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RESUMEN

Con el objetivoo de implementar el test hipoosmético como prueba complementaria en la evalua-
cion del semen bovino pre y postdescongelacion, se evaluaron dos soluciones hipoosméticas en
concentraciones de 100y 150 mOsmol/L.. en el semen de dos toros Blanco Orejinegro del Centro
de Inseminacién Artificial San Pablo de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin. Los
resultados mostraron que la proporcion de espermas vivos (73,5%) fue superior a fa de espermas
que reaccionaron al test hipoosmotico (53,49}, evidenciando que no todos los espermatozoides
vivos poseen una membrang bioquimicamente activa y capacitada para soportar un hinchamiento
osmosis. £l andlisis de varianza mostro que la etapa de procesamiento (pre y postdescongelacion),
la osmolaridad de la solucion {100y 150 mOsmol/L}, el toro, el control y la interaccion entre la
etapa de procesariento y la osmolaridad de la solucién explicaron 81,5%y 89,8% de las varia-
ciones en el porcentaje de espermas reaccionados y vitales, respectivamente (p <0,001). De
estos factores la etapa de procesamiento, la solucién hipoosmética y el toro tuvieron efecto
altamente significativo sobre el porcentaje de espermas reaccionados {(p <0,001). La etapa de
procesamiento y el toro influenciaron de manera altamente significativa los cambios en la vitalidad
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{p= 0,001). Las variaciones en la morfologia espermadtica normal se explicaronenun 91,1% (p<
0.001) por la etapa de procesamiento, el toro y la interaccion entre estos dos factores. Se encon-
traron correlaciones positivas y significativas entre los porcentajes de espermas reaccionados y la
vitalidad (0,80; P< 0,0001) y entre los espermas reaccionados y los espermas normales (0,71,
P< 0,001), respectivamente. Estos resultados evidenciaron una asociacién positiva entre los
espermas con integridad funcional de la membrana plasmética (reaccionados al test hipoosmético)
y el porcentaje de espermas vivos y morfolégicamente normales. En concordancia con este hallaz-
go se presentaron correlaciones negativas entre el porcentaje de espermas reaccionados y el
porcentaje de espermas anormales. Se concluye que los espermas bovinos frescos y
postdescongelados presentaron un madximo de reaccién a la solucion hipoasmética a 100 mOsmol/
Ly que el porcentaje de espermas que respondieron al test con hinchamiento fue 20% menos que
el porcentaje de espermas teflidos con el colorante supravital, siendo el test hipoosmotico una
prueba complementaria de utilidad en la evaluacion del semen bovino pre y postdescongelacion.

Palabras clave: Blanco orejinegro, BON, semen de toros, espermatologia, morfologia
espermatica, vitalidad espermatica, evaluacion del semen.

ABSTRACT

EVALUATION OF THE FUNCTIONAL INTEGRITY OF THE PLASMATIC MEMBRANE OF BOVINE
SPERM VIA THE HYPOOSMOTIC TEST (HOST)

In order to implement the hypoosmotic test as a compiementary assay for the evaluation of pre-
and post-freezing and thawing bovine semen, two hypoosmotic solutions at 100 and 150 mOsmol/
L were evaluated, using semen from two bulls of the San Pablo Artificial Insemination Center of the
National University of Colombia, Medellin campus. The percentage of live sperm (73,5%) was
greater than the percentage of sperm that reacted to the hypoosmotic test (53.4%), showing that
not all the vigble sperm have a biochemically active membrane capable of supporting an osmotic
swelling. An analysis of variance indicated that Processing stage (pre and post freezing and thawing),
Solution osmolarity (100 and 150 mOsmol/L), Bull. Control test and the interaction between
Processing stage and Solution osmolarity explained 81,5% and 89,8% of the variance in percentage
of sperm reacting and sperm viability, respectively (p<s 0,001). Processing stage, Solution osmolarity
and Bull were highly significant factors (p< 0,001) with respect to the percentage of sperm reacting,
and Processing stage and Bull influenced sperm viability in a highly significant manner (p<0,001).
Variation in normal sperm morphology was explained (91,1%, p< 0,001) by Processing stage, Bull
and the interaction between them. Positive correlations were documented between percentage of
sperm reacting and viability (0.80; p=<0,0001), and between percentage of sperm reacting and
normal morphology (0.71; p<.001), respectively. These results show a
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positive associgtion between sperm with a functional integrity of their plasmatic membrane {(sperm
reacting to the hyboosmotic test) and the percentage of live sperm with a normal morphology.
Consistent with this result. a negative correlation between sperm reacting and percentage of
abnormal sperm was found. In conclusion, fresh and post-tawed bovine sperm showed maximal
reactions to {00 mOsmol/l of osmolarity and the percentage of sperm reacting that responded to
the test by swelling was 20% less than the percentage of sperm colored with supravital stain.
These results makes of the hypoosmotic test a complementary assay useful to assess bovine

semen before and after freezing.

Key words: Blanco Orejinegro, BON, bovine semen, spermatology, sperm morphology,

sperm viability,

INTRODUCCION

La evaluacion estandar de semen incluye
varios parametros: volumen, concentracion,
movilidad, vitalidad y morfologia. Se ha
asumido gue estas medidas proveen infor-
macion de la cantidad del eyaculado y de
la calidad de la espermatogénesis (Correa
y Zavos, 1994); sin embargo, estos
pardmetros tienen limitaciones y no pue-
den ser usados como prondstico confiable
de la capacidad fertilizante del espermato-
zoide invivo 6 invitro (Glass y Ericsson, 1979;
Hoing, Devroey y Van Steirtghem, 1986,
Berger vy Parker,1989; Zavos vy
Centola, 1990; Correa y Zavos,1994).

Ademas de la evaluacién estdndar, se han
desarrollado otras pruebas para medir la
funcionalidad espermatica (penetracion del
moco cervical, prueba de union a la
hemizona, penetracion de oocitos de
hamster libres de zona peltcida, tincidn tri-
ple, cuantificacién del ATP esperméticoy
actividad de la acrosina}, las cuales han pre-
sentado desventajas porque consumen
tiempoy no son aplicables en condiciones
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clinicas o de campo (Teda et al,,1992; Co-
rreay Zavos, 1994).

Debido a que la estructuray funcionalidad
dela membrana espermética son esencia-
les para mantener la viabilidad y la capaci-
dad fertilizante de los espermatozoides, s
necesario evaluar la integridad de la mem-
brana a través de pruebas de laboratorio.
Los eventos que ocurren durante la fertili-
zacion como son la capacitacion, la reac-
cién acrosomica y la fusion espermatica al
oocito, requieren de una membrana acti-
va. La fertilizacidn no ocurre sila membra-
na esta estructural 6 fisicamente intacta,
pero bioguimica y funcionalmente inacti-
va {Correa y Zavos, 1994).

El metodo tradicional para examinar la in-
tegridad de la membrana espermatica
involucra la evaluacion del porcentaje de
espermatozoides viables por los métodos
de exclusién por tincion (Azul de tripanc o
Eosina-nigrosinal, los cuales hacen parte
delos analisis estandar usados por la Or-
ganizacion Mundial de la Salud (WHO,
1998). Elinconveniente de este método
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Evaluacion de la integridad funaonal.

Por consiguiente, la evaluacién de la
funcionalidad de la membrana espermatica
parece ser un indicador de la capacidad
fertilizante del espermatozoide (Zaneveld
etal., 1990; Correay Zavos, 1994; Vazquez
etal., 1997).

Existen dos pruebas para evaluar la
integridad de la membrana de los
espermatozoides: la prueba supravital
{vitalidad o tincidn vivo-muerto) y la de
hinchamiento hipoosmotico (HOST). Cada
una de estas evalla caracteristicas diferentes
de la membrana espermatica. La primera
mide si existen quiebres de la membrana
(células muertas gue incorporan el
colorante) mientras que la HOST evalla si
la membrana intacta esta fisicamente activa
y bioguimicamente funcional (Zaneveld et
al., 1990 y Correa y Zavos, 1994).

La prueba HOST fue disefiada por Jeyendran
etal. (1984) para evaluar fa funcionalidad
de la membrana espermatica. Su principio
se basa en la observacion del aumento del
tamanio de los espermatozoides expuestos
a condiciones hipoosmdticas (Bredderman
y Foote, 1969; Drevius, 1971 y Correa y
Zavos, 1994). Los primeros en demostrar
el aumento del tamafio celular de los
espermatozoides colocados en una solucion
hipoosmética fueron Drevius y Erikson
(1966), quienes lo asociaron con la
expansion esférica de la membrana celular
que cubre la cola, la cual produce una
presion, forzando el enrollamiento del
flagelo dentro de la membrana. &l
enrollamiento de la cola comienza en la
parte distal y continta hacia la pieza
intermediay cabeza a medida gque es mas
baja la presidn osmética del medio (Drevius
y Erikson, 1966, Jeyendran et al.,, 1984 y
Correay Zavos, 1994;).
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Durante la prueba HOST los esperma-
tozoides bicguimicamente activos,
permitirdn la entrada de agua como
consecuencia de la dindmica de equilibrio
entre los fluidos del entorno extracelulary
el compartimento interno de los
espermatozoides, causandoles un
hinchamiento, el cual es sefal de la
integnidad de la membrana y dela actividad
funcional de la misma (transporte normal
de agua a través de la membrana
espermatica) (Drevius y Erikson,1966;
Jeyendran et dl., 1984, Correa y Zavos,
1994). Este efecto puede ser observado
con un microscopio de contraste de fase.

£l medio hipoosmotico éptimo es aquel
gue ejerce un estrés osmotico grande, capaz
de causar un incremento observable del
volumen celular, pero pequeno para
prevenir la lisis de la membrana espermatica
{eyendranetal., 1984; Zavos, 1990; Kumi-
Diaka, 1993; Correay Zavos, 1994; Vazquez
etal., 1997). La solucion hipoosmatica a
100mOsmy/L ha resultado ser la de mayor
produccion de espermatozoides bovinos
hinchados claramente identificables y la que
mejor conserva la integridad de la
membrana durante la prueba HOST (Correa
y Zavos, 1994).

Se ha reportado una correlacion de 0,90
{p<0,001) entre el porcentaje de
espermatozoides capaces de sufrir hincha-
miento en el HOST vy el porcentaje de
ooatos de hamster desnudos penetrados
por espermatozoides (ZFHO} (Jeyendran et
al., 1984). De igual forma se ha encontra-
do relacion estrecha (r=0.90; p<0.001)
entre el porcentaje de espermatozoides re-
accionados y los resultados de fertilizacion
invitro (FIV) en humanos (Jeyendranetaf.,
1984; Van Der Venn et al., 1986).

1987
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La prueba HOST es recomendada como una
prueba adicional a la evaluacién estandar
del semen como medida de la integridad
funcional de la membrana. También pue-
de ser utilizado para evaluar el incremento
cuantitativo de espermatozoides capacita-
dos que sufren la reaccidén acrosémica y
para observar alteraciones en la permeabi-
lidad de fa membrana espermatica bajo
condiciones que suponen capacitacion (Co-
rrea y Zavos, 1994) o debidas al proceso
de criopreservaciéon (Correa, Heersche y
Zavos, 1997).

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El estudio se realizd en e
Laboratorio de Procesamiento de Semen
San Pablo de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin, ubicadoc en la
vereda Tablacito del municipic de Rionegro
{Antioguia) a 2100 msnm, precipitacién
promedia anual de 2000 mm y temperatu-
ra promedia de 18°C, condiciones
biocliméaticas correspondientes a la zona de
vida de bosque humedo montano bajo
{(bh—MB) (Espinal y Montenegro, 1963).

Poblacion de estudio. Se utilizd semen fres-
coy congelado procedente de dos toros,
uno de raza Holsteiny otro de la raza Blan-
co Orejinegro (BON) de 24 y 36 meses de
edad y 622 vy 851 kg. de peso vivo, res-
pectivamente. Los toros del estudio se diag-
nosticaron negativos para enfermedades
especificas dela reproduccién y permane-
cieron en el Centro San Pablo bajo un plan
de alimentacion de pastoreo de kikuyo
{Pennisetum clandestinum), con pasto de
corte King Grass (P purpureum x £ typhoides),
concentrado comerdial, agua y sal mineral
a libre disposicion.

1988

Recoleccion, evaluacion, dilucion y conge-
lacion del semen. La recoleccidon del se-
men se realiz6 con una vagina artificial.
Las pruebas macroscopicas del semen in-
cluyeron: volumen eyaculado, densidad,
color, presencia de sustancias extrafas y pH.
Las pruebas microscépicas consideraron:
movilidad masal, movilidad individual y
concentracion. Posteriormente se llevo a
cabo el HOST y el test de tincidn supravital
para semen fresco. Ef semen recolectado
fue diluido en tris-yema, usando como
crioprotector glicerol al 7%. Este material
fue congelado en pajillas francesas de 0,5
ml.

Preparacion de la solucion hipoosmética.
Se prepararon dos soluciones
hipoosméticas compuestas por fructosay
citrato de sodio en agua grado reactivo a
100 v 150 mOsmol/L (Correa y Zavos,
1994).

Descongelacion del semen y preparacion
de muestras descongeladas para el HOST.
La descongelacién del semen se realizé en
agua a 37°C por 30 segundos. Para el HOST
se diluyd el contenido de dos pajillas en
dos ml de citrato de sodio al 2,9%. La
mezcla fue centrifugada a 400xg a 37°C
durante 8 minutos. El sobrenadante fue
descartado y el precipitado espermatice fue
resuspendide en 0.5 mi de citrato de sodio
al 2,9%. La muestra fue mantenida en
bafio maria a 37°C hasta la realizacion del
HOST.

Test hipoosmético (HOST). Para el test
hipoosmdtico se mezclaron 0,1 ml de se-
men fresco o criopreservado con 1 mide
cada una de las soluciones hipoosméticas
{100 y 150 mOsmol/L); la mezcia fue in-

Rey.Fac.Nal Agr.Medellin.Vol. 56, No.2.p.1983 - 1997.2003.
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cubada a 37°C durante una hora. Se colo-
¢6 una gota en un portaobjeto con lamini-
flay se observé al microscopio de contras-
te de fase a 40x contando 200
espermatozoides por placa. Se determind
el porcentaje de espermatozoides que mos-
traron hinchamiento tipico de la cola en
respuesta al estrés hipoosmaotico como lo
describieron Jeyendran et al. {1984);
Vézquez et al. (1997) y Neild et al. (1999).

Test de tincion supravital y morfologia
espermatica. Para la prueba de vitalidad y
morfologia espermatica se utilizo el colo-
rante eosina-nigrosina modificado. Se con-
taron 200 espermatozoides para vitalidad
y morfologia espermaticas por placa pre-
parada segun criterios definidos por Barth
y Oko (1989).

Prueba control. Con el fin de comprobar la
funcionalidad del test hipoosmético, se
realizd un control consistente en la
incubacion de semen frescoy descongela-
doa 56°Cdurante una hora, con el finde
causar dafio fisico a la membrana
espermatica. Este dafio se evalud por me-
dio del porcentaje de espermas reacciona-

dos, el porcentaje de vitalidad y el de
espermas anormales.

Andlisis estadistico. Se aplicd estadistica
descriptiva y andlisis de varianza {ANAVA)
alas vaniables porcentaje de espermas re-
accionados, vitalidad y morfologia. Los fac-
tores etapa de procesamiento {pre y
postdescongelacion), osmolaridad de la
solucion hipoosmética (100 y 150mOsmol/
L), toro, control e interaccion etapa de pro-
cesamiento con solucion hipoosmdtica se
consideraron como fuentes de variacion.
Los promedios de las vaniables que presen-
taron efecto estadistico significativo en el
ANAVA fueron comparados mediante el
test de Duncan. Las asociaciones entre las
caracteristicas espermaticas se estimaron a
través de las correlaciones de Pearson. To-
dos los andlisis estadisticos se realizaron en
el programa SAS (1985).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas espermaticas generales. En
la Tabla 1 se presentan las valores para el
porcentaje de espermatozoides reacciona-
dos al HOST, vitalidad y espermatozoides
morfolégicamente normales.

Tabla 1. Valores porcentuales de los espermatozoides reaccionados al HOST, vitalidad y

morfologia normal.

Variable N Valor Desviacion Coeficiente de Intervalos de confianza
Promedic estandar vanacion
Minimo Maximo

Espermatozoides 64 53,4 15,0 28,0 24 90
reaccionadas

vitalidad 64 73,5 13,1 17,8 50 95
Espermatozoides

morfologicamente 17 77,3 12,6 16,3 53 96
normales
Rev.Fac.Nal Agr.Medellin Vol .56, No.2.p.1983 - 1997.2003. 1989
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La proporcién de espermas vivos {73,5%)
fue superior a la proporcidon de espermas
que reaccionaron al HOST (53,4%)), eviden-
ciando gue no todos los espermatozoides
vivos  poseen una membrana
bioguimicamente activa y capacitada para
soportar un hinchamiento osmotico. Esta
diferencia puede ser debida a que el test
hipoosmdtico evalla aspectos de la mem-
brana espermatica que el de tincién
supravital no puede evaluar tales como la
inactividad previa de la membrana de al-
gunos espermatozoides. Este resultado
concuerda con el trabajo de Correa y Zavos
{1994) quienes encontraron 20% menos
de espermatozoides reaccionados en com-
paracion con el porcentaje de vitalidad.

EI HOST evaltia la integridad funcional de
la membrana plasmatica basado en la pro-
piedad de permeabilidad mientras que el
test de exclusion {(tincion supravital) evalla
la integridad estructural mediante el ingre-
so de moleculas de colorante a través de
una ruptura en la membrana. De esta for-
ma un espermatozoide vivo puede tener
una membrana no funcional e incapaz de
hincharse, pero estructuralmente intacta.
Segun Vézquezetal. {1997), el HOST pue-
de ser més sensible y estar mas relaciona-
do con la habilidad fertilizante que el test
de exclusion.

Factores que afectan el HOST. Mediante
un ANAVA se evalud el efecto de la etapa
de procesamiento (pre y
postdescongelacion), osmolaridad de la
solucién  hipoosmodtica (100 y 150
mQOsmol/L), toro, prueba control e
interaccion etapa de procesamiento con
osmolaridad de la solucién, sobre el por-
centaje de espermatozoides que reaccio-

1990

naron al HOST. De estos factores, la etapa
de procesamiento, osmolaridad de la solu-
cion y toro explicaron en un 81,5% (ps<
0,0001) el porcentaje de espermas reac-
cionados.

El porcentaje promedio de espermas reac-
cionados antes de la congelacion fue
significativamente superior (62,84%) de
espermas reaccionados después de la con-
gelacion (44,03%). (p< 0,05).

El proceso de congelacidon y descongela-
cién dafna la membrana espermatica pro-
duciendo pérdida de la permeabilidad e
impidiendo que los espermatozoides pue-
dan sufrir el proceso de hinchamiento ca-
racteristico de las células sometidas a una
solucion hipoosmética (Kumi-Diaka, 1993;
Jevendran et al., 1984 y Correa y Zavos,
1994). Estos espermatozoides probable-
mente tienen limitaciones en el potencial
de fertilizacion. De acuerdo con Watson,
Kunze, Cramery Hammerstedt {1992} pue-
de haber un efecto directo de la desconge-
lacién sobre la membrana espermatica cau-
sando pérdida de componentes
intracelutares como nucledtidos vy
dinucledtidos.

El porcentaje de espermatozoides reaccio-
nados también varid significativamente se-
gun la osmolaridad de la solucion. La solu-
cion a 100 mOsmol/L produjo mayor nu-
mero de espermatozoides reaccionados
{58,34%:) que la solucion a 150 mOsmaol/L
{48,53%). Este hallazgo coincide con los
reportes de Correay Zavos (1994) en cuanto
a gue la solucion hipoosmodtica a 100
mOsmol/L produce el mayor indice de
espermas hinchados claramente
identificables, conservando la integridad de
la célula durante el HOST. Vazquez et al.
(1997} reportaron que una preparacion

Rev.Fac.Nal Agr.Medellin Vol 56, No.2.p. 1983 - 1997.2003.
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espermatica incubada entre 50 v 150
mOsmol/L por 30 minutos conserva las
membranas espermaticas intactas y conti-
nuas alrededor del axonema

El  toro también  contribuyd
significativamente (p< 0,001) a la varia-
cién en el porcentaje de espermas reaccio-
nados. El toro de la raza Blanco Oregjinegro
(BON) presentd un nimero significa-
tivamente mayor {p< 0,05) de
espermatozoides reaccionados (61,46%)
que el toro de laraza Holstein {45,40%).

Vazquez et al. (1997) reportaron diferen-
cias fisicasy bioquimicas en la membrana
plasmatica de los espermatozoides de di-
ferentes especies {caballo, toro y carnero)
que pueden causar penetracion diferencial
de sustancias a través de la membrana. Sin
embargo, en la revision de literatura con-
sultada no se encontraron reportes de efec-
tos individuales o de la raza sobre la res-
puesta de los espermatozoides at HOST. La
raza Blanco Orejinegro ha sido considera-
da por algunos autores {Arboieda, 1980y
Martinez, 1983) como una raza criolla de
alta fertilidad y es posible que la resisten-
cla al HOST sea un indicador de fertilidad
con mérito en futuras investigaciones.

Factores que afectan la vitalidad. Median-
te un ANAVA se evalué la etapa de proce-
samiento (pre y postdescongelacién), la
osmolaridad de la sotucién hipoosmotica
(100 y 150 mOsmol/L), el toro, la prueba
controly la interaccién etapa de procesa-
miento con osmolaridad de la solucidn
sobre el porcentaje de vitalidad. De estos
factores, la etapa de procesamiento y el
toro explicaran 89,8% de las variaciones
en el porcentaje de espermas vivos (p<
0,0001).

Rev.Fac.Nal.Agr Meadellin.Vol .56, No.2.p. 1883 - 1997.2003

El porcentaje promedio de espermas vivos
antes de fa congelacion  fue
significativamente superior (81,53%) al
porcentaje de espermas vivos despues de
la congelacién (65,53%). (p= 0,05).

Se ha reportado que el proceso de
criopreservacion produce una pérdida con-
siderable de la vitalidad espermatica cau-
sando danos severos o muerte de aproxi-
madamente el 60% de las células (Zengy
Terada, 2001). La reduccion dela vitalidad
estd relacionada con cambios en la presién
osmotica durante el proceso de congela-
cién y descongelacion, la formacion de
hielo intracelular {(aparentemente el factor
responsable del dano celular) v el movi-
miento de agua a través de la membrana
plasmatica, lo cual produce dafos en ella
durante la criopreservacion (Zeng y Terada,
2001)y conduce a la pérdida de las barre-
ras de permeabilidad y por consiguiente de
los componentes intracelulares vitales para
la funcién espermatica (Watson, Kunze,
Cramer y Hammerstedt, 1992),

Se han propuesto varias hipétesis para ex-
plicar el dafio por congelamiento. Segun
Mazur, Leiboy Chu (1972}, cuando la tasa
de congelacion es mas alta que la optima,
no hay tiempo suficiente para que el agua
intracelular salga de la célula, lo cual con-
fleva al congelamiento e incremento dela
formaadén de hielo intracelular que normal-
mente es letal. Por el contrano, Litvan
{1972) propuso que el dafo por
congelamiento es debido ala ruptura dela
membrana y a la formacion de hielo
intracelular como consecuencia de la pér-
didadelaintegridad dela membrana. Mas
recientemente Muldrew y McGann (1994)
propusieron una hipotesis de ruptura
osmotica en la cual el flujo de agua impul-
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sada osmoticamente dentro de la célula
durante la congelacion ejerce una fuerza
de friccién sobre la membrana plasmatica,
suficientemente grande para causar su rup-
tura permitiendo que el hielo extracelular
se propague dentro del citoplasma {Zeng y
Terada, 2001).

Al comparar los toros se encontrd que el
de la raza BON presentd mayor porcentaje
de vitalidad espermatica (82, 78%) que el
Holstein {64, 28%) {ps 0,05). Segun Co-
rrea y Zavos (1994) la vitalidad se ha asu-
mido como una de las caracteristicas que
proveen informacién sobre la calidad dela
espermatogeénesis. Este resultado incentiva
a la realizacién de otras investigaciones para
estudiar jos factores de origen de estas di-
ferencias en vitalidad.

Factores que afectan fa morfologia
espermatica. Mediante un ANAVA se eva-
lug el efecto de la etapa de procesamiento
{prey postdescongelacidn), el toro, la prue-
ba controly la interaccion etapa de proce-
samiento toro sobre el porcentaje de
espermas normales. De estos factores la
etapa de procesamiento, el toro y la
interaccion etapa de procesamientoy toro
explicaron el 91,17% de las variaciones en
el porcentaje de espermas normales (p<
0,0004).

El porcentaje promedio de espermas nor-
males antes de la congelaciéon fue
significativamente superior {84,44%) al
porcentaje de espermas normales después
dela congelacion (69,27%) (p< 0,05).

Algunos autores citados por Correa y Zavos
(1994} han reportado que la alteracion de
los espermatozoides durante el proceso de
congelacion estd asociada a danos estruc-
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turales que involucran el plasmalema como
sitio primario del dafo vy a las mitocondrias
y acrosomas como sitios secundarios.

El toro de la raza BON presentd mayor
porcentaje de espermas normales (82,91%)

que el de la raza Holstein (71,00%) (p<
0,05).

SegUn Barth y Oko (1989) existen muchas
causas gue originan las anormalidades de
tas células espermaticas; entre ellas se en-
cuentran: causas genéticas y ambientales,
diferencias en las espermatogenésis delos
individuos y predisposicion genética para
desarrollar anormalidades cuando los indi-
viduos son expuestos a ambientes adver-
sos. Algunas anormalidades estan asocia-
das con gran cantidad de factores
estresantes que incluyen la perturbacion de
la termoregulacion testicular, agentes toxi-
cos y deficiencias nutricionales.

Antes de la congelacion el porcentaje de
espermatozoides normales del toro BON fue
similar al del toro Holstein (84,40% vy
86,40%, respectivamente; px=0,05). Sin
embargo, después de la congelacién se
evidenciaron diferencias estadisticas signi-
ficativas entre los toros.

Enlainteraccion etapa de procesamiento
y toro se encontro que el toro de la raza
BON mostrd una mejor congelabilidad del
samen medida como porcentaje de
espermas normales (82,95%;) que el toro
dela raza Holstein (59,40%). Esta respuesta
ala congelabilidad puede ser explicada por
diferencias en la composicion bioguimica
de la membrana plasmatica de los
espermatozoides del toro BON, haciéndo-
la mas fluida y tolerante a los cambios dras-
ticos durante el descenso de la temperatu-
ra en el proceso de congelacion.
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Asociaciones entre las caracteristicas
espermaticas. Enla Tabla 2 se registran los
resultados de los valores de correlacion en-

contrados entre algunas variables
espermaticas.

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson entre vanables espermaticas.

Anonmahidades

Laracteristica Vitalidad Normales Caboza Pieza wtormedia Cola
Reaccionados .80 0,71 -0,65 -0.47 0,57
Probabilidad <3001 0,601 0,00% 0,04 a.m
. 64 17 17 17 17
Vitalidad 0,75 -0,67 0,54 0,59
Probabilidad 4,001 4,005 [ERE1 0,012
n. 17 17 17 7
Normales -(0,87 0,73 -0,81
Probabilidad <70,00% 0,001 -0,00
mn. 17 17 17
Cabeza c.A7 0,50
Probabilidad 0,05 0,04
n. 17 17
P intermedia - 0,53
Probabilidad 0,02

n.

17

Se evidencid una asociacion positiva y al-
tamente significativa (p< 0,001} entre los
espermas con integridad funcional de ia
membrana plasmatica {(reaccionados al
HOST) y el porcentaje de espermas vivos y
morfolégicamente normales. En concor-
dancia con este hallazgo, se presentaron
correlaciones negativas entre el porcentaje
deespermas reaccionados y el porcentaje
de anormalidades con valores para anor-
malidades de la cabera de -0,65 (p<
0,005), de la pieza intermedia -0,47 (p=<
0,05) y de la cola -0,57 (p= 0,01). Por
esta razén, algunos autores enfatizanen la
importancia que tiene analizar la integri-
dad funcional y estructural de la membra-
na espermatica como medida de la vi-

Rev.Fac.Nal.Agr Medellin Vol.56, No.2.p.1983 - 1997 2003

talidad y capacidad fertilizante (Vazquez et
al., 1997).

La asodiacion entre el porcentaje de vitali-
dady el porcentaje de espermas normales
fue de 0,75 (p= 0,001) con la correspon-
diente asociacidon negativa entre la vitali-
dad y las ancrmalidades espermaticas de
cabeza 0,67 (p< 0,005), de pieza inter-
media —0,54 (p= 0,05) y de cola 0,59
(p= 0,02} (Tabla 10).

Las anormalidades de la cabeza explicaron
en un 44,9% los resuitados observados en
la vitalidad; no obstante, no se descartan
los efectos que tienen los danos en la mem-
brana de la pieza intermedia y de la cola
sobre la vitalidad.
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Prueba control. EnlaTabla 3 se presentan
los valores promedios para las caracteristi-
cas porcentaje de espermatozoides reaccio-

nados al HOST, vitalidad y morfologia
espermatica anormal en la prueba control.

Tabla 3. Porcentaje de espermatozoides reaccionados al HOST, vitalidad y morfologia

espermatica anormal en |a prueba de control.

Variable N Valor Desviacién Coeficiente de  Intervalos de confianza

Promedio esténdar variacién

Minimo Maamo

Espermatozoides 32 7.8 9.8 1250 0,5 33,0
Reaccionados
Vitalidad 32 74 10,3 145,0 0,0 330
Espermatozoides
morfolégicamente anormales 16 92,2 19,2 20,8 50,0 40,0

El danio fisico de la membrana en la prue-
ba control se evidencié por el bajo por-
centaje de espermas reaccionados (7,8%),
el bajo porcentaje de vitalidad (7,1%j y el
alto porcentaje de espermas con anorma-
lidades (92,2%). Se presentaron altos co-
eficientes de variacion debido a que el estrés
fisico afecté con mayor rigurosidad a los
espermas postdescongelacién que a los
espermas precongelacion.

CONCLUSIONES

Los espermatozoides bovinos frescos y
descongelados reaccionaron al hinchamien-
to hipoosmotico y presentaron el maximo
nivel de reaccidén con la solucién a 100
mOsmoles/L.

Aungue la integridad funcional y estructu-
ral de las membranas espermaticas estan
estrechamente relacionadas, el porcentaje
de espermatozoides que respondieron al
HOST con hinchamiento fue 20% menos
que el porcentaje de no teidos {vivos).
Esta diferencia puede ser debida a que el
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HOST evalGa aspectos de la membrana
espermatica que el test de tincidén supravital
no puede evaluar o que las membranas de
algunos espermatozoides estan inactivas
cuando entran en contacto con la solucién
hipoosmdtica.

El porcentaje promedio de espermas reac-
cionados antes de la congelacién fue
significativamente superior {62,84%) al
porcentaje de espermas reaccionados des-
pués de la congelacion (44,03%). El pro-
ceso de congelacidn y descongelacion dana
fa membrana espermatica produciendo
pérdida de la permeabilidad e impidiendo
que los espermatozoides puedan sufrir el
proceso de hinchamiento caracteristico de
las células sometidas al HOST.

El toro de la raza Blanco Orejinegro (BON)
presenté un numero significativamente
mayor de espermatozoides reaccionados
que el toro de la raza Holstein y es posible
que la resistencia al HOST sea un indicador
de fertilidad para esta raza; con mérito en
futuras investigaciones.

Rev.Fac.Nal Agr.Medellin Vol 56, No.2.p. 1983 - 1997.2003.
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El HOST es una técnica simple, de bajo
costo y de facil aplicacion que puede ser
implementada como complemento del
andlisis estandar del semen.
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