_:} Universidad del Zulia

Jol Vicemechwado Academico
SERBILUZ

|| A —

Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXIII, N° 6, 506 - 510, 2013

EVALUACION DE UNA PRUEBA HIPOOSMOTICA SIMPLIFICADA
EN SEMEN CANINO FRESCO Y REFRIGERADO

Evaluation of a Simplified Hypoosmotic Swelling Test in Fresh and Chilled Canine Semen

Alfonso Sanchez Riquelme " y Daniela Garrido Burgos >

" Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Recursos Naturales, Universidad Nacional Andrés Bello,
Avenida Republica # 440, Santiago, Chile. 2 Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Recursos Naturales y Medicina
Veterinaria, Universidad Santo Tomas, Avenida Ejército # 146, Santiago, Chile. “teriogenologiachile@vtr.net

RESUMEN

Con el propésito de evaluar una prueba hipoosmética simplifi-
cada (HOST-s), empleando agua bidestilada e incubacion por
cinco minutos y compararla con una prueba hipoosmética con-
vencional (HOST) en espermatozoides caninos frescos y refri-
gerados en diferentes tiempos hasta por 96 horas (h) se obtu-
vieron veinte eyaculados mediante manipulacion digital, los
cuales fueron evaluados por espermiograma convencional,
luego fueron diluidos con un diluyente a base de leche semi-
descremada UHT 0,5% materia grasa y refrigerados a 4°C. Se
realizaron evaluaciones mediante HOST, HOST-s y Motilidad
Progresiva (MP) en semen fresco y a las 24; 48; 72 y 96 h de
refrigeracion. Para comparar HOST vs. HOST-s, los datos por-
centuales fueron transformados segun la formula angular del
arcoseno a fin de realizar un analisis unilateral de la varianza.
Las diferencias se evaluaron a través de la prueba de hipote-
sis especifica de Tukey y para la estimacién de los grados de
correlacion entre HOST, HOST-s y MP se utilizé el analisis de
correlacion de Pearson. Los porcentajes de espermatozoides
con membrana funcional en el semen fresco, tanto con HOST
(77,0 £ 10,5) como con HOST-s (95,3 + 3,8) arrojaron una co-
rrelacion positiva (r=0,59; P < 0,05); asi como también con la
MP, r=0,47 para HOST y r=0,52 para HOST-s, respectivamen-
te Las correlaciones entre HOST y HOST-s en el semen refri-
gerado fueron r=0,59; r=0,58; r=0,62 y r=0,57 a las 24; 48; 72
y 96 h, respectivamente, destacandose que todas fueron signi-
ficativas (P<0,05).
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ABSTRACT

With the purpose of evaluating a simplified hypoosmotic swel-
ling test (HOST-s), using bidistilled water and incubation for
five minutes and compares it with a conventional hypoosmotic
test (HOST), in fresh and refrigerated canine spermatozoids in
different times up to 96 hours (h). It was obtained twenty ejacu-
lates through digital manipulation, and these were evaluated by
conventional spermiogram, then they were diluted with a ex-
tended based on skim milk UHT 5% M.G and refrigerated at
4°C. They were evaluated through HOST, HOST-s and Pro-
gressive Motility (PM) in fresh semen and at 24, 48, 72 and 96
h of refrigeration. The variables obtained from HOST and
HOST-s were transformed according to the angular formula of
arcsine in purpose of performing a unilateral analysis of vari-
ance. The differences were estimated through the Tukey test
of specific hypothesis, and for the estimation of the grades of
correlation between HOST, HOST-s and PM was used the
Pearson’s correlation analysis. The percentages of sperms
with functional membrane in fresh semen, so in HOST (77.0 £
10.5) as HOST-s (95.3 + 3.8) had a positive correlation (r=0.
59; P<0.05); so as the PM, r= 0.47 for HOST and r= 0.52 for
HOST-s, respectively. The correlations between HOST and
HOST-s in refrigerated semen were r= 0.59; r= 0.58; r= 0.62 y
r= 0.57 at 24, 48, 72 and 96 h, respectively, emphasizing that
all were significant (P<0.05).

Key words: Dog, semen, hypoosmotic swelling test.

INTRODUCCION

En la clinica reproductiva canina (Canis lupus familia-
ris), especialmente en la valoracion androlégica y para la in-
seminacion artificial, es comun realizar estudios de calidad
seminal en los cuales se busca establecer la fertilidad poten-
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cial de los reproductores [20]. Cabe destacar que en perros, la
metodologia de evaluacion seminal mas utilizada en condicio-
nes practicas, considera parametros fundamentales, tales
como motilidad progresiva (MP), morfologia espermatica y
concentracion espermatica [15]. Sin duda, uno de los desafios
en la evaluacion androlégica es generar técnicas de evalua-
cion de rutina, sencillas y que se correlacionen satisfactoria-
mente con la fertilidad.

Una de las pruebas que ha sido considerada de metodo-
logia simple, es la prueba hipoosmética, cuyo fundamento es
evaluar la integridad funcional de la membrana plasmatica del
espermatozoide [9]; esto considerando que la integridad de la
misma es el requerimiento minimo para que el espermatozoide
sea movil [4] y que ademas, en condiciones fisioldgicas, la fe-
cundacién no ocurre si la membrana plasmatica del esperma-
tozoide es bioquimicamente inactiva, aun cuando permanezca
estructuralmente intacta [7].

La prueba hipoosmética se fundamenta en que la sus-
pension de espermatozoides en un medio hipoosmotico oca-
siona un desequilibrio osmético entre el medio extracelular y el
intracelular, situacion que la célula compensa fisiolégicamente
difundiendo agua al compartimento intracelular y como conse-
cuencia, el espermatozoide aumenta su volumen y se pueden
observar cambios morfolégicos en los flagelos, como dilata-
cion y enrollamiento de los mismos [3, 4].

Para espermatozoides caninos frescos se han estudiado
diferentes soluciones hipoosmoéticas que fluctian entre los 60 a
150 mOsm/L, siendo fructosa y acido citrico los principales solu-
tos empleados, con periodos de incubacion de las muestras a
37°C que fluctuan entre los 30 a 60 minutos (min). Dichos estu-
dios concluyen que, la prueba hipoosmoética es apropiada para
evaluar integridad de membrana y que podria ser incorporada a
los analisis de rutina para semen de perro [6, 10].

Otros autores postulan que, el tiempo de incubacion po-
dria ser una limitante para un uso mas generalizado de esta
técnica y evalla la incubacién de muestras de semen canino
fresco y descongelado con una solucion de 100 mOsm e incu-
bacion por un min obteniendo correlaciones significativas con
motilidad y vitalidad, destacando que los resultados no difieren
de la incubacion por 60 min [14].

Otro aspecto estudiado con el objetivo de simplificar esta
técnica ha sido, el uso de agua bidestilada como solucion hi-
poosmética. Un estudio evalud espermatozoides caninos ex-
traidos desde la cola del epididimo en una diluciéon 1:4 con
agua bidestilada e incubandolos por cinco min a 38,5°C, repor-
tando una correlacién significativa con la prueba hipoosmética
convencional y con la MP [8]. Recientemente, se ha reportado
para espermatozoides de burro (Equus asinus) que, una dilu-
cioén del semen con agua bidestilada en una proporciéon 1:3 e
incubacioén por cinco min a 37°C constituye un buen predictor
de fertilidad, dada las altas correlaciones obtenidas con prue-
bas mas especificas de funcionalidad de membrana, utilizando
fluoroforos (SYRB14 y Propidio iodado) [16].

El objetivo del presente estudio fue evaluar una prueba
hipoosmoética simplificada (HOST-s), empleando agua bidestila-
da e incubacion por cinco min y compararla con una prueba hi-
poosmotica convencional (HOST), en espermatozoides caninos
frescos y refrigerados en diferentes tiempos hasta por 96 h.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Patologia Clini-
ca de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Santo Tomas, Sede Catemito, Santiago de Chile. Se utilizaron
doce perros reproductores, clinicamente sanos, ocho de raza
Beagle y cuatro de raza Fox Terrier pertenecientes a un cria-
dero de la Regién Metropolitana de Chile. La edad promedio
de los ejemplares fue de 3,2 + 1,4 afos.

Se obtuvieron 20 eyaculados por medio de manipulacion
digital, con presencia de hembra en celo, colectandose sdlo la
segunda fraccion de cada eyaculado en un vaso temperado a
37°C. Cada eyaculado fue sometido a un espermiograma con-
vencional, registrandose: volumen mediante tubo graduado,
color por observacién directa, pH con tira reactiva, MP con mi-
croscopio optico (Globe 1600, Alemania) de campo claro (40x
y 100x), concentracién espermatica con el método del hemoci-
tometro (Precicolor HBG, Alemania), vitalidad espermatica con
tincion eosina 5% -nigrosina 10% y morfologia espermatica
con tincion eosina y 5% [20]. Ademas, el semen fresco fue
evaluado mediante la prueba hipoosmoética convencional
(HOST), consistente en la incubacion de 5 yL de semen con
45 yL de una solucién de fructosa y acido citrico de osmolari-
dad 55 mOsm/L por 45 min a 37°C [9] y una prueba hipoosmo-
tica simplificada (HOST-s), diluyendo 5 uyL de semen con 45
ML de agua bidestilada de osmolaridad 0 mOsm/L e incubando
por 5 min a 37°C. La dilatacién espermatica se evalu6 utilizan-
do un microscopio 6ptico de campo claro (40x y 100x). La os-
molaridad de las soluciones y plasma seminal se midié con un
osmometro digital, basado en la técnica de descenso criosco-
pico (Roebling, 1313, Alemania).

Para la refrigeracion, el semen fue diluido en relacion 1:3
con un diluyente a base de leche semidescremada UHT 0,5%
de materia grasa adicionada con sulfato de estreptomicina (50
mg/100 mL) y penicilina benzatinica (50 mg/100 mL) [21]. La
osmolaridad del diluyente fue de 287 mOsm/L. Posteriormente
las muestras fueron almacenadas (Mademsa, Premier 315,
Chile) a 4°C y evaluadas a las 24; 48; 72 y 96 h de refrigera-
cion, a través de HOST, HOST-s y MP. Tanto en el semen
fresco como en el refrigerado, se consideraron espermatozoi-
des con membrana funcional, los que reaccionaron al estrés
hipoosmético mediante la dilatacion de la parte distal de la
cola espermatica o enrollamiento de la misma, mientras que
aquellos espermatozoides sin cambios en la cola se conside-
raron funcionalmente dafiados, y los resultados fueron expre-
sados en porcentaje de espermatozoides con membrana fun-
cional [6, 8].
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Los datos porcentuales fueron transformados segun la
férmula angular del arcoseno a fin de realizar un analisis unila-
teral de la varianza [23]. Las diferencias se estimaron a través
de la prueba de hipotesis especifica de Tukey [23]. Para la es-
timacion de los grados de correlacién utilizé el analisis de co-
rrelacion de Pearson [23]. Todos los analisis se realizaron con
un nivel de significancia de P<0,05. Se utilizaron los progra-
mas Excel-Software® y Prisma®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los doce perros utilizados como donantes respondieron
satisfactoriamente al método de obtencién de semen. Las ca-
racteristicas seminales de los veinte eyaculados obtenidos se
presentan en la TABLA |, destacandose que los valores pro-
medios y las desviaciones estandar del espermiograma pue-
den ser considerados como normales para la especie [5, 15].

Las células espermaticas, ya sea en el semen fresco in-
mersas en el plasma seminal (osmolaridad: 297 mOsm/L) o di-
luidas en leche UHT semidescremada (osmolaridad: 287
mOsm/L), se encontraban en un estado de equilibrio osmético;
sin embargo, al someterlas a incubacion con una solucion de
fructosa y citrato de sodio (osmolaridad: 55 mOsm/L) o con
agua bidestilada (osmolaridad: 0 mOsm/L), resultaron expues-
tos a cambios en la presién osmotica con el consiguiente movi-
miento de agua entre compartimientos y la consiguiente dilata-
cion de los espermatozoides [9, 22]. Ambas pruebas de funcio-
nalidad de membrana (HOST y HOST-s) reflejaron altos por-
centajes de dilatacion (>70%), interpretandose esto como célu-
las fisiolégicamente normales [9], situacion que guardaria rela-
cién con los buenos niveles de vitalidad espermatica (97,5 + 1)
observados en el semen fresco.

Cabe destacar que, el patron de dilatacion espermatica ob-
servado con ambas pruebas hipoosmoéticas, tanto en el semen
fresco como en el refrigerado fue similar, sobresaliendo la curva-
tura de las colas con dilatacion de la region distal de la misma tal
como describen otros autores [1, 5, 8, 10, 14, 16, 19, 21].

Los porcentajes de espermatozoides con membrana fun-
cional en el semen fresco, tanto con HOST (77,0 + 10,5) como
con HOST-s (95,3 = 3,8) arrojaron una correlacion positiva
(r=0,59; P<0,05); asi como también con la MP, r=0,47 para

TABLA |
CARACTERISTICAS DEL SEMEN FRESCO
(n=20 EYACULADOS) OBTENIDO DE DOCE PERROS
SEXUALMENTE MADUROS, DE RAZA BEAGLE
Y FOX TERRIER

Promedio * Desviacion
Estandar (D.E.)

Variable Seminal

Volumen (mL) 1,7+ 0,67
Concentracion (esp. x 108/mL) 335,3 +230,3
Espermatozoides totales (10%/mL) 527,8 £ 240,9
Motilidad Progresiva (%) 90,9+6,3
Espermatozoides vivos (%) 97,5+1,6
Espermatozoides normales (%) 89,5+6,9

HOST y r=0,52 para HOST-s, respectivamente, lo cual con-
cuerda con otros estudios de integridad de membrana en es-
permatozoides caninos [6, 8, 10, 14, 19, 21]. Estas correlacio-
nes positivas y significativas también han sido descritas en en-
sayos con espermatozoides humanos y caprinos (Capra aega-
grus hircus) [1, 11, 13].

En el semen refrigerado, las correlaciones entre HOST y
HOST-s fueron r=0,59, r=0,58, r=0,62 y r=0,57 a las 24; 48; 72
y 96 h, respectivamente, destacandose que todas fueron signi-
ficativas (P<0,05). El detalle de los valores de HOST y HOST-s
en el semen refrigerado se presenta en la TABLA Il. Al compa-
rar la integridad de membrana entre HOST y HOST-s, ya sea
en el semen fresco o refrigerado a través de los todos los tiem-
pos de evaluacién, se observaron mayores porcentajes de di-
latacién con el método simplificado (P<0,05), esto se podria
explicar por la menor osmolaridad de HOST-s respecto de
HOST, situacion también observada en espermatozoides hu-
manos, caninos y bovinos (Bos taurus) [1, 8, 12], sugiriendo
esto que la membrana plasmatica de los espermatozoides pre-
sentaria alta permeabilidad al agua.

En el semen refrigerado, en los diferentes tiempos de eva-
luacion se encontré una correlacion significativa entre HOST/MP
y entre HOST-s/MP con valores que se pueden agrupar en torno
a r=0,5 (P<0,05). La MP fue 90,9 + 6,3 en el semen fresco y en
el semen refrigerado experimentd una disminucion practicamente
lineal en el tiempo con valores de 77,5 £ 12,4; 68,1 £ 13,9: 60,3
13,9; 51,8 £ 14,1 a las 24; 48; 72 y 96 h, respectivamente. Los

TABLA Il
VALORES DE INTEGRIDAD FUNCIONAL DE MEMBRANA EVALUADO MEDIANTE HOST Y HOST-S
EN ESPERMATOZOIDES CANINOS FRESCOS Y REFRIGERADOS

Semen Refrigerado a 4°C

Parametro Semen Fresco Tiempo de Refrigeracién (horas)
Evaluado (n=20) 24 48 72 96
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
HOST (%) 77,0 £10,5° 76,0 £10,1? 70,5+ 11,12 64,4 + 10,62 59,4 + 9,97
HOST-s (%) 95,3 +3,8° 86,8 +9,8° 81,0+ 10,6° 72,8 +12,3° 65,0 + 13,1°

b Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencias significativas (P<0,05).
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menores porcentajes de dilatacién del plasmalema y la dismi-
nucién de la MP observados en los espermatozoides refrigera-
dos a través de los tiempos de estudio, se pueden asociar al
shock térmico, que inestabiliza el metabolismo y la membrana
plasmatica de los espermatozoides [2, 4], situacion que ha
sido descrita en estudios de refrigeracion de espermatozoides
en diferentes especies [17, 18, 21].

Si bien en Chile se han realizado estudios de integridad
de membrana en espermatozoides caninos frescos, refrigera-
dos y congelados con la técnica HOST [19, 21], este estudio
seria el primero en utilizar la prueba de agua o prueba de hin-
chamiento hipoosmotica simplificada, restando establecer la
relacién entre esta y la fertilidad del semen canino.

CONCLUSIONES

Las relaciones estadisticas observadas entre la prueba
hipoosmética simplificada (HOST-s) propuesta en este estudio
y la prueba hipoosmética convencional (HOST), asi como con
la MP, permiten sefalar que el HOST-s es un método simple,
rapido y barato que podria ser incluido en los analisis de rutina
de semen canino fresco y/o refrigerado.
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