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INTRODUCCION

Los espermatozoides de un eyaculado presentan caracteristicas muy
heterogéneas, con importantes diferencias en cuanto a estructura y estado funcional. Una
poblacion espermatica heterogénea tendra mayor poder fertilizante que una homogénea,
ya que aumenta la probabilidad de que la activacién espermatica se produzca en las
inmediaciones del ovocito (1). Por ello, esta heterogeneidad poblacional es de gran
importancia en la determinacion del potencial fertilizante de una muestra seminal

Dado que la heterogeneidad se manifiesta, entre otras caracteristicas, en la
diferente composicion y estructura de la membrana, la distribucién en contracorriente
con centrifugacion (CCCD) resulta de gran utilidad para analizar esta heterogeneidad,
dada su capacidad para detectar pequefos cambios en la superficie celular.

En base a estos hechos, se plante¢ la posibilidad de aplicar la tecnologia de
CCCD para predecir la capacidad fertilizante de una muestra seminal. Se ha analizado
la posible existencia de alguna correlacion entre el porcentaje de fertilidad en campo y
distintos parametros obtenidos tras el estudio de las dosis seminales por CCCD.

MATERIAL Y METODOS

Se emple6 semen ovino procedente de moruecos de raza "Rasa Aragonesa”
estabulados en el Centro de Seleccion y Reproduccion Animal de la Direccién
General de Aragon (CENSYRA). Las extracciones se llevaron a cabo por personal
técnico especializado de dicho centro mediante vagina artificial. El semen se
mantuvo a 30°C en bafo de agua hasta su llegada al laboratorio, momento en el que
se determiné su motilidad, viabilidad y concentracidbn como se describe previamente
(2). La inseminacién artificial la realizaron los equipos técnicos de ANGRA y Carnes -
Oviaragon en diferentes granjas pertenecientes a ambas cooperativas. El semen se
diluyé hasta 800x10° sperm/ml, y se mantuvieron a 15°C hasta el momento de la
inseminaciéon. Se inseminaron 522 hembras con 53 eyaculados diferentes obtenidos
a partir de 25 sementales, y muestras de los mismos eyaculados se utilizaron para
los analisis de parametros de calidad seminal y de CCCD.

El plasma seminal se eliminé por filtracion en filtros Millipore de 5 ym de poro, y
las células se resuspendieron en medio de bifase. Sobre estas muestras se
realizaron cromatografias de reparto en una unidad de distribucién en

contracorriente con centrifugacién, cargando aproximadamente 1,25 x108 células en
las camaras 0 y 30 de la unidad de CCCD. El sistema bifasico utilizado (3). se
preparé para 3 experimentos, y se analizaron dos muestras simultdneamente; es
decir, se estudiaron 6 eyaculados distintos en idénticas condiciones experimentales.
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Los parametros post-CCCD analizados se derivan del estudio del perfil de
distribucion obtenido. Ef n° total de células se llama area celular total (ACT), y el n°
total de células viables se expresa como area de viabilidad (AV), la cual se dividié en
3 fracciones (Vi, Vo y V), correspondientes a las camaras 0-9, 10-19 y 20-29,
respectivamente. La heterogeneidad del perfil (H) se definid como el porcentaje de
camaras que contienen 50% o mas células.

El estudio estadistico de los resultados obtenidos se realizé con el programa
SAS (Institute inc., NC). La ecuacion predictiva de la fertilidad se determiné mediante analisis
de regresion lineal muttiple.

RESULTADOS Y DISCUSION

La fertilidad en campo varié6 desde 12,5 hasta 75%, con un valor medio de
46,75%. Dada esta diferencia, los eyaculados se clasificaron en dos categorias
segln la fertilidad obtenida: mayor o menor que dicho valor medio. De los
parametros estandar analizados, el dnico que presentd correlacion positiva (no
significativa) con la fertilidad fue la viabilidad determinada después de la filtracion
(Tabla 1). Sin embargo, si se obtuvieron correlaciones significativas con los
parametros derivados del estudio por CCCD. La mayor correlacion se encontré con
el area de viabilidad, tanto total (AV, r=0,40) como en las camaras centraies (V,
r=0,44), con un alto grado de significacion (p<0.001). Ademas, este parametro
permitiria discriminar entre eyaculados de fertilidad alta o baja, respecto al valor
medio de fertilidad obtenido en este estudio (p=0.03). Asimismo, la heterogeneidad
del eyaculado también correlacion6 con la fertilidad (r=0.23), con tendencia a la
significacion (p<0.09).

Tabla 1. Corrclaciones entre parimetros espermaticos v fertilidad

r p
Pardametros

(a) pardmetros standard

Concentracion -0.0114 0.935
Motilidad masal -0.0225 0.873
Motilidad individual -0.0341 0.808
Viabilidad inicial -0.0722 0.607
Viabilidad post-filtration 0.1348 0.336
(b) ) pardmetros post-CCCD

Area celular total (ACT) 0.2091 0.133
Area de viabilidad total (AV) 0.4083 0.002
Area de viabilidad 1 (V,) 0.2479 0.074
Area de viabilidad 2 (V,) 0.4416 0.001
Area de viabilidad 3 (V) 0.0114 0.935
VA/TCA 0.2161 0.120
Heterogeneidad 0.2310 0.096

La Fig. 1 muestra 4 perfiles de distribucién representativos de muestras de
semen de alta fertilidad. Como caracteristica general se observé un gran area de
viabilidad, especialmente en las camaras centrales (V,), variando desde 5,69 a 6,81 om?,
excepto la muestra de la Fig. 2d. Este eyaculado obtuvo un 57,14% de fertilidad a
pesar del menor valor de V; (3,86 sz), que podria explicarse por su alta
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heterogeneidad (46.6%) la cual podria compensar la menor viabilidad. Las muestras de
fertilidad baja, presentaron menores valores de V; y heterogeneidad en todos los casos.

120

100

80
60

40'}

% DEL MAXIMO DE CELULAS

15 20 25 0 S 10 15 20 25 30

N° DE CAMARA

Fig. 1. Perfiles de CCCD representativos de muestras de semen de fertilidad alta:
(a) 75%, (b) 69,2%, (c) 62%, (d) 57,14% de fertilidad

Estos resultados indican que la heterogeneidad de una muestra seminal debe
considerarse junto con la viabilidad recuperada tras el proceso de CCCD. La
heterogeneidad, aunque tiene una correlaciéon positiva con la fertilidad, por si sola no
permite discriminar entre eyaculados con fertilidad mayor o menor que fa media. Esto
parece confirmar que, a pesar de la importancia de la heterogeneidad, no se debe olvidar
la influencia de la integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides, en la
capacidad fertilizante. Es decir, que aunque una muestra espermatica presente un
elevado numero de subpoblaciones celulares que difieren en su estado funcional, si la
viabilidad (entendida como integridad de membrana) de estas subpoblaciones es baja,
probablemente, la capacidad fertilizante de esta muestra sera baja. De esta forma, la
consideracién conjunta de ambos parametros se expresa en una ecuacion de regresion
respecto de la fertilidad con un attisimo nivel de significacion (p=0,0006).

Prediccion de fertilidad = 3,979 + 0,066V, + 0,304H

El hecho de que el valor del coefictente de regresion miuiltiple obtenido (R=0,50)
no sea muy alto, podria deberse a la gran cantidad de factores externos que
afectarian a los resultados de fertilidad, tales como: la propia hembra, la
inseminacién de ovejas de distintas ganaderias, la variaciéon en la distancia al punto
de inseminacion, la participacién de distintos inseminadores, etc
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