La cafeina y otros inhibi-
dores de la fosfodiesterasa han demostrado ser de
gran utiidad para la evaluacion de la motilidad en
semen congelado’’. En espermatozoides que han
experimentado un proceso de enfriamiento o criopre-
servacion puede existir un bajo estado metabdélico™, o
concentraciones intracelulares de Ca2+ elevadas'™'.
Ambas situaciones repercuten negativamente en la
motilidad“*, y podrian ser la causa de una recupera-
cion incompleta de esta funcién tras la descongela-
cidin, pero pueden ser también revertidas eficazmente
con la adicién de cafeina a la suspension espermatica’
% La utilizacion de cafeina u otras sustancias estimu-
lantes, entonces, se revela necesaria para una evalua-
cién precisa de la superviviencia espermatica basada
en la motilidad.

El estudio de la termorresisten-
cia, finalmente, revela gue la calidad seminal evaluada
inmediatamente después de la descongelacién pro-
porciona informacién sobre el porcentaje de esperma-
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tozoides supervivientes al proceso de criopreservacion,
pero no acerca de las posibilidades de supervivencia
en el tracto genital femeninn La incubacién a 37°C
imita hasta cierto punto las condiciones gue el esper-
matozoide encontrara en dicho tracto”, y por lo gene-
ral provoca un deterioro progresivo de la calidad semi-
nal** En nuestro estudio, encontramos que las pro-
porciones iniciales de vitalidad y motilidad podian ser
mantenidas practicamente sin modificaciones durante
1 0 2 horas, respectivamente, pero los cambios poste-
riores en estas caracteristicas ocurrieron sin guardar
relacion aparente con la calidad inicial del eyaculado:
muestras con diferencias de calidad (916-3, 445, 330,
107) exhibian capacidades similares de resistencia, y
eyaculados de buena calidad (3100-5) mostraban baja
capacidad de termorresistencia. Como el deterioro de
la motilidad resultaba ser mas pronunciado que el de
la vitalidad en algunos eyaculados, dicho parametro
contribuia a establecer diferencias de termorresisten-
cia de manera mas eficaz. La pérdida de motilidad
durante incubacién in vitro ha sido relacionada con
danos en la eslructura de la membrana plasmatica®,
asi como con la presencia de factores inmovilizantes
en espermatozoides con membrana plasmatica intac-
ta’’. Uno y otro mecanismos podrian estar presentes
en nuestro estudio, y el sequndo de ellos podria expli-
car por qué la motilidad seria mas discriminante que la
vitalidad.

En conclusién, el estudio de la
calidad seminal postdescongelacion requiere utilizar
parametros precisos de evaluacién. Puede obtenerse
informacion fiable al respecto evaluando la motilidad
espermatica en presencia de agentes estimulantes como
la cafeina, o la vitalidad con fluorocromos como el
yoduro de propidio, pero el seguimiento de la motilidad,
mas que de la vitalidad, a lo largo de un periodo de
incubacion a 37°C durante varias horas, aportaria un
conocimiento mas exacto de la calidad del eyaculado
para su utilizacion in vivo.
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