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El objetivo del presente trabajo ha sido evaluar diferentes tiempos de lectura post-
incubacion en el Test de Endésmosis (HOST) para establecer la posible existencia de
diferencias significativas entre los resultados obtenidos. Se trabajé con semen fresco
de cuatro verracos adultos en rutina de extraccion. Las muestras fueron tratadas con
y sin diluyentes comerciales elegidos aleatoriamente. Con los resultados obtenidos se
realizé un analisis estadistico que no mostré diferencias significativas (P<0,05) entre
los distintos tiempos de lectura.

INTRODUCCION

La membrana plasmética de los espermatozoides de mamiferos es una estructura
dinamica que participa en el reconocimiento y transporte de moléculas.
Estructuralmente es heterogénea y presenta cinco dominios diferentes: acrosoma,
segmento ecuatorial, region post-acrosomal, pieza intermedia y cola. Cada una de
estas regiones presenta diferentes funciones fisioldgicas y contribuye separadamente
al estado del espermatozoide. (1, 12). Antes y después de la eyaculacién, la
membrana espermatica sufre cambios que estdn asociados a la capacidad
fecundante de los espermatozoides. Diversos eventos ocurren durante el proceso de
fertilizacion: capacitacion, reaccion acrosomal y fusion del espermatozoide a la
superficie del oocito. Todos ellos requieren de la actividad bioquimica de la
membrana (4), y, por lo tanto, es muy importante evaluar la estructura e integridad
funcional de la misma. (7, 12). Para ello existen distintas pruebas que valoran la
respuesta osmotica de la membrana: Test de Resistencia Osmoética (ORT), Test de
Resistencia Hiperosmaética (HRT) y Test de Enddsmosis (HOST) (2).

El Test de Resistencia Osmética (ORT) fue descripto por Schilling y colaboradores
(10) como una prueba de la calidad seminal que ha demostrado tener relacién con la
capacidad fertilizante del semen. Se basa en una incubacion prolongada del semen
en un medio hipoosmético con la posterior valoracion de los fendmenos osmoticos
que ocurren en el acrosoma (2).

El Test de Resistencia hiperosmoética (HRT) se basa en que la capacidad de
resistencia de los espermatozoides porcinos a cambios subitos de osmolaridad. Esta
relacionada con la calidad seminal, tanto cuando se compara con otras pruebas “in
vitro” como cuando se utiliza como indicador de calidad seminal “in vivo” (2).

El Test de Endésmosis se basa en estudios previos realizados por Drevious y
Eriksson (6), que demostraron la capacidad de los espermatozoides de toro, conejo y
hombre para captar agua en un medio hipoosmético. EI fendbmeno osmético
observado necesita de la integridad estructural y funcional de la membrana. (8)

El test de Endésmosis (HOST) (4, 6, 7, 11) se fundamenta en las modificaciones
producidas en la cola (hinchamiento o “swelling”) (3) cuando los espermatozoides son
incubados en un medio hipoosmoético durante un breve periodo. Estos cambios se
observan mas facilmente en la cola, ya que en ella la membrana esta mas libre que
en la cabeza del espermatozoide (11).

En estudios previos no se han encontrado diferencias significativas en los resultados



obtenidos entre el HOST y el ORT siendo el primero una prueba rapida, sencilla y de
facil lectura (3).

Uno de los problemas mas importantes encontrados en la produccién de dosis
seminales porcinas refrigeradas, corresponde a la falta de uniformidad en la
distribucion del trabajo a lo largo de la semana, existiendo una mayor concentracion
de produccion los dias lunes y jueves en virtud de los sistemas de sincronizacion de
celos por destete en las granjas. Este hecho impide la realizaciéon de una valoracion
completa de las dosis producidas durante esos dias, dado que para ello deberia
aumentarse en forma considerable la mano de obra calificada. La motilidad
espermatica junto con la calidad del movimiento progresivo son los parametros
utilizados con mas frecuencia para medir la calidad de un eyaculado, a pesar de
presentar una pobre correlaciéon con la fertilidad en vivo y de no evaluar en forma
integral la calidad de la muestra (5).

En virtud de que el Test de Endésmosis (HOST) ha demostrado ser una técnica
confiable en la prediccion de fertilidad, el objetivo del presente trabajo ha sido evaluar
diferentes tiempos de lectura post-incubacion del mismo para establecer si existen
diferencias significativas entre los resultados obtenidos. De no existir variaciones,
esta rapida prueba de facil interpretacion permitiria realizar una evaluacién posterior
de las dosis ya procesadas.

TABLA 1: MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL Y DISPERSION DELAS
DISTINTAS LECTURAS

Dial Dia 2 Dia 3 Dia7
NOMmEs e muestrs R =5 a5 E
Weclia 528 .7 10 95
Diesvio Estanckr 179 1fa= 170 [i2
Coeficiente de variacitn (V) 339 458 A A48

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé semen fresco de cuatro verracos adultos en rutina de extraccion, alojados
en corrales cubiertos, alimentados una vez al dia con alimento balanceado y acceso
al agua ad-libitum.

Extraccidon de semen: las muestras fueron obtenidas por la técnica de la "mano
enguantada” una vez por semana. La fraccién rica se colectd en un vaso de
precipitados al que se le colocaron dos capas de gasa para filtrar los granulos de
tapioca. El semen fue transportado al laboratorio a 37 °C dentro de los 30 minutos de
obtenido, tras lo cual fue mantenido a la misma temperatura en bano termostatico.

Tratamiento de las muestras: una alicuota del semen fresco fue utilizada para realizar
las distintas pruebas de valoracion. El resto de la muestra fue fraccionado en cuatro
partes iguales agregandose a cada uno un diluyente comercial diferente. Los
diluyentes utilizados fueron: M Ill, Androstar, Porci-star y MR-A.

TABLA 2: RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA
REALIZADO PARA LAS DISTINTAS LECTURAS

Varlaciones Grados de Suma de F P
libertad cuadrados

Entne grupos 3 [42.682 047 0,97

Dentm de los grupos 2 1523

Tistal 231

Pruebas de valoracion: tanto en las muestras de semen fresco como en aquellas de
semen con diluyente se evalu6 el porcentaje de espermatozoides vivos (coloracion
vital con eosina), motilidad progresiva individual (porcentaje de espermatozoides
moviles), integridad acrosomal (porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto)



y Test de Enddésmosis. La motilidad progresiva individual fue evaluada en forma
subjetiva, tal como se realiza normalmente en la mayoria de los centros de
produccion de dosis seminales.

Test de Enddésmosis: se utilizd 1 ml de una solucién hipoosmaética (100 mosmol/l)
constituida por 490 mg de citrato de sodio y 900 mg de fructosa en 100 ml de agua
destilada. A esta solucién se le agregaron 25 ml de semen con y sin diluyente,
incubandose a 37 °C durante 10 minutos. Cabe mencionar que los diluyentes fueron
elegidos aleatoriamente. La valoracién se realiz6 con microscopia de contraste de
fase a 40X. Para ello se colocaron en un portaobjetos 5 ml de la muestra 'y 10 ml de
soluciéon HOS a la que se le agregd formol al 3 %o para detener la motilidad
espermatica (9). Se consideraron positivos aquellos espermatozoides en los que se
observé cualquier grado de torsion helicoidal de la cola (“swelling”), contdndose 100
espermatozoides por cada muestra. Las lecturas se realizaron el mismo dia en que
fue procesado el semen, a las 24 hs, a las 48 hs y a los siete dias. Las muestras de
semen con solucién hipoosmética formolada fueron mantenidas en tubos cerrados y
en heladera a 17°C hasta la realizacion de las distintas lecturas.

RESULTADOS

Para realizar el analisis estadistico de las distintas lecturas, se evaluaron 58 muestras
de semen de verraco adulto.

A continuacién se resumen los principales valores de tendencia central y de
dispersion de las muestras analizadas, expresados en % de espermatozoides que
presentaron “swelling”:

En todos los casos se obtuvo un coeficiente de variacion (CV) que presenté una
diferencia menor al 3% entre las lecturas de los distintos dias, lo que da cuenta, a
priori, de la similar variabilidad respecto de la media de cada lectura.

Se efectud un analisis de varianza y un test de comparaciones multiples de Tukey,
con el objetivo de determinar el grado de homogeneidad de las distintas lecturas; vy,
en caso de no ser homogéneas, identificar las diferencias estadisticas entre las
mismas.

Del analisis realizado surge que no existen diferencias significativas (P<0,05) entre
las distintas lecturas. Ademas, el test de comparaciones multiples indicé una alta
uniformidad entre las medias de cada lectura.

DISCUSION

La actual industrializacién de la produccion porcina exige un maximo rendimiento con
un minimo costo. Para esto es sumamente importante la valoracion seminal con el
objetivo de predecir la fertilidad y prolificidad.

La falta de uniformidad en la distribucion semanal del trabajo de produccién de dosis
seminales en los centros de inseminacion artificial, impide realizar un numero
importante de pruebas de valoracién de calidad del semen. Rutinariamente es valida
la apreciacién de la motilidad individual y de la calidad del movimiento progresivo.
Pruebas realizadas mas esporadicamente son las tinciones vitales y las de resistencia
de membrana a medios hipoosméticos (5), dado que demandan un tiempo mas
prolongado, que es limitante dada la cantidad de trabajo de estos centros. Este hecho
fundamenta la importancia de contar con una prueba que permita evaluar la calidad
seminal y pueda ser leida en dias posteriores al procesamiento del mismo.

Las muestras fueron tratadas con distintos diluyentes a fin de eliminar la posible
influencia de los mismos en la respuesta al Test.

El presente estudio nos ha permitido comprobar que no existen diferencias
significativas (P<0,05) en los distintos tiempos de lectura empleados en el Test de
Enddsmosis. Asimismo los resultados han sido homogéneos entre los distintos tipos
de diluyentes empleados.

En funcién de esto y dado la importancia de efectuar una valoracién de la calidad del
semen utilizado en los centros de inseminacion artificial consideramos ventajoso la
realizacion del Test de Endésmosis, aprovechando la posibilidad de efectuar la
lectura en aquellos dias en que no existe una concentracion del trabajo de
elaboracién de dosis seminales. De esta manera no se veria afectada la rutina ni
seria necesario aumentar la mano de obra calificada para realizar una valoracién
seminal completa.
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