Efecto de la temperatura y del tiempo de incubacion sobre la evaluacion de
la integridad de l]a membrana en semen congelado de carnero
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RESUMEN

La integridad de la membrana plasmédtica es un requisito
imprescindible para la actividad normal del espermatozoide y
muy especialmente para la fertilizacion. El acrosoma y la
membrana plasmatica del espermatozoide de carnero son las
estructuras mas dafiadas por el proceso de congelacion y
descongelacion. El objetivo del presente trabajo fue determinar
el efecto del tiempo y de la temperatura de incubacion, en la
evaluacion del dano de membrana en semen de carnero,
utilizando los colorantes fluorescentes Calceina AM como
marcador de esterasas citoplasmaticas permeante de la
membrana, y homodimero de Etidio (CAM/Eth-1) como
marador de DNA no-permeante de la membrana. Esta técnica
tiene la ventaja de que permite evaluar el porcentaje de
espermatozoides con la membrana plasmatica intacta y
simultdneamente la movilidad espermatica. Los resultados
obtenidos indicaron que el dafio de las membranas espermaticas
se incrementd al elevar la temperatura de incubacion, mientras
que, a medida que el tiempo de incubacion aumentd, disminuyo
la movilidad espermatica y se incrementd el porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmatica danada.
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SUMMARY

The integrity of the sperm plasma membrane is an essential
requirement for spermatozoa function and especially for
fertilisation. Acrosome and plasma membrane of ram
spermatozoa are the structures most damaged by freeze-thaw
process. The aim of this study was determine the importance
of time and temperature of incubation, in the evaluation of
membrane damage with the fluorophore probes Calcein AM, a
membrane-permeant cytoplasmatic esterase marker and
Ethidium homodimer, a membrane-impermeant DNA marker
(CAM/EthD-1). This technique has the advantage of enabling
estimation of the proportion of spermatozoa with intact plasma
lemmae as well as the proportion exhibiting motility. The results
obtained show that high temperature increased spermatozoa
damage meanwhile the longer the incubation time as greater the
lost of motility and plasma membrane damage.
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INTRODUCCION

La evaluacion in vitro de la calidad es-
permatica se utiliza para obtener infor-
macion de la capacidad fertilizante po-
tencial del semen o del semental del cual
fue colectado. La integridad de la mem-
brana plasmatica es un requisito impres-
cindible para la actividad normal del es-
permatozoide y muy especialmente para
la fertilizacion (15). El desarrollo de la
microscopia permitio utilizar diferentes
técnicas para la evaluacion de la morfo-
logia de la membrana celular, tales como:
contraste de fases, interferencia, fluores-
cencia (15, 6). La utilizacién de fluoro-
cromos en combinacién con microsco-
pio de luz ultravioleta ha demostrado ser
una técnica muy adecuada para evaluar

la incidencia del daio de membrana en
los espermatozoides (6, 3). Garner et al.
describieron una técnica basada en la uti-
lizacion de dos colorantes fluorescentes:
diacetato de carboxifluorosceina y yo-
duro de propidio para la evaluacion de la
integridad de membrana (2). Januskaukas
y Rodriguez-Martinez trabajando con
semen de toro y Althouse y Hopkins
con semen de cerdo, describieron una
técnica para evaluar el dafio de membra-
na, utilizando los colorantes fluorescen-
tes Calceina AM (que es un marcador de
esterasas citoplasmaticas permeante de
la membrana) y homodimero de Etidio
(CAM/EthD-1) que tiene la ventaja de
evaluar el porcentaje de espermatozoi-
des con la membrana plasmatica intacta
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y simultdneamente la movilidad esper-
matica (5, 1, 9,).

El proceso de la conservacion esperma-
tica causa serios dafios a los espermato-
zoides de carnero, lo que determina ba-
jos porcentajes de prefiez (7, 10, 11). El
acrosomay la membrana plasmatica del
espermatozoide de carnero son las es-
tructuras més dafiadas por el proceso de
congelacion y descongelacion (8, 13). Por
esta razon, es de gran interés contar con
una técnica in vitro para estimar el dano
de los espermatozoides después de la
congelacion. El objetivo del presente tra-
bajo fue determinar el efecto del tiempo
y de la temperatura de incubacion, en la
evaluacion del daiio de membrana en se-

Veterinaria, (Montevideo) 37 (146):7-12(2002)



men de carnero, con la técnica de
CAM/Eth-1.

MATERIALES Y METODOS

Animales, coleccion del semen y
disefio experimental

La primera parte del trabajo (recoleccion
y congelacion del semen) se realizd en la
Facultad de Agronomia, Montevideo,
Uruguay (35° LS) durante la estacion re-
productiva (marzo). Se utilizaron tres
carneros de la raza Merino, sexualmente
maduros, previamente entrenados a ser-
vir la vagina artificial. Se colectaron tres
eyaculados de cada carnero, utilizando
el método de la vagina artificial, en tres
semanas sucesivas. Inmediatamente des-
pués de cada coleccion se evaluo el volu-
men, la concentracion espermatica y la
movilidad del eyaculado obtenido. Para
la dilucidn se utilizd un diluyente en base
a: Tris, glucosa y acido citrico con 20%
de yema de huevo. Luego de la dilucion,
¢l semen fue enfriado hasta 5°C durante
dos horas. A esta temperatura se com-
pletd la dilucion utilizando el diluyente
anteriormente descrito al que se le habia
agregado glicerol en cantidad suficiente
para alcanzar 6% en la dilucion final. El
semen fue envasado en mini-pajuelas
francesas (0.25 ml). Dos horas después
del envasado, las pajuelas fueron conge-
ladas a -160°C (3 cm por encima del ni-
trégeno liquido), durante 10 minutos y
posteriormente sumergidas en nitrogeno,
donde permanecieron almacenadas hasta
su descongelacion. La segunda parte del
trabajo se realizé en el Departamento de
Obstetricia y Ginecologia de la Facultad

de Veterinaria de la Universidad Sueca
de Ciencias Agricolas en Uppsala, Sue-
cia. Tres pajuelas de cada eyaculado fue-
ron evaluadas después de su descongela-
cion en agua a 50°C durante nueve se-
gundos. Luego de la descongelacion se
tomaron alicuotas de cada pajuela y se
procedi6 a evaluar la integridad de la
membrana espermatica utilizando dos
temperaturas de incubacién: 20°Cy 35°C
y tres tiempos de incubacion: 15, 30 y
60 minutos.

Evaluacion de la integridad de la
membrana espermitica

Laintegridad de la membrana espermati-
ca, se evaluo incubando las muestras de
semen en un medio de coloracion que
contenia Calceina AM (CAM), un mar-
cador de esterasas citoplasmaticas per-
meante de la membrana, y homodimero
de Ethidio (EthD-1), un marcador de
DNA no-permeante de la membrana
(Molecular Probes Inc. Oregon USA).
Estos colorantes se prepararon en solu-
cion de buffer fosfato (PBS), tal como
fue descrito por Januskauskas (4). El
semen se diluy6 1/2 (v/v) en Tris buffer
y 30ul de la dilucion se mezclaron 1+1
con el medio de coloracion y se incuba-
ron en oscuridad a 20 y 35°C durante 15,
30 y 60 minutos. Se observaron diferen-
tes campos seleccionados al azar en mi-
croscopio con platina caliente (37°C) con
un aumento de 600x.. En una muestra
coloreada de 5ml fueron examinados cien
espermatozoides y clasificados de acuer-
do a lo descrito por Januskauskas y Ro-
driguez-Martinez (5) en cuatro grupos:
verdes maviles (VM) espermatozoides

coloreados completamente de verde con
CAM y moviles; verdes inmoviles (VI)
espermatozoides con membrana plamé-
tica intacta, coloreados de verde e inmé-
viles; verdes-rojos (VR) espermatozoi-
des con la membrana plasmatica dafada,
pero el acrosoma intacto (verde) y la re-
gion post-acrosémica coloreada de rojo
con EthD-1; rojos (R) espermatozoides
con daiio tanto en la membrana plasma-
tica como en la acrosomica y completa-
mente coloreados de rojo.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados por analisis
de varianza (ANVA) para medidas repe-
tidas. Fueron estudiados los efectos de
carnero, eyaculado, pajuela, temperatu-
ra de incubacioén, tiempo de incubacion
y la interaccion entre tiempo de incuba-
cién y temperatura de incubacion. Cuan-
do los efectos principales fueron signifi-
cativos, las medias individuales se com-
pararon por el test de diferencia minima
significativa (P<0.05). Se estudiaron las
correlaciones de Pearson entre las varia-
bles. Todos los analisis se realizaron uti-
lizando el paquete estadistico SAS 608
(12). Los resultados se expresan como
media £ errores estandar de la media
(e.e.m.)

RESULTADOS

Los resultados del ANVA para las varia-
bles estudiadas se observan en el Cuadro
1. Las medias y e.e.m. de los porcentajes
de espermatozoides rojos, rojos-verdes,
verdes moviles y verdes inmdviles por
eyaculado, temperatura de incubacion,
tiempo de incubacion y pajuela se pre-

Cuadro 1. Resultados del Andlisis de Varianza: niveles de significancia de los efectos estudiados.

Grados de | Espermat.rojos Espermatozoides Espermatozoides Espermatozoides
libertad rojos-verdes verdes-inmoéviles verdes-moviles
Carnero ) Kk % ok ok ok % ok ok
Eyaculado 8 n.s. n.s. n.s. n.s.
Pajuela 26 n.s. n.s. 11,8 n.s.
Tiempo de incubacion 1 n.s. ok ok n.s. A
Temperatura de 2 LA oW n.s. Rk
incubacion
Tiempo*Temperatura 2 n.s X n.s n.s

*:p<0.05; ** p<0.01; ***: p<0.001

Veterinaria, (Montevideo) 37 (146):7-12 (2002)




sentan en el Cuadro 2. Para facilitar la
comprension de los efectos de las tem-
peraturas y de los tiempos de incuba-
cion, en la figura 1 se presentan juntos
estos tratamientos sobre cada una de las
variables de respuestas estudiadas.

El efecto de carnero influyd significati-
vamente (P<0.001) a todas las variables
estudiadas. El eyaculado y la pajuela no
afectaron a ninguna de las variables es-
tudiadas (P>0.05), indicando que el ma-
nejo durante la congelacion fue similar
en todos los casos y que la variacion en-
tre pajuelas del mismo eyaculado no fue
estadisticamente apreciable. No se en-
contraron interacciones significativas
entre temperatura y tiempo de incuba-
cidn para las variables estudiadas, salvo
para el porcentaje de espermatozoides
verdes-rojos (P<0.05).

Una mayor temperatura de incubacion
(35°C) incrementd significativamente
(P<0.0001) el porcentaje de espermato-
zoides dafiados, incrementando los por-
centajes de espermatozoides rojos es

decir espermatozoides con membranas
plasmaticas y acrosémicas dafiadas, y
verdes-rojos. Ademads, redujo el porcen-
taje de espermatozoides verdes moviles
(P<0.0001). A mayor tiempo de incuba-
cion disminuy6 significativamente
(P<0.0001) el porcentaje de espermato-
zoides verdes moviles e incremento el
porcentaje de espermatozoides rojos-
verdes (P<0.01), es decir espermatozoi-
des con dafio en la membrana plasmética.

Los porcentajes de espermatozoides ver-
des moviles (P<0.0006), y espermato-
zoides verdes-rojos (P<0.0001) fueron
afectados por el tiempo de incubacion.

Las correlaciones entre las variables se
presentan en el Cuadro 3.

DISCUSION

En el presente trabajo el dafio de las mem-
branas espermaticas se incremento al ele-
var la temperatura de incubacion, mien-
tras que, a medida que el tiempo de incu-
bacion aumento, disminuyd la movilidad
espermatica y se incrementé el porcen-

taje de espermatozoides con membrana
plasmatica dafiada.

Las muestras incubadas a 35°C presen-
taron un mayor dafio de las membranas
plasmaticas (espermatozoides verde-ro-

jos) y acrosémicas (espermatozoides

rojos) que las muestras incubadas a 20°C,
independientemente de los tiempos de
incubacion. Mientras tanto, mayores
tiempos de incubacion aumentaron el
porcentaje de espermatozoides con la
membrana plasmatica dafiada (esperma-
tozoide verde-rojos) sin modificar el
porcentaje de espermatozoides con am-
bas membranas dafiadas (espermatozoi-
des rojos). Zibrin et al. (16) utilizando
microscopio de transmision electrénica
para evaluar semen de carnero diluido en
citrato-yema y congelado, encontraron
que el acrosoma era la estructura mas
danada. Por su parte, Valcarce et al. (13)
utilizando lectina marcada con isothio-
cianato y fluorosceina, y Hoetsch 33258
para evaluar semen de carnero congela-
do, observaron que el primer dafio apre-

Cuadro 2. Porcentaje de espermatozoides rojos, verdes-rojos, verdes-inmoviles y verdes-moviles incubados a

dos temperaturas

diferentes (35°C y 20°C) y tres tiempos de incubacion (15, 30, y 60 minutos)

Incubacion Esp. Rojos Rojos-verdes Verdes-inmoéviles Verdes-moviles
x(%) eem Xx(%) eem x(%) eem x(%) eem X(%) eem
Temperatura
20 54.1 + 1.8 32+04a 22.4+0.9 20.6.+1.5°
35 58.5+ 1.7b 54+05b 21.5+£0.8 14.9 + 1.5b
Tiempo
15 55.6+24 2.1+0.52 21.841.0 21 +£2.1°
30 5714 2.1 4.2 +0.5b 21,94 1.1 17+ 1.7b
60 56.3 £2.0 6.7 +0.5¢ 22.0 £1.0 15+ 1.8b

Literales diferentes entre filas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.01)

Cuadro 3. Correlaciones entre el procentaje de espermatozoides rojos, verdes-
rojos, verdes inmoviles y verdes moviles.

Verdes-Rojos

Rojo ns

Rojo-verde

Verde-Inmovil

Verde-Inmovil Verde- Movil
- 0.56 -0.82
0.0001 0.0001

ns 0.36
0.0001
ns

ciable luego del proceso de congelacion-
descongelacion era en la membrana plas-
matica. En el presente trabajo, el dafio
provocado por los mayores tiempos de
incubacion estaria mas asociado al dafo
de la membrana plasmatica que al del
acrosoma. Mientras que una mayor tem-
peratura de incubacién provocaria dano
no solo en la membrana plasmatica sino
también en la membrana acrosémica. Es
posible que el efecto sea, al menos par-
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cialmente, debido a que las temperaturas
elevadas incrementan el metabolismo es-
permatico y por ende la concentracion
de catabolitos, incluyendo radicales li-
bres los que causan dafios en las mem-
branas espermaticas (14).

Ambos factores, mayor temperatura y
tiempo de incubacién, provocaron una
reduccion de la movilidad espermética
(espermatozoides verdes moviles) sin
afectar el porcentaje de espermatozoi-
des inmdéviles pero con membranas. in-
tactas (verdes inmoviles). Es posible que

la pérdida de espermatozoides en esta
ultima categoria debido al dafio de las
membranas plasmaticas, sea compensa-
do por los espermatozoides que tenien-
do las membranas intactas pierden su
movilidad.

Los resultados de este trabajo indican que
cuando el semen de carnero es evaluado
con CAM-EthD-1 debe considerarse que
la incubacién a 35°C produce mayor dafio
a los espermatozoides que la incubacion
a 20°C y que incubaciones durante 15
minutos producen menos cambios en la

viabilidad espermatica que incubaciones
mas prolongadas.
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