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RESUMEN

La investigacion se hizo para determinar si era posible hacer variar la proporcion de
espermatozoides de toros con cromosoma Y mediante el uso de albumina sérica bovina
“ASB” en tres métodos propuestos: Doble centrifugacion en ASB (M1); Centrifugacion y
migracion en ASB (M2); Doble migracion en ASB, (M3). Las muestras obtenidas, se
conservaron durante 20-24 horas a 5°C; luego se congelaron en nitrogeno liquido. La
variacion en la proporcion de espermatozoides con cromosoma Y (cuerpo F) se determind
usando una tincion con diclorhidrato de quinacrina; no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) en el porcentaje de cuerpos F, siendo el valor de 48.41%+5.93 para
el control; 46.15% =+5.86 para M1; 45.82% +5.47 para M2 y 47.18% +4.92 para M3. La
tasa de recuperacion espermatica fue diferente entre los métodos evaluados (P<0.01),
siendo del 50.69% para M1; 36.23% para M2 y 21.41% para M3. Hubo una reduccion
significativa (P<0.01) de las caracteristicas espermaticas por efecto del uso de ASB. La
vitalidad espermatica se redujo del 64.24% en el control a valores de 42.53%, 37.23% y
27.23% para M1, M2 y M3 respectivamente. La motilidad se redujo del 83.11% en el
control a 48.11%, 31.89% y 23.11% para M1, M2 y M3 respectivamente. El porcentaje de
espermatozoides con membrana funcional se redujo del 64.62% en el control al 42.74%,
42.58% y 39.63% con M1, M2 y M3 respectivamente; el porcentaje de espermatozoides
vivos con acrosoma no reaccionado varidé del 58.12% en el control a 35.10% con M1;
30.16% con M2 y 20.48% con M3. Se observo una reduccion general de las caracteristicas

evaluadas por efecto de la congelacion en nitrogeno liquido haciéndolas inviables.

Palabras claves: Albumina sérica bovina, sexado espermatico, diclorhidrato de quinacrina,

cuerpo F, acrosoma.



ABSTRACT

This study was conducted to determine if it was possible to vary the proportion of bull
sperm with Y chromosome by using bovine serum albumin "BSA" in the following three
methods: Double centrifugation in BSA (M1); centrifugation and migration in BSA (M2);
Double migration in BSA (M3). The samples obtained, were stored for 20-24 hours at
5°C; then frozen in liquid nitrogen. The variation in the proportion of Y chromosome (f-
body) spermatozoa was determined using staining with quinacrine dihydrochloride. No
significant difference was observed (P> 0.05) in the percentage of (f-body); 48.41 (=
5.93)% for the control; 46.15 (£ 5.86)% for (M1); 45.82 (£ 5.47)% for (M2) and 47.18 (£
4.92)% for (M3). The spermatozoa retrieval rate differed among the methods evaluated (P
<0.01), with 50.69% for (M1), 36.23% for (M2) and 21.41% for (M3). The effect of ASB
on sperm characteristics was significant (P <0.01). The sperm vitality was reduced from
64.24% in the control to 42.53% for (M1), 37.23% for (M2) and 27.23% for (M3).
Motility was reduced from 83.11% in the control to 48.11%, 31.89% and 23.11% for (M1),
(M2) and (M3) respectively. The percentage of sperm with functional membrane was
reduced from 64.62% in the control to 42.74%, 42.58% and 39.63% in (M1), (M2) and
(M3) respectively. The percentage of live sperm acrosome unreacted was 58.12% in the
control; 35.10% in (M1); 30.16% in (M2) and 20.48% in (M3). It is observed that freezing

bull sperm in liquid nitrogen reduced the characteristics evaluated making them unviable.

Keywords: bovine serum albumin, sperm sexing, quinacrine dihydrochloride, f-body,

acrosome.



l. INTRODUCCION

La posibilidad de poder controlar el sexo de la progenie tuvo siempre especial atencion,
debido a consideraciones médicas en humanos y econdmicas en el campo de la produccion
animal. En humanos esta se da cuando existe el riesgo de transmitir enfermedades
genéticas (Zarutskie et al., 1989). En especies de interés zootécnico como en el ganado
bovino, la seleccion del sexo permitiria incrementar la intensidad de seleccion de un sexo

en detrimento del otro (Bekkman et al., 1994 en Costa, 2007).

El sexo genético de un mamifero se determina en el momento de la fertilizacion, si un
ovulo logra ser fertilizado por un espermatozoide portador del cromosoma Y, el resultado
es un individuo genéticamente macho; si por el contrario el espermatozoide posee el
cromosoma X, el individuo es genéticamente hembra. En ese sentido uno de los métodos
para condicionar el sexo de la descendencia puede ser logrado por medio de la separacion
de los espermatozoides que posean uno u otro cromosoma, ello se denomina sexado de

espermatozoides.

Para lograr la separacion o sexado espermatico existen diversos métodos como son
inmunologicos, fisicos y bioquimicos, todos estos métodos son utilizados con el propdsito
de alterar la proporcion de espermatozoides que normalmente posee una muestra de semen,
siendo la citometria de flujo, la técnica que mejores resultados brinda actualmente; sin
embargo no estad exenta de problemas, debido sobre todo a la capacidad de fecundacion

disminuida que muestran los espermatozoides sometidos a este proceso (Cran et al., 1994).

Otros métodos se basan en el uso de medios que forman gradientes o columnas de
densidad aplicando en algunos casos, procesos de sedimentacion por centrifugacion; para
ello se usan polimeros sintéticos como el Percoll® (Kaneko et al., 1983), (Mota et al.,
2007); ficoll-sodio-metrizoato (Kaneko et al., 1983); en otros casos se utiliza el efecto de la
velocidad de migracion mediante el uso de medios viscosos como yema de huevo en
solucion fisiologica (Schilling, 1966), albiimina sérica bovina (Ericcson et al., 1973),

albumina sérica humana (Hernandez et al., 2008). En cuanto al uso del Percoll®, este fue



descontinuado en humanos debido a que como resultado de su uso, se observo el
incremento de problemas de endometritis en mujeres inseminadas con semen centrifugado

con dicho medio (Makkar et al., 1999).

El uso de medios de albumina sérica humana y/o bovina, en columnas o gradientes
continuos y discontinuos, son de los métodos mas usados para lograr el sexado de
espermatozoides en humanos, debido a su ventaja en términos de carencia de toxicidad
con respecto al uso del citometro de flujo 6 centrifugacion y migracion en gradientes de
Percoll® y otros medios que contienen silica; sin embargo los resultados en términos de
eficacia en la tasa de sexado espermatico logrado se muestran muy variables, ademas las
metodologias de trabajo difieren entre las investigaciones revisadas, por ejemplo en
humanos mostraron resultados favorables (Ericsson et al., 1973) (Beernink et al., 1993) asi
como en vacunos (Beal et al., 1984), pero también existen trabajos de investigacion cuyos

resultados muestran la inefectividad de dicho producto (Flaherty et al., 1997).

En el Pert no se tiene conocimiento de trabajos experimentales que hayan hecho
referencia al sexado de espermatozoides en especies animales, mediante el uso de las
metodologias antes mencionadas; sin embargo actualmente, ya se viene comercializando
pajillas de semen sexado de ganado bovino, siendo estas Unicamente importadas y en el

mundo esta tecnologia esta siendo acogida con gran interés.

La presente investigacion tiene por objetivo general determinar si el uso de la albimina
sérica bovina utilizada en diferentes métodos propuestos, puede lograr el hacer variar la
proporcién de espermatozoides portadores del cromosoma Y en muestras seminales de
ganado bovino, para su uso en inseminacion artificial; para ello se plantearon como
objetivos especificos: (1) determinar la capacidad de sexado espermatico que se puede
lograr por el uso de albumina sérica bovina en tres metodologias propuestas. (2) Evaluar el
efecto de dichos procedimientos sobre las caracteristicas espermaticas consideradas como
indicadores usuales de calidad. (3) Evaluar el efecto de la criopreservacion sobre las
caracteristicas espermaticas de las muestras resultantes de los procesos para el uso de ASB

efectuados.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES

Uno de los efectos principales de la aplicacion de las tecnologias reproductivas, es el
incremento de la eficiencia reproductiva de los animales de interés zootécnico, esto
significa que unos pocos reproductores sean capaces de producir una vasta descendencia;
ello cobra importancia en el aspecto de la mejora genética debido a que se incrementa la
intensidad de seleccion, el cual es un factor importante para lograr el progreso genético de

planteles productivos.

El sexado de semen es una tecnologia reproductiva que en aplicaciéon conjunta a la
inseminacion artificial permite un aumento proporcional en el nimero de individuos de
uno de los dos sexos (masculino o femenino) en la progenie de una poblacion, con ello se
permitiria incrementar la intensidad de seleccion de un sexo, en detrimento del otro
(Bekkman et al., 1994 citado por Costa, 2007); aunque también dependera del tipo de
explotacion ganadera al que se esté orientado; como ejemplo se tiene que en crianzas de
ganado de carne, se busca tener una mayor cantidad de machos debido a los mayores
rendimientos productivos de masa muscular; caso contrario sucede en explotaciones
orientadas a la produccion de leche, en la que la necesidad de tener un macho reproductor
en el plantel es nula y por el contrario se desea que la mayor proporcion de la progenie sea

hembra, porque la produccion de leche esta ligada al sexo.

2.2. SELECCION ESPERMATICA COMO MEDIO DE MEJORA GENETICA

La seleccion espermatica es una de las técnicas utilizadas para preseleccionar el sexo de la
progenie en un hato, siendo evidente su valor econdmico significativo en la produccion. En
el caso del ganado vacuno la productividad de un sistema productivo de leche se vera
favorecida por la presencia de una mayor progenie de hembras (Van Vleck et al., 1987).
Ademas la seleccion del sexo podria evitar algunos problemas ocasionados por

transferencia multiple como el sindrome Freemartin (Palma, 2001).



En la crianza de bovinos lecheros, los programas de mejoramiento genético, tienen por fin
incrementar la produccion de leche. Para lograr el objetivo es necesario aumentar el mérito
genético para las caracteristicas que son econdmicamente importantes para dicho caracter,
haciéndolo de una forma eficiente y con el menor costo posible (Hossepian de Lima, 2005

en Costa, 2007).

La seleccion del sexo en hatos lecheros, tienen como objetivos: (1) incrementar la
eficiencia reproductiva del rebafio, (2) incrementar la intensidad de seleccion, (3) disminuir
el intervalo generacional y (4) promover el incremento del valor genético de la progenie
(Costa, 2007). Por otro lado Van Vleck et al. (1987) demostraron que el valor genético
aditivo depende de: (1) la exactitud de la prediccion del valor genético aditivo, (2) la
intensidad de seleccion, (3) la desviacion estandar de los valores genéticos aditivos y (4) el

intervalo generacional.

Un modelo para validar el impacto econdémico generado por la respuesta a la seleccion de
un hato comercial para produccion de leche que utilizaria dosis de semen con mayor
proporcion de espermatozoides portadores del cromosoma X (dosis de semen sexado), en
vacas de mayor produccion y con dosis de semen no sexado para vacas menos productivas,
fue desarrollado por Van Vieck & Everett (1976), obteniéndose los resultados de habilidad
transmisora para leche que se observan en el Cuadro 1, en el mismo se puede observar que
utilizando dosis de semen con una mayor precision de sexado espermatico a favor del
cromosoma X, se logrd obtener un promedio mas alto en la habilidad trasmisora para
leche; en dicho modelo los costos contabilizaban el nimero de inseminaciones necesarias
para obtener una cria hembra de calidad genética superior; el costo extra necesario para
alimentar a vacas mas productivas; los beneficios incluian la produccion extra de leche.
Con el analisis, se proyectaron los costos a 10 afios, resultando en un valor de US$ 9.67
superior, de dosis con 80% de espermatozoides con cromosoma X, respecto de dosis

convencionales.

Ademds Van Vleck, (1981) desarrolld un estudio en el cual simuld el uso de dosis de
semen sexado con espermatozoides poseedores del cromosoma X, y encontrd un progreso
genético anual del 15% en la produccion de leche, cuando son utilizados en hatos

destinados a la produccion de vaquillas de reemplazo.



Cuadro 1: Habilidad transmisora promedio de vacas seleccionadas para cria

utilizando dosis de semen sexado con diferentes niveles de precision.

Precisién de % de vacas Crias paridas Seleccion
requeridas paridas, . de % H.T.E. leche
sexado para en funcional | Namero de .
de acuerdo superior de las vacas
spz con | semen sexado | vacas para -
cromosoma X alsemen ™) reemplazo para seleccionadas
sexado reemplazo (Kg.)
% % X Y %
100 50.00 100 0 45 45.00 161.94
90 55.56 90 10 45 50.00 147.42
80 62.50 80 20 45 56.25 129.28
70 71.43 70 30 45 64.29 108.86
60 83.33 60 40 45 75.00 77.11
50 100.00 50 50 45 90.00 36.34

FUENTE: Modificado de Van Vleck & Everett, (1976)
LEYENDA: Asumiendo plantel de 100 vacas; Exactitud de la habilidad transmisora asumida
= 0.65; Desviacion estandar de la capacidad de transmision asumida = 283.5 kg.

Considerando el ejemplo de un sistema de produccion de leche en el que se tienen 600
hembras lactantes, sobre las que se utilizan dosis de semen convencional, si se tiene una
tasa de gestacion de 70%, como resultado se producen 420 terneros de los cuales 50%
(210) son hembras y el otro 50% (210) son machos; si de las 210 hembras producidas se
seleccionaran 137, en el establo hay una proporcion de vaquillas seleccionadas para
reemplazo del 65%, ello implica una intensidad de seleccion de 0.5698 (Cardellino &
Rovira, 1986). En caso de utilizarse sobre el mismo plantel, dosis de semen sexado con un
75% de espermatozoides con cromosoma X, teniendo una tasa de gestacion igual al caso
anterior (70%), se podrian producir 420 terneros, de ellos 315 terneras (75%) son hembras
y 105 son machos (25%), al igual que en el caso anterior se seleccionan Unicamente a 137
hembras, se logra tener una proporcion de novillas seleccionadas para reemplazo de
aproximadamente el 33%, la intensidad de seleccion en este caso sera de 1.0985 ' la cual
es mas alta que en el primer caso. De esta manera se puede apreciar que el uso de dosis
de semen sexado permitird un incremento de la intensidad de seleccion en un hato y

producto de ello se incrementaria el progreso genético de dicho plantel.

Por ultimo se debe tener en cuenta que las tasas de fertilidad y de concepcion que se logran

con la utilizacion de dosis de semen sexado, son en algunos casos mas bajas que aquellas

! Valor hallado en base a una proporcion seleccionada del 33% e interpolando la informacion presente en el
cuadro 8.2. p. 127 del libro de Genética y Mejoramiento animal de Cardellino & Rovira (1987).



que se obtienen cuando se utilizan dosis de semen convencional (Cran et al, 1994)
(Garner, 2006), sin embargo en otras especies como los bufalos, las tasa de concepcion no

se ve afectada (Lu et al., 2010).

2.3. TECNOLOGIAS USADAS EN LA SELECCION DEL SEXO DE LA
PROGENIE

Son dos las tecnologias usadas para conseguir la seleccion del sexo en la progenie, una de
ellas es la identificacion de sexo genético de los embriones, la otra es la seleccion
espermatica de acuerdo al cromosoma sexual que posee la cual se denomina sexado

espermatico.

Ambas tecnologias reproductivas pueden permitir un aumento en el nimero de individuos
de un determinado sexo en una poblacion; ello tiene su motivacion en diferentes objetivos,
por ejemplo en el caso de humanos se busca incrementar la frecuencia de la descendencia
masculina debido a la posibilidad de evitar la manifestacion de enfermedades genéticas

ligadas al cromosoma X (Zarutskie et al., 1989).

En especies de interés zootécnico, la seleccion espermatica y de embriones pre-
implantados fueron desarrolladas y difundidas debido a que estas tienen un valor
economico significativo en la produccion; en el caso del ganado vacuno sea de carne o
leche se vera favorecida por la progenie de uno de los sexos (Van Vleck et al., 1987); en el
caso de la especie bovina la seleccion del sexo podria evitar algunos problemas
ocasionados por la transferencia multiple en el mismo animal, como es la presencia del

sindrome Freemartin (Palma, 2001).

2.4.  METODOS PARA SEXAR ESPERMATOZOIDES

El separar las poblaciones de espermatozoides portadores de los cromosomas X e Y se
denomina sexado espermatico y es posible debido a la existencia de diferencias fisicas y
quimicas entre los dos tipos de células, algunos de ellos son: (1) contenido de ADN, (2)
diferencias de densidad celular, (3) diferencias de carga eléctrica de la membrana celular y

(4) diferencias de velocidad de migracion (Palma, 2001).



2.4.1. DIFERENCIAS EN EL CONTENIDO DE ADN

En la especie bovina se ha observado que existe una diferencia media significativa en el
contenido del ADN entre ambos tipos de espermatozoides (X e Y) observandose en la raza
Jersey una mayor diferencia (4.24%) frente a otras razas como la Holstein (3.98%) (Palma,
2001). En la década de los ochentas se iniciaron los intentos para establecer la seleccion
del sexo por medio de la cromatina entre los espermatozoides X e Y usando citometria de

flujo.

De acuerdo al método adaptado de Cotinot et al., (1993) que fue detallado por Palma
(2001); los espermatozoides son marcados con el colorante fluorescente Hoechst 33342.
Este colorante se fija al ADN y la fluorescencia emitida por cada cromosoma es
proporcional a su tamafio; en ese sentido los espermatozoides que poseen el cromosoma X
emiten una sefial mayor que aquellos que poseen el cromosoma Y. La fluorescencia
emitida por un Unico espermatozoide es detectada por el citometro de flujo, la intensidad
medida por un detector especifico, luego la informacion es enviada y analizada en un
computador y separa los espermatozoides en dos poblaciones. Con esta técnica el
eyaculado es diluido en aproximadamente 10x10° espermatozoides/mL, se adiciona
colorante con afinidad al ADN (Hoechst 33342) a razéon de 9 pM/mL, en seguida las
muestras son incubadas durante una hora a una temperatura entre 32 y 35 °C. El colorante
unido al ADN pone en evidencia la diferencia en el contenido de ADN entre los
espermatozoides que poseen tanto el cromosoma X como el Y, los espermatozoides pasan
al citdmetro por una unica fila a través de un rayo laser que emite un haz de luz ultravioleta
de 175 mW (351-363 nm.) las emisiones fluorescentes son recibidas en forma simultanea
por detectores Opticos que convierten esas sefiales en un histograma, luego el haz de
espermatozoides es interrumpido formando microgotas por medio de ultrasonido, las
microgotas que poseen uno o varios espermatozoides (6 a 8% del total de microgotas
formadas) a las que se le da una carga eléctrica positiva o negativa de acuerdo a la
intensidad de la fluorescencia, la gotas pasan por un campo electrostatico y son separadas

en dos tubos distintos.

Cran et al., (1994) trabajando con la especie bovina lograron separar espermatozoides X e
Y con una precision del 90% sin embargo, también observaron una menor tasa en la

formacion de blastocistos la cual fue del 17% frente a 36% del grupo control. Otros



problemas que se observaron con esta metodologia son: (1) el elevado costo de la
separacién que no sobrepasa de 12x10° espermatozoides/maquina/hora (Johnson &
Welch,1999) lo cual restringe su uso en inseminacion artificial, (2) el bajo nimero de
espermatozoides sexados viables, (3) la larga exposicion al colorante Hoechst 33342 a
35°C, (4) la necesidad de usar semen fresco ya que ocurre una disminucion de la eficiencia
del sexado cuando se utilizan muestras criopreservadas debido a la falta de coloracion
uniforme que se observa en los nucleos de espermatozoides que han sido previamente

congelados (Johnson et al., 1994).

El colorante Hoechst 33342 utilizado en concentraciones de 90 uM afectan la motilidad
espermatica y concentraciones de aproximadamente 900 pM produce mutaciones en el
ADN de los espermatozoides (Watkins et al., 1996), razon por la cual esta técnica no es

utilizada para efectuar el sexado de espermatozoides humanos.
2.4.2. DIFERENCIAS DE DENSIDAD CELULAR

El uso del diferencial de densidad que tiene cada tipo de espermatozoide, se basa en el
contenido de ADN y proteina nuclear en la cabeza de los espermatozoides. La diferencia
que se observa en el contenido de ADN entre los espermatozoides X e Y bovinos es de
7x10™* gr/em’, es decir un 0.06% entre espermatozoides X e Y. Esa caracteristica fue
aprovechada en trabajos de centrifugacion mediante el uso de medios como el ficoll-
sodio-metrizoato, Percoll® y Optipret® entre otros; con estos preparados se obtuvieron
medios de densidad variable, formando gradientes continuos en las que se dio un aumento
gradual de la densidad desde la parte superior a la inferior, o discontinuos, en los que se

utilizan dos camaras o recipientes diferentes.

Con los medios densos y la aplicacion de fuerza gravitacional por centrifugacion es posible
provocar un desplazamiento diferencial entre los dos grupos de espermatozoides sean
portadores del cromosoma X o Y. Es asi que debido a la mayor densidad de los
espermatozoides portadores de cromosoma X respecto de los espermatozoides portadores

del cromosoma Y, se pueden sedimentar de forma diferencial.



Mediante el uso de Percoll® y fuerza centrifuga, Kaneko et al., (1983) obtuvieron
diferencias significativas de 73% y 27% de espermatozoides humanos Y, en las fracciones

superior e inferior de gradientes continuas.

Aunque el uso del Percoll® resultd ser satisfactorio como medio con capacidad de sexado
de espermatozoides para procedimientos de inseminacion artificial y fertilizacion in vitro,
dejaron de utilizarse con muestras seminales humanas, debido a la aparicion de casos
endometritis en las mujeres inseminadas con semen sexado por medios coloidales que

poseen silica como es el caso del Percoll® (Makkar et al., 1999).

En la especie bovina, Palma (2001) hizo referencia al trabajo de Schwiderski et al., (1991)
quienes obtuvieron una exactitud de 74.8% de espermatozoides poseedores del cromosoma
X, después de efectuar el proceso de separacion espermatica; para ello se utilizd un
gradiente de 10 fases con densidades que variaron entre 1.034 gr/cm’ y 1.068 gr/cm’, sobre
las cuales se colocd una muestra de semen y se sometio a centrifugacion a razéon de 500G
durante 10 minutos. En otra investigacion efectuada por Hossepian de Lima (1998) mostro

como resultado una precision de separacion del 75% tanto en bovinos europeos e indicos.

Un factor a tener en cuenta es la tasa de recuperacion espermatica del total de
espermatozoides procesados con las gradientes de Percoll®; esta tiene una media de 4.65%

para muestras previamente criopreservadas y de 12% para muestras frescas (Costa, 2007).

2.43. DIFERENCIAS DE CARGA ELECTRICA DE LA MEMBRANA
PLASMATICA DE LOS ESPERMATOZOIDES

Consiste principalmente en la diferencia que existe en la concentracion de acido sialico en
la membrana plasmatica de espermatozoides portadores del cromosoma X y los portadores

del cromosoma Y (Kaneko et al., 1984).

Ishijima et al., (1991), midieron los potenciales zeta de los espermatozoides con
cromosomas X ¢ Y por medio de espectrofotometria y separaron las dos fracciones por
medio de electroforesis, la validacion de la separacion se hizo mediante la técnica de
tincion con colorante quinacrina mostaza. El potencial Z de la fraccion que contenia mas

del 80% de espermatozoides con cromosoma Y, fue de -16 milivoltios (mV) y el de la



fraccion que contenia mas de 95% de espermatozoides con cromosoma X, poseia una carga
eléctrica de -20 mV, con ello se comprob6é que los espermatozoides portadores del
cromosoma X, tienen una carga eléctrica mas alta y por ello tienen una mayor movilidad

electroforética (Palma, 2001).

Por su parte Blottner et al., (1994) trabajando con muestras de bovinos lograron separar
dos fracciones de espermatozoides con cromosoma Y, una de ellas con el 61% y la otra
con 28% correspondientes a la region anidnica y cationica respectivamente; en este caso la
cuantificacion se hizo mediante la técnica de hibridacion in situ “ISH”, utilizando

secuencias especificas del cromosoma Y.

2.4.4. DIFERENCIAS EN LA VELOCIDAD DE MIGRACION ESPERMATICA

Se basa en la diferencia del tamafio y volumen que existen entre los dos tipos de
espermatozoides y basa su principio en el movimiento propio de las células a través de un
medio que ofrece resistencia al avance, por lo tanto Unicamente las células motiles y sin
anormalidades pueden migrar formando fracciones ricas en espermatozoides portadores de
cromosomas X o Y; en medios densos las células espermaticas portadoras del cromosoma
Y, tedricamente pueden avanzar mas rapidamente hacia el fondo del recipiente ya que son
mas pequefias que las portadoras del cromosoma X, ademas al ser mas pequefias tienen
menor superficie de friccion (Palma, 2001); también se aprecia una diferencia en la
motilidad progresiva presentada por los dos tipos celulares al ser cultivadas en medio o

gradiente que contiene alblimina sérica bovina “ASB” (Ericcson et al., 1973).

Schilling (1966), realizdé un experimento con semen de toros, con el cual pudo separar
espermatozoides por la variacion existente en su velocidad de migraciéon en un medio
viscoso compuesto por yema de huevo y solucion salina en gradientes continuas de
diferente densidad; con los espermatozoides localizados en la parte inferior de dicha
gradiente se efectuaron inseminaciones obteniéndose una tasa del 70% de hembras, como

promedio en un periodo de los tres afios en que se usaron dichas muestras.

En el caso de humanos Ericsson et al, (1973) utilizando ASB en un proceso de
sedimentacion por medio de gradientes discontinuas, consiguid aislar una fraccidon de

aproximadamente el 85% de espermatozoides portadores del cromosoma Y; estos
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resultados son discutidos debido a que en experimentos replicados, no encontraron desvios

significativos a favor de espermatozoides portadores de uno u otro cromosoma (Flaherty et

al., 1997).

Bottcher (1996), trabajando con espermatozoides humanos, comparé un método de
centrifugacion en gradiente de densidad en base a Percoll® con la técnica de migracion
espermatica o SWim up, asociada a sedimentacion en gradiente de albimina sérica humana
“ASH”, obteniéndose una tasa de separacion del 74% de espermatozoides con cromatina Y
denominandolo cuerpo F (cuerpo fluorescente) en la fraccion superior de la gradiente y
62% de espermatozoides portadores del cromosoma X en la fraccion inferior; en este caso
la determinacion de la presencia de cromatina Y se efectué mediante la tincion con

quinacrina y fue observado con microscopio de fluorescencia.

Hernandez et al., (2008) efectuaron un experimento para separar espermatozoides de
conejos portadores de cromosomas Y, mediante simple migracion en gradientes continuas
de ASH sin centrifugacion; con los espermatozoides obtenidos en la fraccion inferior se
efectuaron inseminaciones, obteniéndose un 73% de gazapos machos y 23% de gazapos

hembras.

En el caso de muestras seminales humanas, Chen et al., (1997) realizando experimentos de
migracion lograron encontrar diferencias estadisticas significativas en la variacion de la
proporcion de espermatozoides con cromosoma X, como producto de la migracion en ese
medio. Un afio después Rose & Wong (1998) pudieron obtener una variacion pequefia en
la proporcion de espermatozoides con uno y otro cromosoma haciendo uso de gradientes

de densidad preparado con ASH.

Flaherty et al., (1997) como producto de su investigacion, concluyeron que el método de
migracion y centrifugacion en gradientes de albumina era inefectivo en el propdsito de

alterar la proporcion de espermatozoides portadores uno u otro cromosoma sexual.

Bjornalhl & Barratt, (2003) hicieron referencia a que el uso de ASB, interactud con el
colorante quinacrina mostaza, ocasionando la presencia de una mayor frecuencia de
cuerpos brillantes que se confundieron con espermatozoides portadores del cromosoma Y;

los mismos autores concluyeron que el uso de gradientes de albuminas en los protocolos de
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migracion y/o centrifugacion no enriquecia ningin grupo celular, sino que su efecto se
daba en el incremento funcional de un grupo de células espermaticas frente al otro, lo que

podia hacer variar la proporcion del sexo en la progenie.

Ademas del uso de gradientes de albuminas, es posible utilizar gradientes de densidad
preparadas con compuestos como el Percoll® (Bottcher, 1996), el Optipret® (Resende et
al., 2009) o el Bovipure® (Samardzija et al., 2006), como se observa en el Cuadro 2, en el
que ademas se pueden apreciar los resultados de investigaciones realizadas para sexar

espermatozoides mediante diversos métodos de migracion.

Cuadro 2: Resultados de separacion de espermatozoides Y obtenidos por diferentes

métodos de sexado

Método usado Prueba_gle % esp. Y | Yoesp. Y Autor, (afio)
evaluacion inicial resultante
Cuerpo F 49 84 Ericsson et al., (1973)
Cuerpo F 43 46 Goodall & Roberts, (1976)
. .. Cuerpo F 41 67 David et al., (1977)
Gradiente albmina === 2 45 70 Dmowiski ot al., (1979)
Citogenético 50 43 Brandriff et al., (1986b)
FISH 48 47 Wang et al., (1994)
Cuerpo F 47 28 lizuka et al., (1987)
Gradiente Percoll Shoutern Blot 50 50 Vankooij & Van Oost, (1992)
. — gﬁzgz E 22 zg Engelmann et al., (1989)
ﬁ‘?ac“’n Swim PCR 50 52 Tobel ot al., (1993)
PCR y FISH 47 47 Han et al., (1993)
Cuerpo F 30 33
Gradiente Sephadex Citogenético 46 45 Beckett et al., (1988)
Shoutern Blot 45 37

FUENTE: Adaptado de Bottcher (1996)
LEYENDA: FISH: Hibridacion in situ con fluorescencia. PCR: Reaccion en cadena de polimerasa,
Cuerpo F: cuerpo Fluorescente refiriéndose al cromosoma Y.

2.5.  VIABILIDAD ESPERMATICA DE MUESTRAS SEMINALES SOMETIDAS
A PROCESOS DE SEXADO

La evaluacion de la viabilidad espermatica es importante sobre todo cuando se trabaja con
muestras seminales que van ser sometidas a procesos de manipulacion, tales como la
capacitacion espermatica in vitro, procedimientos de sexado espermatico y procedimientos

de criopreservacion en pajillas, ya que todos ellos ocasionan efectos negativos o de estrés
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en la estructura celular, como ejemplo, los procedimientos de capacitacion buscan alterar la
composicion de la membrana plasmatica para permitir el ingreso de iones de calcio y
ocasionar cambios de pH interno ademas del incremento del metabolismo celular (Palma,
2008). Otro ejemplo se ve en el caso de muestras manipuladas con citometro de flujo,
utilizando colorantes fluorescentes como el Hoescht 33342, que ocasionan alteraciones en
el ADN celular (Watkins et al., 1996) y dafo acrosomal (Libbus et al., 1987); sin embargo
actualmente las mejoras en los procedimientos del uso del citometro de flujo y una
reduccion en la presion de separacion, han permitido una reduccion en el dafio celular

(Palma, 2008).

Para realizar el analisis seminal se toman en cuenta diversas caracteristicas; en el caso de
la evaluacion macroscopica se evaltan, la licuefaccion, viscosidad del semen, color-
aspecto del semen, volumen seminal y pH; en la evaluacién microscopica se consideran: la
concentracion espermatica, motilidad espermatica, vitalidad espermatica, defectos
morfologicos espermaticos, entre otros (Organizacion Mundial de la Salud “OMS”, 1992);
otras caracteristicas espermaticas menos evaluadas son: la reaccion al estrés oxidativo
(Cordova et al., 2009); la evaluacion de desnaturalizacion o fragmentacion de ADN
(Evenson et al., 2002) (Zubkova & Robaire, 2006); reacciéon acrosomica (Talbot &
Chacon, 1981) (Kovacs & Foote, 1992) (Bottcher, 1996) (Kutvolgyi et al., 2006).
Respecto a la viabilidad espermatica o capacidad fecundante, se toma la motilidad
espermatica progresiva como la principal caracteristica al momento de efectuar dicho
analisis (Squires et al., 2004) sin embargo ésta se emplea erroneamente para determinarla,
porque esta es el resultado de procesos complejos (Watson, 2000) y depende de otras
caracteristicas ademas de la propia motilidad del espermatozoide, entre los que se puede
mencionar: (1) presencia de acrosoma intacto, (2) integridad de ADN espermatico, (3)

integridad de la membrana plasmatica, por citar algunas de estas.

Las caracteristicas generales que son tomadas en cuenta para efectuar la evaluacion de la
viabilidad y calidad espermatica en esta investigacion son: (1) vitalidad o proporcion de
espermatozoides vivos y muertos (2) motilidad progresiva individual (3) funcionalidad de
membrana plasmatica (4) integridad acrosoémica; la razon por la cual fueron considerados

se detallan a continuacion.
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2.5.1. PROPORCION DE ESPERMATOZOIDES VIVOS Y MUERTOS

Se refiere a cantidad de espermatozoides que estan vivos o tienen la membrana plasmatica
funcional respecto al total de espermatozoides de una muestra seminal, su evaluacion
forma parte de los exdmenes que comunmente se efectian para determinar la calidad de la

muestra seminal.

La forma de discernir la cantidad de espermatozoides vivos respecto de los muertos se
hace con la tincion de eosina - nigrosina (OMS, 1992), con esta prueba los
espermatozoides vivos que poseen la membrana plasmatica funcional son capaces de
repeler al colorante eosina por ello cuando se efectia la observacion al microscopio, se
puede observar la cabeza de color blanco; por el contrario, los espermatozoides que estan
muertos no muestran actividad de la membrana plasmatica por lo tanto el colorante eosina
la atraviesa y se incorpora en la cabeza de los espermatozoides mostrandose al microscopio

de color rosado.

Las células espermaticas que son sometidas a diferentes procesos de manipulacion sufren
diversos grados de deterioro en su estructura celular, por lo que esta prueba puede ser
utilizada en primera instancia para evaluar el nivel de dafio en la muestra seminal que ha

sido procesada.

2.5.2. FUNCIONALIDAD DE MEMBRANA PLASMATICA

La funcionalidad de la membrana plasmatica ha sido utilizada para valorar la viabilidad y
calidad seminal, por ser responsable de hacer efectiva la interaccion celular y participar en
su metabolismo; sin embargo no solo es importante para efectuar el metabolismo
espermatico, sino que un correcto cambio en las propiedades fisicas de la membranas
celulares es necesario para que se de la union entre el espermatozoide y el ovocito
(Jeyendran et al., 1984) por lo tanto es requerida en el proceso de fertilizacion del ovocito.
Ademas de permitir conocer la capacidad vital de los espermatozoides, Correa & Zavos
(1994) encontraron una correlacion de (.72, entre el porcentaje de espermatozoides
motiles, con aquellos que reaccionaban al test de HOS; Jeyendran et al., (1984)

encontraron una correlacion R de 0.90, entre el porcentaje de reaccion al test de HOS y el
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porcentaje de penetracion al ovocito y de una correlacion R de 0.61 con el porcentaje de

MPI.

Se han desarrollado diversos ensayos a fin de determinar la funcionalidad del mismo
(Jeyendran et al., 1984) (Rubio-Guillén, 2007), basados en la propiedad de la membrana
celular de permitir el transporte selectivo de moléculas entre el liquido intracelular y
liquido extracelular; en ese sentido cuando una célula es sometida a condiciones de medio
hipo-osmotico el agua ingresa al interior de esta con el fin de lograr el equilibrio entre el
medio interno y externo, lo que se denomina equilibrio osmdtico. Los espermatozoides que
han sido sometidos a un medio hipo-osmotico presentan un cambio en la morfologia
celular expresada en un hinchamiento del flagelo celular (Drevius & Eriksson, 1966); este
principio se utiliza para determinar la funcionalidad de la membrana celular, ya que una
membrana funcional es aquella que permite compensar el equilibrio osmoético entre los

medios intra y extra celular.

Diversos autores han desarrollado pruebas para determinar la funcionalidad correcta de la
membrana plasmatica, basados en el uso de diversos medios hipo-osmoticos, ello
comunmente ha sido denominado como: test de endosmosis, test hipo-osmotico o HOS

test, por sus siglas en ingles.

Jeyendran et al., (1984) hicieron uso de una solucion formada por dos partes iguales de
citrato de sodio y fructosa con 150 mOsm, para determinar la funcionalidad de la
membrana célular; Revell & Mrode, (1994) hicieron uso del mismo medio, cultivando las
muestras espermaticas por un periodo de 40 a 60 minutos, a una temperatura de 35°C.
Respecto al valor de osmoles del medio utilizado, Correa & Zavos (1994) determinaron
que soluciones de menos de 100 mOsm, permitian la observacion de un maximo niimero
de espermatozoides claramente hinchados; en esta misma investigacion se determind una
correlacion alta entre los espermatozoides con la membrana intacta y la reaccion hipo-

osmotica (R =0.81).

2.5.3. INTEGRIDAD Y REACCION ACROSOMICA

La valoracion de la integridad de la membrana acrosdmica en los espermatozoides permite

saber la proporcion de células que poseen la capacidad para penetrar la zona pelicida y
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fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito (Kopf & Gerton, 1991), por ello es
considerado como un parametro importante en la evaluacion seminal, ya que tiene una
correlacion alta con la capacidad fertilizante in vivo (Aisen et al., 2002), en algunos casos
se le denomina viabilidad espermatica, pero es mejor considerarlo como un componente

importante de esta ultima.

La reaccion acrosdémica es el requisito absoluto dentro del proceso de la fecundacion,
haciendo al espermatozoide, capaz de penetrar la zona peliicida y fusionarse con la
membrana plasmatica del ovocito (Kopf & Gerton, 1991); esto solo ocurre cuando los
espermatozoides estan capacitados y han tomado contacto con la zona pelucida (Palma,

2001).

Bajo condiciones naturales un agonista derivado del complejo Camulus-ovocito
denominado, glicoproteina de la zona pelicida ZP3 es capaz de ocasionar la exocitosis
acrosomal (Bleil & Wassarman, 1983); ademas de ese compuesto se considera que la

progesterona tiene también la misma capacidad (Palomo, 1995).

El proceso de reaccion acrosdémica implica la fusion de las membranas acrosomal externa y
la membrana plasmatica que la recubre, con ello se permite exocitosis acrosomal o
liberacion de enzimas hidroliticas formando asi vesiculas membranales hibridas las cuales
son expuestas a la zona pelicida, pudiendo asi penetrarla y posibilitar la fecundacion

(Crozet & Dumont, 1984).

Debido a que el acrosoma posee diversas enzimas hidroliticas el espermatozoide puede ser
autodigerido en algunos casos; esta reaccion acrosémica espontanea puede ocurrir por
factores como los tratamientos a los que son sometidos los espermatozoides, la
composicion del medio, como la adicion de Ca** (Fraser & McDermott, 1992) vy
caracteristicas del plasma seminal (Parks et al., 1987). Si el espermatozoide ha sufrido la
reaccion acrosdmica prematura, aun estando vivo después de ser sometido al proceso de
criopreservacion, esta célula pierde su capacidad para poder fecundar el ovocito (Coérdova,

2009).

Son diversas las técnicas que se han desarrollado con el objetivo de valorar la situacion del

acrosoma y la pérdida del mismo, una de ellas es la técnica de triple tincion desarrollada
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por Talbot & Chacon (1981), que basa su metodologia en la tincion de los espermatozoides
haciendo uso de los colorantes, rosa de bengala, azul tripan y pardo Bismark; otra
metodologia fue planteada por Kovacs & Foote (1992) utilizando colorante azul tripan y
solucion Giemsa; en el trabajo realizado por Kutvolgyi et al., (2006) plantearon un
protocolo para evaluar el acrosoma mediante el uso del colorante azul cielo y solucion
Giemsa; finalmente también se encontré un protocolo que hace referencia al uso del
colorante fluorescente yoduro propidio en asociacion con leptina Pisum Sativum PSA
(Nolan et al., 1992). Todos ellos permiten diferenciar espermatozoides con acrosoma

intacto y aquellos con acrosoma reaccionado.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se llevo a cabo en el laboratorio del Banco Nacional de Semen de la
Universidad Nacional Agraria La Molina, ubicado en el distrito de la Molina, provincia y
region de Lima, donde se efectud la coleccion de las muestras de semen, el procedimiento
de sexado y la evaluacion de las caracteristicas microscopicas de las muestras recuperadas.
Otra parte de la investigacion se efectud en los laboratorios de reproduccion animal de la
Facultad de Agronomia y Zootecnia de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco, ubicados en el centro experimental de la Raya - distrito de Marangani, provincia de
Canchis, regiéon Cusco, donde se evalud la presencia de la cromatina Y en las muestras

espermaticas obtenidas.

3.2. MATERIALES

3.2.1. POBLACION Y MUESTRA

La poblacion considerada para la investigacion, fueron los toros reproductores jovenes del
Servicio de Reproduccion Animal — Banco Nacional de Semen de la UNALM, los cuales
estuvieron sometidos a las mismas condiciones de manejo, alimentacion y ambiente; de
ellos se tomd como muestra a tres toros, uno de raza Brown Swiss, un Holstein y un
Simmental, de ellos se extrajeron tres eyaculados fraccionados para los métodos de sexado

y sus respectivos controles.

3.2.2. MATERIALES DE COLECTA DE DATOS INICIALES

a. Libreta de registro.

b. Microscopio de contraste de fases.

c. Fotometro Accucell® y cubetas descartables para fotometro.
d. Cuatro camaras de Neubauer.
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Tubos conicos para centrifuga de 14 mL.
Portaobjetos y cubreobjetos.
Micropipeta de 10 a 100 pL y puntas descartables.

= @ oo

Micropipeta de 100 a 1,000 pL y puntas descartables.

—-

Soluciodn salina fisiologica “SSF”.
Dilutor comercial de semen bovino Andromed®.

k. Medio de mantenimiento “MM” (ANEXO 1)

—

3.2.3. MATERIALES Y MEDIOS USADOS PARA EL PROCESO DE SEXADO
ESPERMATICO

Centrifuga con rotor fijo a 45°.

IS

Microscopio de Fluorescencia para la observacion del cuerpo F.

Solucion madre de ASB. (ANEXO 1)

a o

Colorante fluorescente diclorhidrato de quinacrina.
Medio Tampon Mcllvaine’s. (ANEXO 1)
Fijador Carnoy (ANEXO 1).

Solucion fisiologica salina.

= oo

Micropipeta de 100 a 1,000 pL y puntas descartables.

—-

Portaobjetos y cubreobjetos.

Dilutor comercial de semen Andromed®.

—

k. Tubos conicos de ensayo plasticos rotulados de 14 mL.

3.24. MATERIALES Y MEDIOS USADOS PARA EVALUAR LAS
CARACTERISTICAS ESPERMATICAS DE LAS MUESTRAS

Centrifuga con rotor fijo a 45°.

IS

Microscopio de contraste de fases.

Incubadora y bafio maria.

a o

Colorantes: Azul tripan, soluciéon Giemsa.
Fijador metanol al 100%.
Solucion salina fisiologica.

Portaobjetos y cubreobjetos.

= @ ™o

Tubos de ensayo para centrifugado de 2 cm’ con tapa rosca.
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i.  Micropipeta de 10 a 100 uLL y puntas descartables.

3.25. MATERIALES Y MEDIOS USADOS PARA EVALUAR
FUNCIONALIDAD DE MEMBRANA PLASMATICA

Microscopio de contraste de fases.

ISH

Centrifuga con rotor fijo a 45°.
Medio de mantenimiento “MM”.

Solucion hipo-osmética (ANEXO 1).

o o

Bafo maria.
Tubos de ensayo rotulados de 2 mL con tapa rosca.

Colorante de contraste simple

= @ oo

Portaobjetos y cubreobjetos

-

Micropipeta de 10 a 100 pL y puntas descartables.

3.3. METODOS

3.3.1. VARIABLES CONSIDERADAS EN LA INVESTIGACION

- VARIABLES INDEPENDIENTES

a. Meétodos para uso de ASB propuestos (doble centrifugacion, centrifugaciony
migracion, doble migracion).

b. Toros (tres toros reproductores).

Los métodos para el uso de ASB propuestos, se detallan en el item 3.3.4.

VARIABLES DEPENDIENTES

a. Eficacia de sexado o porcentaje de cuerpo F en la muestra (%).
b. Tasa de recuperacion espermatica (millones de spz/mL y %).

c. Vitalidad espermatica (%)

d. Motilidad progresiva individual (%).

e. Espermatozoides con membrana plasmatica funcional (%).

f.  Reaccion acrosomica (%)
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Las técnicas utilizadas para la obtencion de los datos de cada una de las variables

independientes se detallan en el item 3.3.5.
3.3.2. DISENO ESTADISTICO APLICADO

Para el experimento se consider6 el uso de albumina sérica bovina en tres métodos
propuestos, se utilizaron las muestras seminales de tres toros; a cada uno de ellos se le
extrajo cinco eyaculados; para efectuar el analisis estadistico de las variables consideradas,
se propuso un disefio estadistico de bloques completamente al azar con sub-muestreo. El

modelo lineal del disefio utilizado es el siguiente:

Vier = 1 +M; +B; + (MxB)iie, + eijs

Donde:

Q/i]’g = Variable dependiente o respuesta

U = Media

M; = Método de sexado (M1; M2; M3; MO0)
(Bj = Toro (toro 1; toro 2; toro 3)

(MxB)ik, = Error de observacion

eijk( = Error experimental

Los valores hallados se expresaron en porcentaje, por ello se transformaron con la funcion
arcoseno, para luego ser evaluados mediante el analisis de varianza, los datos se ordenaron
de acuerdo a un disefio estadistico mencionado anteriormente. La comparacion de medias

se hizo mediante la prueba de Duncan.
3.3.3. TIPO DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion que se realizd fue experimental por que se buscé modificar las
variables de estudio usando ASB mediante tres métodos propuestos. En cuanto al tiempo

de ejecucion fue de tipo transeccional (Salkind, 1998) (Hernandez, 2010).
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3.3.4. ELABORACION DEL ESTUDIO Y DETALLE DEL USO DE ALBUMINA
SERICA BOVINA CON LOS TRES METODOS PROPUESTOS

Para efectuar el estudio se utilizaron cinco muestras de semen que fueron colectadas, de
tres toros de diferentes razas, dichas muestras de semen fueron sometidas a una evaluacion
inicial de sus caracteristicas macroscopicas referidas al volumen, color y aspecto. En
cuanto a la evaluacion de sus caracteristicas microscopicas se estimo la concentracion
espermatica mediante el uso de un fotometro Acuccell®; con esta informacion se pudo
determinar el volumen del medio de mantenimiento requerido para diluir las muestras
seminales a una concentraciéon final de 400x10° espermatozoides /mL, denominandose
esta, como suspension espermatica; con la cual se procedi6 a efectuar el experimento,

disefiado para la investigacion.

El estudio consisti6 en el uso de un medio elaborado con albumina sérica bovina “ASB”
en tres diferentes métodos propuestos, para caso se tomd un volumen de 0.5 mL de
suspension espermatica haciendo un total de 2.0 mL de suspension espermatica. Se
requirié en total quince eyaculados, cinco de cada toro. Los métodos propuestos se detallan

a continuacion.
a. METODO 1: DOBLE CENTRIFUGACION “M1”

En este caso el método propuesto para el uso de ASB aprovecha el principio de las
diferencias de densidad existentes entre los dos tipos de espermatozoides portadores tanto
de cromosomas X como Y. Los espermatozoides que portan el cromosoma X tienen mayor
densidad que los espermatozoides portadores del cromosoma Y, por lo tanto al colocar una
muestra espermatica diluida, sobre un medio viscoso o de mayor densidad del que contiene
las células y al ser sometida esta, a procesos de centrifugacidon se puede ocasionar un
desplazamiento diferencial de los dos tipos de espermatozoides a lo largo de la columna de
ASB; ello haria que exista una mayor proporcion de espermatozoides portadores del

cromosoma X, ubicados en la fracciéon mas distal de las columnas de ASB.

Para efectuar este procedimiento con ASB, se realizo una primera centrifugacion
utilizando una columna de solucion madre de ASB al 50.0% luego de lo cual se recupero

la fraccion inferior, para volver a someterla a una segunda centrifugacion, en este caso se
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efectud en una columna de medio elaborado con solucion madre de ASB al 100.0%; para
ejecutar cada repeticion el experimento se utilizd aproximadamente 200x10°
espermatozoides contenidos en un volumen de 0.5 mL de suspension espermatica de la

misma muestra seminal que fue usada para los otros métodos propuestos.

El procedimiento detallado se hizo, colocando la suspension espermatica de forma
cuidadosa en un tubo de ensayo plastico con tapa rosca de 14 mL, al que previamente le
fue afiadido 4 mL de medio preparado a partir del 50.0% solucion madre de ASB y 50.0%
de medio de mantenimiento, temperado entre 20-22°C durante 10 minutos, luego de lo
cual se le anadio la suspension espermatica la cual se encontraba a igual temperatura. Una
vez que se comprob6 que la suspension espermatica se encontraba claramente posicionada
encima del medio de ASB, esta se coloc6 en una centrifuga con rotor fijo a 45° y se
centrifugd durante diez minutos a 1,000 RPM; luego de ello se retir6 el medio
sobrenadante con la ayuda de una micropipeta graduable de 100 a 1,000 puL; haciéndolo
de forma cuidadosa hasta dejar un volumen de 1.5 mL de medio correspondiente a la
parte inferior que incluia a la pastilla de esperma, esta fue disuelta en el medio que se dejo

en el tubo de ensayo para ser recuperada.

La fraccion fue recuperada se colocd en otro tubo de ensayo al que previamente se le
afiadi6 4.0 mL de solucion madre de ASB al 100.0%, de manera que esta fraccion se
mantuviese en la parte superior de la nueva columna de ASB, luego de ello, se centrifugd
a razon de 1,000 RPM durante 10 minutos, una vez concluido esta segunda centrifugacion,
se retird el sobrenadante haciéndolo de forma cuidadosa, utilizando para ello una
micropipeta graduable de 100 a 1,000 pL dejando 2.0 mL de medio de ASB de la parte
inferior incluyendo la pastilla de espermatozoides que se hubiera formado, a esta fraccion
se le afiadid un volumen de 4.0 mL de medio de mantenimiento y luego de ello se
centrifugd a 1,200 RPM durante 5 minutos, para poder retirar el exceso el medio de ASB,
quedandose unicamente con un volumen de 0.5 mL que contenia el pellet de esperma; por
ultimo esta fraccion se le afiadi6 dilutor Andromed® hasta llegar a un volumen final de 3.5

mL, homogenizando la muestra y envasandola en pajillas de 0.5 mL.

Las muestras obtenidas fueron conservadas en refrigeracion durante 20-24 horas y luego de
ello se procedieron a congelar en nitrégeno liquido, siguiendo el protocolo desarrollado

por el Banco Nacional de Semen — UNALM.
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La evaluacion de las muestras recuperadas se realizo en tres momentos diferentes, (1) dos
horas después de haber empajillado las muestras; (2) 20-22 horas después de refrigerarlas y

(3) 24 horas después de haberlas congelado en nitrégeno liquido.

El procedimiento descrito se muestra de forma grafica en el siguiente esquema:

Figura 1. Esquema para uso de ASB basado en el método propuesto de doble

centrifugacion “M1”

2. Medio de ASB
(50% sol madre) 4. Centrifugar a 1,000

rpm/10 minutos
. 5. Retirar el sobrenadante y

quedarse el pellet de esperma
p 2 p s

. y 1.5 mL de medio de ASB
3. Tubo de ensayo con

medio de ASBy 0.5mLde %

suspensian espermatica
7. Coloar b fraccion
homogenizada y
columna de ASE al
100% sol madre en
el tubo de ensayo

&= 8. Centrifugar a 1,000 -
. 6. Homogenizar el pellet
Ly e <: con el medio de ASB
5 9. Extraer el sobrenadante
11"- e el pellety 2.0 ml de medio de ASB y
Ll D e afiadir 4.0 mL de MM

N —

’:? muestra obtenida y
11. Extraer el refrigerar

sobrenadante

b. METODO 2: CENTRIFUGACION Y MIGRACION “M2”

El segundo método para el uso de ASB considera en una primera etapa, el principio de
diferencias de densidad de los dos tipos de espermatozoides, y en una segunda etapa usa la
velocidad de migracion y la diferencia de tamafio existente entre ambos tipos de
espermatozoides. El primer proceso de centrifugacion se hace en solucion madre ASB al
50.0% y busca obtener una fraccion de suspension espermatica que contenga una mayor
proporcion de espermatozoides portadores de cromosoma X, los cuales tedricamente

estarian situados en la parte distal del medio de ASB y en el pellet formado en el fondo del
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tubo de ensayo. La fraccion distal y el pellet son homogenizados y la misma se coloca
sobre una segunda columna de solucion madre de ASB al 100.0% dentro de una jeringa, la
cual sirve para efectuar un proceso de migracion, con el fin de que se dé el desplazamiento
diferencial de espermatozoides; en este caso se supone que los espermatozoides portadores
de cromosoma Y avanzarian mas rapido a través del medio elaborado con ASB, por tanto
existiria una mayor proporcion de estos, situdndose en el fondo de la solucion, en
comparacion de los espermatozoides portadores de cromosoma X que estarian situados en

la parte mas proximal de medio de ASB.

Al igual que en el método MI, también se utilizd aproximadamente 200x10°
espermatozoides contenidos en un volumen de 0.5 mL de suspension espermatica de la

misma muestra seminal que fue usada para todos los métodos propuestos.

El proceso detallado consistioé en colocar la suspension espermatica de forma cuidadosa en
un tubo de ensayo plastico con tapa rosca de 14 mL, al que previamente le fue anadido 4
mL de solucion madre de ASB al 50%, temperada a medio ambiente de entre 20-22°C
durante 10 minutos, luego de lo cual se le afiadid la suspension espermatica la cual se
encontraba a igual temperatura. Una vez comprobado que la suspension espermatica se
encontraba claramente posicionada encima de la columna de ASB, esta se introdujo en
una centrifuga con rotor fijo a 45° y se centrifugd a 1,000 RPM durante 10 minutos; luego
de ello se retird el sobrenadante con la ayuda de una micropipeta graduable de 100 a 1,000
pL; haciéndolo de forma cuidadosa hasta dejarlo en un volumen de 1.5 mL del medio
correspondiente a la parte inferior que incluia al pellet de esperma, esta fraccidon fue
homogenizada y se dejo en el tubo de ensayo; luego fue retirada del tubo para iniciar el

proceso de migracion en ASB.

La etapa de migracion consistio en colocar la fraccion recuperada del proceso anterior, en
una jeringa a la que previamente le fue afiadida un volumen de 2.0 mL de solucidon madre
de ASB al 100.0%, haciéndolo de forma cuidadosa para evitar que ambas soluciones se
mezclen; luego de ello la jeringa fue introducida en un bafio maria permaneciendo en
angulo de inclinacion de 30° y fue incubado durante 10 minutos a 35°C. Concluido el
proceso de incubacion, se retird el tapon de la punta de la jeringa y se elimin6 la primera
fraccion de la columna de ASB, correspondiendo a un volumen de 1.0 mL del medio

situado mas proximo a la punta de la jeringa, el resto del material equivalente a un
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aproximado de 2.5 mL fue recuperado en un tubo de ensayo conico rotulado y con tapa

rosca; esta fraccion se diluyd con 4.0 mL de medio de mantenimiento “MM” para luego

proceder a centrifugarlo a razéon de 1,200 RPM, durante 5 minutos, luego de ello se retir6

el sobrenadante dejando tnicamente un volumen de 0.5 mL correspondiente a la parte

inferior que incluia al pellet de esperma, esta parte fue nuevamente diluida con

Andromed® hasta hacer un volumen final de 3.5 mL; la suspension resultante se envaso en

pajillas de 0.5 mL y se mantuvieron en refrigeracion durante 20 a 24 horas, por tltimo

fueron sometidos a congelaciéon en nitrogeno liquido, siguiendo el protocolo del Banco

Nacional de Semen - UNALM.

Figura 2. Esquema para uso de ASB basado en el método propuesto de centrifugacion

y migracién “M2”
2. Medio de ASB
(50% sol madre) . 4. Centrifugar a 1,000
rpm/10 minutos

) ey -

3. Tubo de ensayo con
medio de ASB y 0.5mL de
suspensian espermatica

5. Retirar el sobrenadante y

quedarse el pellet de esperma
¥ 1.5 mL de medio de ASB

Incubar a 35°C

A

7. Coloear la fraccion
E sobre la || 6. Homogenizar la
columna de ASB al 100% | | fraccion resultante

9. Expulsar el medio de 1a parte distal de
la jeringa y mlocar logilimos 2.5 ml en
un tubo de ensayo con 4 mL de MM

pellet

¥ dejar 0.5 mL junto on el

"o,

11. Retirar el sobrenadante

s0l. madre de 1a jeringa

13. Empajillar la
muestra obtenida y

refrigerar

12. Diluir y homogentzar hasta
3.5mL con Andromed®

4.

¢. METODO 3. DOBLE MIGRACION “M3”

En este caso la forma de uso de ASB

se basa unicamente en el concepto de las

diferencias en las velocidades de migracion por efecto de la variacion en el tamafio que
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implica una variacion de la superficie celular entre los dos tipos de espermatozoides
portadores de cromosomas X como Y, esto ocasiona que estas células tengan un
desplazamiento diferencial cuando se colocan en el interior de una solucién viscosa o
densa como es el caso del medio elaborado con ASB; en esta situacion las células mas
pequetias portadoras del cromosoma Y, pueden desplazarse por el medio o la solucion, sin
generar mucha friccion y por lo tanto logren un mayor recorrido en comparacion con las
c¢lulas portadoras del cromosoma X que por ser mas grandes sufren una ralentizacion en
su desplazamiento por efecto de la friccion, ello ocasiona que queden relegadas respecto
del primer tipo de células. Como resultado de este procedimiento se podrian obtener dos
grupos celulares, uno compuesto por una mayor proporcion de espermatozoides portadores
del cromosoma Y en la parte mas distal de la columna de ASB, de donde se dejo la
muestra inicial de esperma y otro grupo con una mayor proporcion de espermatozoides
portadores del cromosoma X en la porcion mas proximal de donde fue dejada la muestra

inicial de esperma.

El método propuesto “M3” consistio en someter las muestras espermaticas a un proceso de
doble migracion en gradientes de albumina sérica bovina “ASB”, la primera de ellas en un
medio elaborado con 50.0% de solucion madre de ASB y la segunda migracion en un
medio elaborado con 100.0% de solucion madre de ASB. Para ello se utilizd
aproximadamente 200x10° espermatozoides contenidos en un volumen de 0.5 mL de
suspension espermatica, el cual se colocd cuidadosamente en una jeringa descartable de 10
mL, acondicionada para este trabajo; previamente a esta jeringa le fue anadida 4 mL de
medio preparado con 50.0% solucion madre de ASB y 50% de medio de mantenimiento
“MM?”, esta fue temperada a 20-22°C, durante 10 minutos, luego de lo cual se le afiadio la

suspension espermatica, la cual se encontraba a igual temperatura.

Una vez que se comprobd que la suspension espermatica se encontraba claramente
posicionada sobre la columna de ASB, se introdujo en un bafilo maria en un angulo
aproximado de 30 grados, asi fue incubada durante 15 minutos a 35°C; al termino de ello
se quitd el tapon de la punta de la jeringa y la primera fraccion de la columna que
correspondio a 1.2 mL mas proxima a la punta de la jeringa fue eliminada; la segunda
fraccion correspondiente a un volumen de 1.5 mL, fue recuperada y colocada en un tubo

conico de 14.0 mL , para luego ser sometida a un nuevo proceso de incubacion; finalmente
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la tercera fraccion que corresponde al resto del medio contenido en la jeringa fue también

eliminada.

Para la segunda migracion se utilizd la muestra recuperada del primer proceso de
migracion, esta fue colocada cuidadosamente en otra jeringa a la que previamente de
afadid 2.0 mL de solucion madre de ASB. Esta jeringa fue colocada en un angulo de
inclinacion de 30° en el bafio maria y fue incubado durante 10 minutos a 35°C; concluido
el proceso de incubacion, se retir6 el tapon de la punta de la jeringa y se elimin6 la primera
fraccion de la gradiente, correspondiente a un volumen de 1.5 mL del medio mas proximo
a la punta de la jeringa, el resto del material equivalente a un aproximado de 2.0 mL, fue
recuperado en un tubo de ensayo conico rotulado con tapa rosca y se procedié a diluirlo
con 4.0 mL de medio de mantenimiento, este fue colocado en una centrifuga con rotor fijo
a 45° y fue sometido a centrifugacion durante 5 minutos a 1,200RPM, luego de ello se
retird el sobrenadante quedando un volumen de 0.5 mL que contenia la pastilla o pellet de
esperma; a esta fraccion se le anadio dilutor Andromed® hasta tener un volumen final de

3.5mL,

La muestra final fue envasada en pajillas de semen de 0.5 mL y mantenidas en
refrigeracion durante 20 a 24 horas luego de lo cual fueron sometidas a congelacion
utilizando para ello nitrogeno liquido, siguiendo el protocolo establecido en Banco

Nacional de Semen — UNALM.

El proceso del método propuesto se grafica a continuacion:
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Figura 3. Esquema para uso de ASB basado en el método propuesto de doble

migracion “M3”

2. Medio de ASB
(50% sol madre)

=

4. Incubar a 35°C
durante 15 minutos

=

3. Colocar en la jeringa
soluddn ASB al 50% y 05mL
1. Suspensién de suspensién espermiatica
espermatica
400x10¢ spz /fml.

=

O

5. Recuperar la parte
media de la columna de

8. Ezxpulsar el medio de
la parte distal de la
jeringa y colocar los
iiltimos 2.5 mL en un
tubo de ensayo con 4
mL de MM

6. Colocar la fraccion

recuperada sobre la
columna de ASB al 100%

D

7. Incubar a 35°C
durante 10 minutos

11. Diluir y homogentzar hasta
3.5mL con Andromed®

13. Empajillar 1a

- ) s

refrigerar

d. GRUPO CONTROL (MO0)

Para el caso de las muestras usadas como control, se utilizdé un volumen de 0.5 mL de

suspension espermatica de la misma muestra utilizada para los métodos antes

mencionados.

Al igual que en los casos anteriores dicha fraccion contenia una

., . 6 . . .
concentracion aproximada de 200x10° espermatozoides en dicho volumen. Esta fraccion

fue colocada en un tubo de ensayo con tapa rosca y fue diluida con Andromed® hasta

llegar a un volumen 3.5 mL, luego fue envasada en pajillas de 0.5 mL y se mantuvieron en

refrigeracion durante 20 a 24 horas, finalmente al concluir este periodos fueron sometidas a

congelacion en nitrogeno liquido junto con las muestras obtenidas mediante los métodos

antes descritos.
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3.3.5. METODOS PARA LA OBTENCION DE DATOS

Las evaluaciones de las muestras obtenidas con los tres métodos propuestos para uso de
ASB y con el control, se hicieron en tres momentos: (1) una vez concluidos los métodos
propuestos, denominandose como “muestras frescas”; (2) con las muestras conservadas en
refrigeracion después 20-22 horas de efectuado el proceso, denominandose como
“muestras refrigeradas” y (3) 24 horas después de haberlas sometido al proceso de

congelacion en nitrogeno liquido, denominandose “muestras congeladas™.

Las evaluaciones para determinar las caracteristicas seminales se hicieron por medio de las
siguientes técnicas de estudio citoldgico: (1) Recuperacion espermdtica mediante recuento
con la ayuda de camaras de Neubauer; (2) Tincién con quinacrina, para determinar la
presencia del cuerpo F y por tanto la proporcion de espermatozoides con cromosoma Y (3)
Tincion compuesta con colorante Azul tripan — Solucion Giemsa, para evaluar el
porcentaje de espermatozoides vivos - muertos y la reaccion acroséomica de los mismos;
(4) Test de HOS, para determinar la funcionalidad de la membrana plasmatica. Las

metodologias de las pruebas consideradas se describen a continuacion:

a. TASA DE RECUPERACION ESPERMATICA

Para el caso de las muestras del grupo control y de las muestras obtenidas luego de la
aplicacion de los métodos tres propuestos para el uso de ASB, se utilizaron en cada caso

una pajilla de 0.5 mL, de la cual se extrajo, una alicuota de 100 pL.

Las alicuotas de dicha suspension espermatica que fueron diluidas con 300 pL de agua
bidestilada. Tendiendo un volumen diluido de 400 pL, la ecuacion utilizada para la

estimacion, fue la siguiente:

Spz total = (N° Spz contados / 0.028mm?) * 1,000mm?® * 4 * 3.5mL

Donde:
Spz total = Numero total de espermatozoides.
0.028 mm® = Volumen en el que se efectudé el conteo de spz (7 cuadriculas

0.2x0.2x0.1 mm)
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1,000 mm® = Volumen de un mL para proyectar la cantidad de spz a dicho

volumen.

4= Factor de dilucion (100 pL de suspension espermatica + 300 pL de
agua bidestilada)

3.5mL = Volumen de la suspension espermatica inicial (con las que se

llenaron las 7 pajillas de 0.5 mL).
b. TINCION CON QUINACRINA

Consiste en la aplicacion de una técnica de estudio citoldégico que hace uso del colorante
fluorescente quinacrina para identificar cromosomas hmn7umanos (Zech, 1969 en
Bottcher, 1996). Esta técnica se utilizé para determinar la presencia del cuerpo F que no es
otra cosa que la expresion fluorescente de la cromatina Y presente en las células
interfasicas (Pearson & Bobrow, 1970) (Cervenka et al., 1971), esta técnica fue aplicada a
muestras espermaticas debido a que presentan la cromatina bastante compacta (Tates et al.,

1975).

Para la aplicacion de este método se utilizo la informacion de las técnicas descritas por
Tates et al., (1975), Pearson & Bobrow, (1970), Cervenka et al., (1971), Bottcher, (1996) y

otros, en el método que se detalla a continuacion:

- Se extrajo una alicuota de 500 pL de suspension espermatica de una pajilla de las
muestras correspondientes tanto al control como a las obtenidas por el uso de ASB con
los métodos propuestos, las mismas que se mantuvieron congeladas en nitrogeno
liquido, para ello previamente fueron descongeladas en agua a 38°C durante 20
segundos.

- Se afiadi6 una alicuota de 1,000 pL de solucion salina fisiologica (SSF).

- La mezcla fue centrifugada a 2,000 RPM por tres minutos, para lavar la muestra
espermatica y retirar restos de ASB.

- La pastilla de espermatozoides obtenida fue resuspendida en SSF a su volumen
original y fue nuevamente centrifugada a 2,000 RPM por otros tres minutos.

- La pastilla de espermatozoides obtenida fue resuspendida y homogenizada
nuevamente en SSF, luego se efectud un frotis el cual se expuso a corriente de aire

para que s¢ secara.
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- Las laminas se fijaron en solucion Carnoy durante 60 minutos y después se dejo
expuesto a corriente de aire.

- Las laminas fijadas fueron sumergidas en un cubeta coplin que contenia Buffer
Mcllvanine’s, durante cinco minutos, luego fueron retiradas para dejarlas secar en
corriente de aire.

- Se colocaron las 1aminas en una cubeta coplin que contenia el colorante diclorhidrato
de quinacrina al 0.5% disuelto en solucién acuosa de etanol al 10%, la placa
permanecié en este medio durante 30 minutos, cubriendo en todo momento la cubeta,
con una caja oscura para evitar la incidencia de luz.

- Finalmente la lamina se lavo tres veces con Buffer Mcllvanine’s para retirar el exceso
de colorante y cuando estaba humedo se le colocd un portaobjetos para proceder a
efectuar la observacion.

- La lamina se examin6 usando microscopio de fluorescencia con longitud de onda de
450 a 500 nm con un aumento de 40X en el lente objetivo y en ambiente oscuro.

- Se observaron de 100 a 140 células espermaticas por placa a fin de determinar la
presencia del cuerpo F en los espermatozoides, la determinacion se hizo mediante la

siguiente formula:

% Spz con cuerpo F = (Nro. Spz con cuerpo F / Nro. Total Spz contados) x 100

c. TINCION COMPUESTA AZUL TRIPAN - SOLUCION GIEMSA

Para efectuar la valoracion de calidad seminal en términos de espermatozoides
vivos/muertos y la reaccion acrosomica, se utilizd la técnica citologica de tincion
compuesta descrita por Kovacs & Foote, (1992) la cual fue en parte modificada para esta
investigacion. La ventaja de esta técnica citologica es que permite determinar la cantidad
de espermatozoides vivos y muertos asi como los espermatozoides que han sufrido

reaccion acrosomica.

El procedimiento realizado se describe a continuacion:

- La muestra de suspension espermatica de 200 uL. fue colocada en un tubo cénico de
14 mL de capacidad al cual se le afiadio 50 uL de colorante azul de tripan al 0.9% y

fue cultivado durante 7 minutos a 35°C.
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De esta mezcla se extrajo una alicuota de 18 plL y colocod en el extremo de un
cubreobjetos, se efectud el frotis y se dejo secar rapidamente en la platina caliente
exponiéndolo a corriente de aire.

Las laminas con el frotis fueron fijados durante 10 minutos en solucion de acido
acético al 12%.

La laminas secas fueron lavadas tres veces con agua bidestilada a fin de eliminar el
restos del acido, colorante y otros restos no celulares y se dejo en posicion vertical
sobre un papel absorbente.

Luego se colocd en una cubeta coplin de contenida solucion Giemsa al 8%,
permaneciendo en esta por un tiempo de 18-22 horas.

Concluido el tiempo, las laminas fueron retiradas y lavadas tres veces en agua
destilada para retirar el exceso de colorante y se dejaron secar en posicion vertical
sobre un papel absorbente.

Una vez secos se procedieron a leer en microscopico de contraste de fases con un

aumento de 40X en el objetivo.

El porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto (VAI) se obtiene de la

siguiente formula:

% Spz VAl = (Nro. Spz tipo | / Nro. Total de Spz de tipos I, 11, 111, V) x 100

En el cuadro siguiente se muestra los criterios y clasificacion de las células observadas.

Cuadro 3. Caracteristicas de la muestra espermatica sometida al proceso de tincion

compuesta con azul tripan — soluciéon Giemsa

Espermatozoide

Espermatozoide

Espermatozoide

Espermatozoide

. - muerto con muerto con
Vivo con acrosoma Vivo con acrosoma acrosoma intacto reaccion del
intacto “VAI” reaccionado “VAD”
T “MAI” acrosoma “MAD”
Acrosoma Color azul-violeta Translucido Color azul-violeta Translucido
., Translucido, Translucido,
Region post ligeramente ligeramente Azul oscuro — azul Azul oscuro — azul
acrosomal g 9 violeta violeta
coloreado coloreado
Imagen —®» | —C | 0P  —O©
Tipo | 11 ] v
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d. FUNCIONALIDAD DE MEMBRANA PLASMATICA

Se realizé mediante el test de HOS; esta prueba consistid en colocar una suspension
espermatica en una solucidon hipo-osmotica para ello utilizaron variantes a las
metodologias descritas por Jeyendran et al., (1984) ademas de Correa & Zavos, (1994),

la cual se describe a continuacion:

- Se colocd en un tubo de ensayo de 14 mL, una alicuota 25 pL de la muestra
recuperada con 200 pL de solucion hipo-osmdtica de citrato de sodio equivalente a
100 mOsm y se dejo incubar durante 60 minutos a 36.0°C en bafio maria.

- Concluido el tiempo de cultivo se afiadido 200 pL. de metanol absoluto y se dejo en el
bafio maria durante otros cinco minutos.

- Luego se afiadio 25 uL de colorante eosina al 2% y se retird del bafio maria.

- Del fondo del tubo de ensayo se extrajeron 12 pl del cultivo y se coloco sobre un
portaobjetos, con ello se hizo un frotis el cual se dejo secar en una platina caliente y en
corriente de aire.

- Finalmente se efectu6 el conteo de dos campos y un aproximado de 100

espermatozoides por campo.

El criterio de evaluacion fue el siguiente:

% Spz HOS positivos = (Nro. de Spz con reaccién / Nro. Total de Spz contados) x100
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IV. RESULTADOS Y DISCUCION

4.1. TASA DE RECUPERACION ESPERMATICA

Los resultados de la recuperacion espermatica, logrados luego del procesar las muestras en
ASB con los métodos que fueron propuestos, asi como sus respectivos valores de
concentraciéon espermatica porcentual respecto del grupo control se muestran en el

siguiente cuadro:

Cuadro 4. Numero y porcentaje de espermatozoides recuperados con los diferentes

métodos propuestos para uso de ASB

METODO
Daoble Centrifugacion + Doble migracion
UNIDAD Co'\r/lltorol centrifugacion migracion hacia abajo
M1 M2 M3

Promedio 201.25x10° (a) | 101.60x10° (b) 72.28x10° (¢) | 43.77x 10° (d)
DE 20.45 x10° 9.40x10° 6.49x10° 4.31x10°
Como 100.00% 50.69% 36.23% 21.41%
porcentaje

LEYENDA: Medias con igual letra no muestran diferencias estadisticas. DE: desviacion estandar.

En cuanto al porcentaje de recuperacion de espermatozoides, se observo una diferencia
significativa en los porcentajes obtenidos con los tres métodos propuestos para el uso de
ASB (P<0.01), de ellos el valor promedio de recuperacion para el método de doble
centrifugacion “M1” fue del 50.69% respecto del control, asi mismo dicho resultado fue

diferente y superior al valor porcentual obtenido con los otros dos métodos propuestos.

El porcentaje de recuperacion logrado con el método de centrifugacion mas migracion
“M2” represento el 36.23% de la muestra inicial, dicha tasa de recuperacion fue superior al
porcentaje obtenido con el método de doble migracion “M3” el cual fue del 21.41% de su

muestra inicial, pero menor que el porcentaje de M1.

Los porcentajes de recuperacion de M1 y M2 fueron muy superiores a los resultados

obtenidos por Oliveira et al, (2011b) quienes trabajando con muestras seminales
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criopreservadas de ganado bovino europeo en una técnica de centrifugacion en gradientes
continuas de densidad, pudieron recuperar un 6.5% de espermatozoides sexados, mientras
que Correa et al., (1997) obtuvieron un promedio 16.7% con la técnica Swim up; por otro
lado Chen et al. (1997) efectuando tratamientos de migracion-centrifugacion, pudieron
recuperar el 9.3% de espermatozoides, cuando el experimento se realizd a temperatura

ambiente, dicha tasa se increment6 al 17.5% cuando se trabajo a 37°C.

Algo que se pudo observar en el caso de la centrifugacion efectuada en M1 y M2, fue la
formacion de un pellet de regular tamaio, al fondo de los tubos preparados con ASB una
vez concluido el tiempo de centrifugacion, por ello se logré obtener un mayor porcentaje
de espermatozoides. Se puede decir que incrementando el tiempo de centrifugacion de las
muestras permite obtener una mayor cantidad de espermatozoides, sin embargo la
formacion de pellet implica que los espermatozoides se aglutinen y ello ocasion6 un fuerte
deterioro de los mismos por la aglutinacion, el enredo y ruptura de sus flagelos. En
pruebas preliminares se pudo observar que al centrifugar por mas de diez minutos se

incremento el tamafio del pellet, y también el deterioro de los espermatozoides.

En el caso del método M3 el porcentaje de células espermaticas recuperadas fue del
21.41%, el resultado fue mas alto que el obtenido por Costa (2007) quien logrd una tasa
media de 18.3% en una técnica de migracién swim up, mientras que Flaherty et al., (1997)
pudieron recuperar una media del 11.1%. Ademas se pudieron revisar otras investigaciones
como las de Rose & Wong (1998), quienes trabajando con muestras seminales humanas,
mediante procedimientos de migracion en ASH, lograron recuperar el 3.9% del total de
espermatozoides procesados, por su parte Chen et al., (1997) lograron recuperar una media
de 7.0% y 9.3% con dos procesos de migracion en ASH efectuados a temperatura
ambiente y con valores medios de 17.5% para tratamientos realizados a temperatura

corporal humana.

La diferencia en el porcentaje de recuperacion logrado con el M3 respecto a sus analogos
al parecer se debe al tipo y al tiempo de migracion en este estudio, ya que se efectudé una
migracion hacia abajo “swim down” y el tiempo total de la misma fue de 25 minutos, a una
temperatura de 36°C, mientras que en los trabajos revisados se utilizaron periodos de
migracion mas largos que van desde 45 minutos en gradientes continuas (Rose & Wong,

1998,) 1.5 horas (Chen et al., 1997), pero en esos casos se efectuaron migraciones hacia
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arriba conocidas como “swim up”, que ocasiona la existencia de una menor cantidad de
espermatozoides en las muestras mas distales del nucleo de partida de las muestras que es
un pellet previamente formado por sedimentacion mediante centrifugacion. En algunos
experimentos de migracion hacia arriba o swim up, se pudo obtener mayor cantidad de
espermatozoides cuando estos migraban a temperaturas fisiologicas 6ptimas como el caso
de Chen et al., (1997), que logro obtener el 17.5% respecto de la muestra inicial. No
obstante cabe sefialar que el mayor tiempo de permanencia en medios formados con
albimina, puede ocasionar alteraciones de la estructura de las membranas del

espermatozoide esta situacion sera expuesta mas adelante.

4.2. CARACTERISTICAS ESPERMATICAS EVALUADAS

4.2.1. VITALIDAD ESPERMATICA

Se analizaron los resultados de vitalidad utilizando el método de tincion compuesta de azul
tripan — Giemsa, en las muestras empleadas para la aplicacion de los métodos para uso de

ASB, cuyos resultados se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Vitalidad espermaética observada en muestras sometidas a los métodos

propuestos para uso de ASB

Método para el uso de ASB
Momento de Doble Centrifugacion Doble
. Control - . . o . g
observacion “MO” centrifugacion + migracion migracion
“Ml” “Mz” 66M3”
Muestras o o o o
frescas 64.24% (a) 42.53% (b) 37.23% (b) 27.23%(c)
Muestras o o o o
refrigeradas 56.38%(a) 41.87% (b) 30.38% (c) 29.79%(c)
Muestras o o o o
congeladas 42.64%(a) 25.13% (b) 18.22% (c) 14.25%(c)

LEYENDA: Medias con igual letra en la misma fila no muestran diferencias estadisticas.

Del analisis de los resultados evaluados en un primer momento (muestras frescas) se
observo la disminucion en el porcentaje de espermatozoides vivos tras ser sometidos a los
tres métodos para uso de ASB que fueron propuestos (P<0.01); en dicho analisis se
determind que el valor promedio del grupo control (64.24%) fue superior al resto de

promedios, mientras que el promedio del grupo M1 (42.53%) fue similar al de M2
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(37.23%) pero diferente y superior a los valores obtenidos con M3 (27.23%), vy el
promedio de M3 fue inferior al de M2.

En el caso de las muestras evaluadas en el segundo momento (muestras refrigeradas) se vio
una reduccion en el porcentaje de espermatozoides vivos en todos los casos respecto de los
valores de sus respectivas muestras frescas; ademas de ello se observo que el grupo control
mostrd un valor promedio del 56.38% de espermatozoides vivos el cual fue superior al
resto de promedios (P<0.01), mientras que M1 obtuvo un promedio del 41.87%, siendo
este resultado superior al obtenido con M2 que fue del 30.38% y con M3 que fue del
29.79%, sin embargo los resultados de M2 y M3 fueron estadisticamente iguales entre

estos.

Para el caso de las muestras evaluadas en el tercer momento (muestras congeladas)
también se observo una reduccion substancial en todos los casos, respecto de sus
respectivas muestras refrigeradas; del andlisis estadistico se vio que del grupo control
obtuvo un promedio de espermatozoides vivos que fue del 42.64%, dicho valor fue
superior a los promedios obtenidos con las muestras sometidas a los diferentes métodos
para uso de ASB (P<0.01), en el mismo analisis se determind que el grupo M1 obtuvo un
promedio del 25.13% de espermatozoides vivos que fue superior y diferente de M2 y M3,
los cuales tuvieron valores de 18.22% y 14.25% respectivamente, siendo estos Ultimos

estadisticamente similares entre si.

Los resultados del analisis estadistico se muestran en la Figura 4, donde observa ademas el
efecto de la variacion en el porcentaje de espermatozoides vivos en funcion del momento

de la evaluacion.

De acuerdo a la revisidn de investigaciones se observd que los resultados este estudio
difieren de los presentados por Costa (2007) quien consiguid 61% y 69% de
espermatozoides vivos en el grupo control y con el método de migracion swim up
respectivamente, por su parte Palomo (1995) en sus investigaciones sobre FIV con la
técnica de migracion swim up, logré mejorar el porcentaje de espermatozoides vivos de
63.0% en su control a 73.6% con el tratamiento, pero el mismo autor cuando utilizo la
técnica de centrifugacion en Ficoll, obtuvo resultados de vitalidad que fueron inferiores a

su respectivo grupo control siendo de 50.6% y 61.3% para cada caso, ademas se vio que
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después de incubar las muestras en heparina por 45 minutos, los resultados de vitalidad
fueron de 85.3% con el método de swim up, 44.7% con la centrifugacion en Ficoll y

52.5% en su grupo de control.

Figura 4. Porcentaje de espermatozoides vivos en base a los métodos propuestos para

uso de uso de ASB y los momentos de evaluacion
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En el caso de las técnicas de migracion tipo swim up, se ha observado a que en general
estas mejoran las tasa de vitalidad de las muestras espermaticas respecto a sus valores
iniciales ya que el principio aqui es el desplazamiento por propio movimientos de las
células, mientras que en el caso de la sedimentacion por centrifugacion se han observado
resultados mas variables siendo que los valores de vitalidad en algunos casos son mas
altos y en otros menores (Palomo, 1995) ello al parecer depende del medio que se use para
efectuar la sedimentacion, el cual debe ser en general mas denso para evitar los efectos
negativos de la accidon mecanica del proceso de centrifugacion, pero ademas de esto, se han
encontrado evidencias en investigaciones con semen de humano que demostraron que la
sedimentacion por centrifugacion puede causar la produccion de componentes de especies
reactivas de oxigeno “ROS”, en el sedimento, lo que provocaria un dafo irreversible en los
espermatozoides, perjudicando su capacidad para ser utilizados en procesos de

fecundacion in vitro (Aitken & Clarkson, 1988).
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Como se describié anteriormente los resultados del presente trabajo mostraron una
reduccion notable en el porcentaje de espermatozoides vivos en todos los grupos a los que
se expuso al medio preparado con ASB. Por lo que se puede inferir que la exposicion a
dicho medio tuvo un efecto negativo sobre esta caracteristica, sobre todo porque se
esperaba que el grupo M1 mostrara resultados mas bajos por la accion mecanica ejercida
sobre las muestras, debido a la accion del procedimiento de centrifugacion, sin embargo el
mayor efecto deteriorante se dio en las muestras que estuvieron expuestas por mas tiempo

a las columnas de ASB.

Cabe mencionar que en la etapa pre experimental de esta investigacion, se pudo observar
una reduccion en la proporcion de espermatozoides vivos la cual era provocada por el
tiempo de exposicion al medio de mantenimiento “MM” cuando este se compard con el
dilutor Andromed®; su implicancia radico en el hecho de que el MM fue el utilizado en:
(1) la etapa inicial de dilucion de las muestras seminales, pudiendo asi obtener la
suspension espermatica de 400x10° spz/mL, permitiendo disminuir la densidad del semen
en comparacion con el Andromed® (2) como componente en la preparacion de las
gradientes de densidad, porque se trataba basicamente de un dilutor isoténico (3) en los
lavados efectuados para retirar el exceso de ASB presente en las muestras recuperadas

antes de su dilucidon con Andromed®.

En la etapa pre experimental, se compard la efectividad del MM con el dilutor
Andromed®, las muestras fueron conservadas en refrigeracion durante 24 horas, con la
evaluacion llevada a cabo se mostré que el dilutor comercial mantuvo un mayor nimero de
espermatozoides vivos y con motilidad aparente, respecto de las muestras diluidas con el
MM desarrollado; sin embargo la posibilidad de utilizacion de Andromed® en todos los
procedimientos fue descartada debido a que su uso como medio de lavado y extensor de las
muestras, produjo una reaccion negativa con la ASB, ocasionando el aglutinamiento y
gelatinizacion del medio y ello no hacia posible el poder recuperar las muestras

espermaticas presentes en dicha fraccion.

También se tuvo el efecto del modo de conservacion de las muestras, observandose un
efecto negativo sobre todo cuando se examinaron las muestras que fueron congeladas en
nitrogeno liquido; la reduccion en el porcentaje de vitalidad probablemente se deba al

deterioro de la membrana plasmatica y la reduccion en la capacidad de esta, para evitar
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fractura por la formacion de cristales de hielo en el interior de la célula como lo
constataron Rubio-Guillen et al., (2007) quienes encontraron valores de vitalidad de 93.0%
para muestras seminales frescas de toros y de 72.8% para muestras criopreservadas; el
dafio puede ser reducido con la aplicacion de crioprotectores como el glicerol o
etilenglicol en asociacion con fructosa o glucosa, sin embargo y a pesar de ello el dafio no
puede eliminarse en su totalidad. Por lo tanto la reduccion de vitalidad de las muestras
procesadas con ASB hace que estas no sean capaces de ser utilizadas en procedimientos

subsecuentes de conservacion en nitrogeno liquido.

Figura 5. Fotografia de la coloracion parcial con azul tripan — solucién Giemsa para

la observacion de vitalidad espermatica

Leyenda: region post-acrosomal azul: espermatozoide muerto;
region  post-acrosomal transparente-ligeramente rosado:
espermatozoide vivo.

4.2.2. MOTILIDAD PROGRESIVA INDIVIDUAL

Se considerd evaluar esta caracteristica debido a que nos permite tener una apreciacion

referencial sobre la proporcion de espermatozoides viables observados en las muestras. La
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motilidad progresiva individual (MPI) de la muestra se categorizO en una escala de
valoracion porcentual de 0% a 100% con cifra de discernimiento minimo de 5% con tres

observaciones por muestra y utilizando el promedio para el analisis respectivo.

Los resultados se observan en el siguiente cuadro.

Cuadro 6. Motilidad progresiva individual observada en muestras sometidas a los

métodos propuestos para uso de ASB

Método para el uso de ASB
Momento de Control Doble Centrifugacion Doble
observacion “MO” centrifugacion + migracion migracion
“Ml” “Mz” “M3”
Muestras o o o o
frescas 83.11% (a) 48.11% (b) 31.89% (c) 23.11% (d)
Muestras o o o o
refrigeradas 84.45% (a) 46.22% (b) 27.33% (c) 17.56% (d)
Muestras o o o o
congeladas 54.22% (a) 29.44% (b) 10.33% (c) 4.55% (c)

LEYENDA: Medias con igual letra en la misma fila no muestran diferencias estadisticas.

En el caso de las muestras frescas, el analisis de la informacion mostro la existencia de una
diferencia altamente significativa entre los porcentajes de motilidad de los grupos
evaluados (P<0.01) y se observd un mayor porcentaje de motilidad cuando se utiliz6 ABS
en el método de doble centrifugacion “M1” el cual fue del 48.11%, siendo este resultado
estadisticamente superior a aquellos obtenidos con “M2” y “M3” que tuvieron 31.89% y
23.11% respectivamente, los mismos que ademas fueron diferentes entre si; sin embargo
cabe precisar que los porcentajes de motilidad de los tres grupos expuestos a los métodos

para uso de ASB, resultaron inferiores a los valores obtenidos del control (83.11%).

Respecto de las muestras que fueron evaluadas en el segundo momento (muestras
refrigeradas) se encontraron diferencias altamente significativas entre los resultados
obtenidos con los tres métodos para uso de ASB (P<0.01) donde el valor del método M1
(46.22%) fue superior a los resultados de M2 (27.33%) y M3 (17.56%), por su parte el
resultado de M2 fue diferente y superior al de M3. Los resultados de motilidad obtenidos
con los tres métodos empleados, se mantuvieron muy por debajo de los resultados del

grupo control que tuvo un promedio del 84.45% de MPI.
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En el caso de las muestras evaluadas en el tercer momento (muestras congeladas); también
se encontraron diferencias altamente significativas entre los métodos propuestos para el
uso de ASB (P<0.01); siendo el resultado de M1 (29.44%) superior los resultados de M2
(10.33%) y M3 (4.55%); asi mismo se determind que los resultados de M2 y M3 fueron
estadisticamente similares entre si. Ademas se mantuvo la condicion de superioridad de las
muestras del grupo control respecto de las muestras sometidas a los diferentes métodos

propuestos para uso de ASB.

Los resultados de motilidad en esta investigacion, difieren de los obtenidos por David et
al., (1977) quienes observaron que la aplicacion del tratamiento en ASB incrementaba
notablemente el porcentaje de motilidad aparente, pasando del 56.5% + 31% en muestras
no tratadas, al 92.7% + 2.9% en el promedio de muestras tratadas con ASB, en el mismo
estudio se determind que existia un incremento en el porcentaje de motilidad cuando se
incrementaba la concentracion de ASB en la gradiente o columna utilizada en
metodologias de un sola migracion, pasando de 60% con gradientes de ASB al 10% hasta
95% de motilidad cuando se utilizaban gradientes de ASB al 25%, esta condicion no vario
cuando se efectuaron metodologias de tres pasos siendo en todos los casos motilidades de
95% en las muestras tratadas; por su parte Beal et al., (1984) obtuvieron un 35% + 11.5%
en muestras no tratadas y 60% =+ 8.2% en muestras procesadas con ASB, dichos resultados
fueron obtenidos con muestras que previamente habian sido congeladas en nitrégeno
liquido antes de su evaluacion. En el caso de Chen et al, (1997) trabajando una
metodologia similar a M1 pero con muestras seminales humanas, pudieron encontrar
valores del 64.0% y del 99.3% de motilidad para su grupo control y su tratamiento
respectivamente, mientras que Flaherty et al., (1997) obtuvieron motilidades del 79% y
94% para sus grupos control y tratamiento; por su parte Correa et al., (1997) lograron
recuperar fracciones con 86.5% + 3.4 con la técnica de migracion swim up; mientras que
Costa (2007) trabajando con semen bovino criopreservado y con la técnica de migracion
swim up, logré encontrar un promedio de motilidad del 65% y 80% para su grupo control
y tratamiento respectivamente; por su parte Samardzija et al., (2006) utilizando la técnica
de migracion swim up, obtuvieron 70% de motilidad en las muestras tratadas; dicha cifra
fue una de las mas bajas, sin embargo representd un incremento del 20% respecto de las
sus muestras iniciales. De los resultados de la revision de investigaciones, se pudo
observar la existencia de un incremento notable en la proporcion de espermatozoides con

motilidad, por efecto de los métodos de aplicados, sin embargo estos valores son
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variables, dependiendo del porcentaje de motilidad inicial y del tipo de tratamiento o

método de sexado empleado.

De la revision de investigaciones mencionadas en general se observo que los métodos que
hacen uso de procesos de migracion traen como resultado mayores tasas de motilidad que
aquellos que hacen uso de procesos de centrifugacion, como se vio en el caso de la
migracion Swim up; en este caso la separacion se da por efecto mismo del movimiento
celular, en ese sentido inicamente células motiles podran avanzar en las gradientes; sin
embargo en el caso del presente estudio, el método para uso de ASB andlogo denominado
“M3” unicamente permitido obtener valores de motilidad del 23.11%, cifra que es muy
inferior a las presentadas por otros autores; es mas a diferencia de los estudios que
muestran la existencia de un incremento en la tasa de motilidad respecto de sus grupos de
control, en el presente estudio se observo una notable reduccién de esta condicion por
efecto del uso de ASB indistintamente del método propuesto para el desplazamiento fisico.
La tasa de motilidad de M3 fue incluso menor en comparacion de los métodos que basan
su principio en la centrifugacion para lograr el avance de los espermatozoides en la
columna de ASB, (M1 y M2); ello a pesar de que en experimentos de centrifugacion
preliminares se observo un fuerte efecto de deterioro producto de la centrifugacion, que se
dio por el enredo y ruptura de los flagelos de los espermatozoides que sucedia sobre todo
cuando el tiempo y la velocidad excedian a los 10 minutos y 1,500 RPM respectivamente.
Por tanto queda claro que en el presente experimento, que el efecto de deterioro en la
motilidad de las muestras del grupo M3 y M2 respecto a M1 se debid sobre todo a al
tiempo de permanencia en el medio de ASB y a la temperatura a la que fueron expuestas,
mas que al estrés debido proceso de desplazamiento mecénico o accion de la fuerza

centrifuga.

No se pudieron comparar los resultados obtenidos con las muestras refrigeradas y
congeladas, debido a la carencia de mayor informacion de este tipo en las investigaciones
revisadas, salvo el caso de Beal et al., (1984) que fue expuesto anteriormente y se vio que
se mantenia la superioridad en la motilidad de las muestras tratadas con ASB. En general
las investigaciones sobre sexado espermatico que hicieron uso de muestras humanas
recuperadas fueron utilizadas directamente en procedimientos de fertilizacion in vitro FIV;
y en el caso de muestras animales, se utilizaron muestras que previamente habian sido

congeladas; pero queda claro que existe una reduccion en la tasa de motilidad que se dio
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por el efecto del congelamiento en nitrogeno liquido; al parecer el hecho de estar expuestos
a los medios de ASB y las formas de desplazamiento, ocasionaron una reduccion en la
resistencia a los cambios de temperatura y de supervivencia a tras ser congeladas en

nitrégeno liquido para su posterior uso.

Figura 6. Porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva en base a los

métodos propuestos para uso de ASB y los momentos de evaluacion
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4.2.3. FUNCIONALIDAD DE MEMBRANA PLASMATICA

La evaluacion de la funcionalidad de la membrana plasmatica permite determinar el efecto
de deterioro de la capacidad fisioldégica y de interaccion de los espermatozoides, los

resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 7 y de forma gréfica en la Figura 6.

Del analisis efectuado con los resultados de las muestras frescas, se encontré que el grupo
control tuvo un promedio de 64.62% espermatozoides con membrana funcional, dicho
valor fue superior al de las muestras que fueron sometidas a los diferentes métodos para
uso de ASB (P<0.01), sin embargo no existid6 una diferencia substancial entre los

promedios obtenidos para M1 (42.74%), M2 (42.58%) y M3 (39.63%).
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Cuadro 7. Porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica funcional

observado en muestras sometidas a los métodos propuestos para uso de ASB

Meétodo para el uso de ASB
Momento de Doble Centrifugacion Doble
b . Control : ., . - . s
observacion “MO” centrifugacion + migracion migracion
“Ml” “MZ” 66M3”
Muestras 0 0 0 0
frescas 64.62% (a) 42.74% (b) 42.58% (b) 39.63% (b)
Muestras o o o o
refrigeradas 60.64% (a) 44.71% (b) 42.22% (bc) 37.52% (¢)
Muestras o o o o
congeladas 46.07% (a) 41.43% (b) 39.17% (b) 39.14% (b)

LEYENDA: Medias con igual letra en la misma fila no muestran diferencias estadisticas.

En lo que se refiere a las muestras evaluadas en el segundo momento, se observo que el
grupo control mantenia un promedio de espermatozoides con membrana funcional
(60.64%) superior al promedio obtenido con los diferentes métodos para uso de ASB
(P<0.01). ademas se vio que el grupo Ml tuvo un promedio de 44.71% de
espermatozoides con membrana funcional, el cual fue superior a M3 (37.52%); pero no fue

estadisticamente diferente del promedio obtenido con M2 (42.22%).

Por su parte observando las muestras congeladas, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos M1 (41.43%) M2 (39.17%) y M3 (39.14%), sin embargo
estos fueron inferiores al promedio del grupo control que se mantuvo en un 46.07% de

espermatozoides con membrana funcional (P<0.01).

En el siguiente grafico se observa que la reduccion en el porcentaje de espermatozoides
con membrana funcional de acuerdo al momento de la evaluacion, la cual como se ve,
ocurre unicamente en el caso del grupo control y se dio sobre todo al ser congeladas en
nitrégeno liquido. En el caso de las muestras obtenidas con los diferentes métodos que
implicaron el uso de ASB, no se observo una reduccion substancial en esta caracteristica,

tras ser mantenidas en refrigeracion o ser congeladas en nitrogeno liquido.
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Figura 7. Porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica funcional en

base a los métodos propuestos para uso de ASB y los momentos de evaluacion
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En cuanto a los resultados de otras investigaciones, se tiene a Correa et al., (1997) que
obtuvieron 26.5% y 44.0% para los grupos control y swim up respectivamente; mientras
que Samardzija et al., (2006) obtuvieron 39.9% + 8.9 y 45.9% + 1.8, para sus grupos
control y swim up; por su parte Oliveira et al., (2011a) realizando una prueba de integridad
de membrana plasmatica mediante técnicas citologicas de fluorescencia, obtuvieron
valores de 59.1% + 2.2 y 72.3% + 2.1 , para los grupos control y de centrifugacion en
gradientes de Percoll® respectivamente. Los resultados citados previamente son similares
a otras investigaciones revisadas, en las que se observo un incremento en la proporcion de
espermatozoides con membrana plasmatica funcional para los grupos sometidos a los
diferentes métodos de sexado respecto a sus controles; en todos esos casos, las
evaluaciones se efectuaron una vez concluido el proceso de sexado y en algunos de ellos

las muestras obtenidas fueron utilizadas para realizar trabajos de fertilizacion in vitro.

Los resultados de la presente investigacion muestran una reduccion en el porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmatica funcional en todas las muestras que fueron
procesadas en ASB indistintamente del método utilizado, sin embargo la reduccién que se

observo en el primer momento de la evaluacion, no se varid cuando se evalué en los
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siguientes momentos de la investigacion, Unicamente en el caso del grupo control se
observd una reduccion acumulada del 18.55%, que se dio hasta la evaluacion post

congelacion en nitrégeno liquido.

Es posible que el tiempo de exposicion inicial de las muestras al medio de mantenimiento
“MM?”, a las columnas de ASB, asi como la temperatura de migracion, hayan ocasionado
un efecto deletéreo sobre las células espermaticas, por tener que permanecer en estas
condiciones durante el tiempo de procesamiento de las mismas. En el caso del método
para uso de ASB denominado M3, se desarrolld con la idea de reducir los efectos
negativos por alguna causa mecanica y/o aplicacion de fuerza centrifuga prolongada, sin
embargo el deterioro en la proporcion de espermatozoides con membrana plasmatica
funcional fue similar al obtenido con los otros métodos que si hicieron uso de procesos de
centrifugacion, por lo que la reduccion en las dos primeras etapas se debi¢ principalmente
al tiempo de exposicion a las columnas de ASB y al medio de mantenimiento. En el caso
de M2 y M1 aunque existid accion mecanica por la aplicacion de fuerza centrifuga, esta no
ocasion6 un deterioro superior al observado con M3, por lo que se puede inferir que la
accion mecanica no fue significativa para incrementar el grado de deterioro en esta
caracteristica mas de lo que lo hizo, el exponer las muestras a la ASB; en ese sentido y tal
como refirieron Palomo (1995); Botcher, (1996); Hossepian de Lima, (1998); Palma,
(2001); Samardzija et al.,(2006) y Costa, (2007), se puede atribuir que el deterioro en la
condicion se debe al proceso de capacitacion ocurrida cuando las muestras seminales son
sometidas a procedimientos de migracion y centrifugacion en gradientes o columnas de
alta densidad, como las que se utilizaron en este estudio; por lo tanto procedimiento en
general ocasionaria la alteracion de los componentes de la membrana plasmatica, como son
las proteinas periféricas, fosfolipidos y colesterol, sobre todo el eflujo de este ultimo
incrementa la fluidez y permeabilidad de las membranas celulares, ello ocurre cuando la
célula es expuesta a medios que contienen albiumina y otros elementos como lipoproteinas

de alta densidad (Parks & Ehrenwald, 1990).

En el caso de las proteinas de la membrana celular, Perez-P¢ et al., (1998), efectuaron un
experimento en el que afiadieron proteinas plasmaticas a muestras espermaticas sometidas
a procesos de criopreservacion, lo que ocasiond el incremento en la proporcion de

espermatozoides con membrana plasmatica funcional respecto de su grupo control.
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Por tanto es posible que las membranas de las células espermaticas utilizadas en este
experimento, hayan reaccionado con la ASB de las columnas, ocasionando un cambio en
su estructura, haciéndolas mas susceptibles a las condiciones de conservacion e incapaces

de soportar adecuadamente el proceso de congelacion.

Figura 8. Fotografia de espermatozoides sometidos al test de HOS, para determinar

la funcionalidad de membrana plasmatica

| REACCION POSITIVA REACCION NEGATIVA

4.2.4. ESPERMATOZOIDES VIVOS CON ACROSOMA NO REACCIONADO

Para evaluar esta caracteristica espermatica se consideraron a los espermatozoides vivos
que mostraban el acrosoma no reaccionado, en todas las muestras obtenidas con los

diferentes métodos para uso de ASB, los resultados se presentan en el Cuadro 8.

En el caso de las muestras frescas, se observo que el grupo control mantuvo un promedio
de 58.12% de espermatozoides vivos con acrosoma no reaccionado, pero en las muestras
que fueron procesadas con ASB mediante los diferentes métodos propuestos, se observo
una reduccion significativa (P<0.01), siendo que el grupo M1 conservod unicamente el

35.10%, dicho promedio fue estadisticamente similar a M2 que mantuvo el 30.16%,
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mientras que M3 mostro el peor efecto sobre esta caracteristica ya que solo se encontré al
20.48% de espermatozoides vivos con acrosoma no reaccionado, siendo este resultado

inferior al de los promedios obtenidos con M1 y M2.

Cuadro 8. Porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma no reaccionado en

muestras sometidas a los métodos propuestos para uso de ASB

Método para el uso de ASB
Momento de Doble Centrifugacion Doble
., Control . . . ! . g
observacion “MO” centrifugacion + migracion migracion
“Ml” “MZ” “M3”
Muestras o o o o
frescas 58.12% (a) 35.10% (b) 30.16% (b) 20.48% (c)
Muestras o o o o
refrigeradas 52.65% (a) 35.70% (b) 23.44% (c) 23.11% (c)
Muestras o o o o
congeladas 31.11% (a) 16.38% (b) 10.98% (bc) 7.86% (c)

LEYENDA: Medias con igual letra en la misma fila no muestran diferencias estadisticas.

Con respecto a las muestras que refrigeradas, el grupo control mantuvo un promedio de
52.65% de espermatozoides con acrosoma no reaccionado, dicho valor fue superior al
promedio obtenido a con los tres métodos para uso de ASB propuestos (P<0.01); de los
resultados de correspondientes a los diferentes métodos, se determind que M1 pudo
conservar el 35.70%, dicho porcentaje fue superior a los obtenidos con M2 (23,44%) y M3

(23.11%) que a su vez fueron estadisticamente iguales entre ellos.

En el caso de las muestras que fueron congeladas en nitrogeno liquido, se observd una
reduccion marcada del porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma no reaccionado
en todos los grupos; en el caso del control mantuvo un porcentaje correspondiente al
31.11%, dicho valor se mantuvo superior al promedio obtenido con las muestras que
fueron expuestas a ASB (P<0.01), de estos ultimos M1 pudo conservar el 16.38%,
mientras que M2 conservo el 10.98%, ambos fueron estadisticamente iguales entre ellos,

mientras que valor de M3 ( 7.86%) siendo estadisticamente similar al obtenido con M2.

50




Figura 9. Porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma no reaccionado, en base

a los métodos propuestos para uso de ASB y los momentos de evaluacion
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En diversas investigaciones evaluaron la cantidad de espermatozoides vivos con acrosoma
no reaccionado o intacto, para saber como este caracter podia ser afectado por los
procedimientos de manipulacion o capacitacion efectuados, en tal sentido Resende et al.,
(2009) encontraron valores de espermatozoides vivos con acrosoma intacto o no
reaccionado “VAI” de 10 y 19% para los grupos de control y los tratados mediante
centrifugacion en gradientes Percoll® respectivamente, mostrando una mejora en las
calidad de este grupo por efecto del tratamiento; ese resultado fue contrario al obtenido
por Costa, (2007) quien utilizando una técnica de centrifugacion en gradientes de densidad,
recuperd en promedio del 71.85% de espermatozoides vivos sin acrosoma “VSA” y 7% de
espermatozoides VAI, el mismo autor utilizando la técnica swim up, logrd recuperar un
promedio de 9.75% espermatozoides VAI y 59.25% espermatozoides VSA, sefial6 ademas
que esas técnicas promovian el incremento de espermatozoides que sufrian una
capacitacion prematura y que el protocolo de centrifugacion utilizado ocasiond un
incremento del porcentaje de espermatozoides con membrana acrosomal dafada; por su
parte Oliveria et al., (2011) realizando estudios de fluorescencia, evaluaron el efecto del

uso de gradientes de Percoll® sobre caracteristicas celulares analogas, hallando 59% de
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espermatozoides con acrosoma intacto y alta funcionalidad mitocondrial, en su grupo

control, mientras que para el tratamiento utilizado el valor hallado fue del 38.2%

Al igual que en el caso de evaluacion de la membrana plasmatica, la membrana acrosdémica
al estar expuesta al medio de mantenimiento y a las columnas de ASB, sufrié un deterioro
estructural, lo que ocasiond la reaccidon acrosomica prematura conocida como falsa
reaccion acrosodmica, esto se demuestra con los resultados de la presente investigacion, en
la que se vio al grupo control conservando un promedio del 58.12% y 52.65% de
espermatozoides vivos con acrosoma no reaccionado o “VAI” tanto en muestras frescas y
refrigeradas; dichos valores son mas altos que los promedios obtenidos con los métodos
M1 (35.10% y 35.70%), M2 (30.16% y 23.11% ) y M3 (20.47% y 23.44%); sin embargo
a diferencia del caso de la membrana plasmatica, el acrosoma resulté afectado en mayor

proporcion en todos los casos.

Respecto al efecto del proceso de congelacion, este ocasiond una reduccion en la
proporcion de espermatozoides vivos con acrosoma no reaccionado en todos los grupos
espermaticos evaluados, se debi6 principalmente a la fractura de las membranas celulares,
que se produjeron por efecto de la formacion de cristales de agua; por citar un ejemplo
Rubio-Guillen et al., (2007) observaron una reduccion en la poblacion de espermatozoides
VAI del 88.8% en muestras frescas al 52.2% en muestras congeladas, representando una
reduccion global del 41.2%. En el caso de este experimento se encontrd una reduccion del
porcentaje de espermatozoides VAI, de 52.65% a 31.11% en el grupo control, ello
representd una reduccion del 40.92%, respecto de la muestras refrigeradas; mientras que
M1 (16.38%) mostro una reduccion general del 54.11%, respecto de las muestras
refrigeradas, a su vez en el caso de M2 (10.98%) la reduccion general fue del 52.49% y
por ultimo M3 (7.86%) tuvo una reduccion general del 66.47%, respecto a las muestras
refrigeradas; estas variaciones fueron ocasionadas por someter las muestras a congelacion,

por lo que su efecto en la reduccion de muestras espermaticas viables, fue muy perjudicial.
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Figura 10. Fotografia de espermatozoides coloreados con tincion compuesta azul

tripan —Giemsa para observar la reaccion acrosémica

LEYENDA: 1: vivo con acrosoma intacto “VAI”; 2: vivo con acrosoma danado “VAD”; 3:
muerto con acrosoma intacto “MAI’’; 4: muerto con acrosoma dafiado “MAD”.

4.3. SEPARACION ESPERMATICA LOGRADA

Se efectu6 el andlisis de varianza de los datos referidos a la observacion de
espermatozoides con cromatina Y denominado cuerpo F, obtenidos con una tincion
fluorescente de diclorhidrato quinacrina, aplicadas sobre las muestras espermaticas
obtenidas con los métodos para uso de ASB propuestos; dichas muestras fueron evaluadas

después ser congeladas en nitrégeno liquido. Los resultados se muestran en el cuadro 9.

Del andlisis efectuado, se determind la no existencia de diferencias significativas
(P>0.05) entre los promedios de las muestras del grupo control (48.4% +5.93) y aquellas

obtenidas con los tres métodos propuestos para el uso de ASB, de estos resultados con M1
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se obtuvo el 46.15% +5.86; el promedio de M2 fue del 45.82% +5.47 y con M3 se tuvo
un valor del 47.18% +4.92; aunque se observa una pequefa diferencia numérica entre

estos, la desviacion estandar fue alta en todos los casos.

Cuadro 9. Porcentaje de espermatozoides con cuerpo F en muestras sometidas a los
métodos propuestos para uso de ASB

Método para el uso de ASB
Momento de Control Doble Centrifugacion Doble
observacion “MO” centrifugacion + migracion migracion
“Ml” “Mz” “MS”
Co“rf;eﬁztg:: 48.41% (a) 46.15% (a) 45.82% (a) 47.18% (a)
+ DE +5.93% +5.86% +5.47% +4.92%

LEYENDA: Medias con igual letra no muestran diferencias estadisticas.

Figura 11. Porcentaje de espermatozoides con cuerpo F (cromatina Y) obtenidos con

los métodos propuestos para uso de ASB
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Los resultados obtenidos difieren de algunos de los trabajos en los que se hizo uso de
gradientes de densidad en base a Percoll® o albuminas. Tomando en cuenta Gnicamente
los trabajos en los que se utilizo albuminas como medio de separacion tenemos a Ericsson
et al., (1973) quienes lograron separar fracciones con hasta 85.0% de espermatozoides con

cromosoma Y, en gradientes de 20% de ASB; David et al, (1977) encontraron un
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incremento significativo en las muestras espermaticas que fueron tratadas con ASB
pasando de 41.5% +1.7% al 55.3% +1.4%. mientras que Corson et al., (1984) replicando
la metodologia desarrollada por Ericsson et al., (1973) obtuvieron muestras espermaticas,
con las que se logré obtener 28 varones de un total de 35 concepciones; por su parte
Hernandez et al., (2008) obtuvieron 72.7% de crias machos producto de la inseminacion
de conejas con la fraccion de espermatozoides que se encontraron en una gradiente de 20%
de ASH; Chen et al, (1997) evaluaron el grado de sexado logrado con el uso de
gradientes de ASH, consiguiendo un incremento ligero pero significativo a favor de
espermatozoides con cromosoma X; Rose & Wong (1998) lograron una variacion de 3%
en la proporcion de espermatozoides X e Y presentes en las muestras recuperadas, lo que
resultd significativo para dicho estudio. En otra investigacion llevada a cabo por Hadi &
Al-Timimi (2013) con semen de ovinos pudieron incrementar la proporcion de
espermatozoides portadores del cromosoma Y, al 72.7% y al 54.5% usando columnas de
ASB al 8% en procedimientos de migracion y centrifugacion con 200G y 300G
respectivamente, dichos porcentajes se incrementaron al 81.8% y 63.6% cuando se

utilizaron columnas en bifase de 16% y 8% de ASB.

Pero ademas existen otras investigaciones que mostraron resultados que son equiparables
a los obtenidos con el presente estudio, en tal sentido se puede citar a Beal et al., (1984)
quienes utilizaron gradientes discontinuos de ASB para producir muestras espermaticas
con las cuales se inseminaron 182 vacas, el resultado de la proporcion del sexo masculino
fue del 45% (54 de 119) comparado al 54% (29 de 54) logrado con muestras seminales no
procesadas, la diferencia porcentual observada no fue significativa (P<0.25) para el
estudio, en el mismo ademas se evaluo la variacion de la proporcion de espermatozoides
portadores del cromosoma Y mediante la técnica de citometria de flujo, no encontrandose
un variacion por efecto del tratamiento con ASB. En otra investigacion realizada por
Zavos (1985) utilizando muestras espermaticas de conejos resultantes del proceso de
sedimentacion en albumina se pudo conseguir el 55.3% de gazapos machos, de un total de
nueve camadas, mientras que con montas naturales se obtuvo el 52.8% de gazapos machos
de un total de 21 camadas evaluadas, ambos porcentajes no fueron diferentes entre ellos
(P>0.05); por su parte Ueda &Yanagimachi, (1987), efectuaron un experimento replicando
la metodologia desarrollada por Ericsson et al., (1973) y obtuvieron un promedio de 45.8%
(rango de 35.5% a 66.5%) de espermatozoides con cuerpos F luego de ser tratadas con

albimina, mientras que en la evaluacién de control, el promedio fue de 43.1% (rango de
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36.1% a 48.8%), encontrado una diferencia significativa pero muy leve, ademas
presentaron un rango de variacion muy alto por lo cual los autores pusieron en duda la
efectividad del método para logar un incremento en la proporcion de espermatozoides con
el cromosoma Y. En otra investigacion realizada por Flaherty et al., (1997) utilizando
técnica de centrifugacion en albumina, no lograron encontrar diferencias estadisticas en la

proporcion de espermatozoides portadores de uno u otro cromosoma.

Los resultados de las investigaciones que fueron expuestas mostraron contradicciones en
cuanto a la efectividad del uso de la ASB como medio para conseguir una variacion en la
proporcion a favor de espermatozoides portadores del cromosoma Y, dicha variacion en
los resultados podria deberse a factores como son la accion del ASB sobre las
caracteristicas fisiologicas espermaticas, mas que al efecto de su capacidad de separacion
espermatica (Bjorndahl & Barratt, 2002), otro factor se deberia al método de evaluacion
empleado para determinar el porcentaje de separacion espermatica que fue logrado,
habiendo técnicas directas como: la coloracion con Quinacrina (Béttcher, 1996) que fue
utilizada en esta investigacion; la evaluacion del cariotipo sexual mediante citometria de
flujo (Beckett, et al., 1989); el método de hibridacion in situ “ISH” (Guttenbach & Schmid,
1990); hibridacion con fluorescencia in situ “FISH” (Viloria, 2008); evaluacion indirecta
por PCR de embriones tras efectuar procedimientos de FIV (Costa, 2008) (Hadi & Al-
Timimi, 2013) y también observando la proporcion de nacimientos de uno y otro sexo
(Schilling, 1966) (Beal et al., 1984) (Hernandez, 2008), esta Gltima es utilizada sobre todo

en especies de ciclo de vida corto y en humanos.

En cuanto al método de tincion con quinacrina que fue empleado en este estudio se discute
sobre la efectividad de dicho colorante como marcador del cromosoma Y; por un lado se
considero la capacidad del colorante para fijarse al cromosoma Y, la cual fue demostrada
mediante diversas investigaciones realizadas sobre células diploides asi como
espermatozoides de humanos y otras especies animales; cabe mencionar que esta técnica se
origind como un método para determinar el cariotipo celular denominado bandeo “Q”
cuyas bandas brillantes observables corresponden a las bandas oscuras obtenidas con el
bandeo “G”, las cuales corresponden a regiones de heterocromatina formada por cadenas
de adenina-timina (A,T), presente en gran cantidad en el brazo “q” del cromosoma Y

(Korn, 1978) esta condicién, motivo su uso como prueba rapida para observar la presencia

cromosoma sexual Y, casos de disomia de dicho cromosoma y otras evaluaciones que
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fueron utilizadas en los afios setenta y ochenta (Pearson & Bobrow, 1970) (Cervenka, et
al., 1971) (Tates et al., 1975) (Korn, 1978) (Béttcher, 1996), antes del desarrollo de sondas
especificas para determinar regiones de los diferentes cromosomas en técnicas de ISH o

FISH las cuales son bastante precisas pero de mucho mayor complejidad.

Otro aspecto que se discute es la fiabilidad de la tincidén con quinacrina porque se
reportaron resultados que implicaron una alta variabilidad de los mismos; en el caso de
Beckett et al., (1989) observo una alta variabilidad entre los resultados del cuerpo F y
ADN especifico masculino, no encontrando correlacion entre estos, por su parte Blottner et
al., (1992) encontraron una frecuencia de 41.5% £5.1% de cuerpos F, en 35 eyaculados
provenientes de 22 toros, sin embargo presentaron un coeficiente de variacion del 12.4%
dicho valor que fue muy superior a los obtenidos de forma individual para cada toro
evaluado, y adujeron que los métodos usados para visualizar en muestras de humanos y
otros primates eran infectivos visualizar cuerpos F en espermatozoides de bovinos. Segun
Chen et al., (1997) indicé que esta técnica era poco confiable para determinar la presencia
del cromosoma Y debido a que este puede confundirse con otros elementos coloreados.
Bjorndahl & Barrant,(2003) sefialaron que los resultados de la tincion con quinacrina
podian ser alterados por la interaccion de dicho colorante con la albimina, generando la
observacion de falsos cuerpos F; estos investigadores concluyeron que si existiera una
variacion en la proporcion sexual de la progenie, esta no se daria por la capacidad de
separacion o enriquecimiento de uno u otro tipo de espermatozoides, sino que mas bien se
da como producto de alguna ventaja funcional de un tipo de espermatozoides frente al otro
como resultado de la migracion en albumina; permitiendo asi que estas sean capaces de

fertilizar los ovocitos.

Existen otros trabajos que determinaron hasta cierto punto la fiabilidad en la coloracion
con quinacrina para la identificacion del cromosoma Y por medio de la observacion del
cuerpo F, tal es el caso de Beatty (1977) quien efectud un estudio con espermatozoides, en
el cual pudo observar que el 54% de los espermatozoides de las muestras poseia el cuerpo
F, existiendo ademas una desviacion estandar de 4.5% entre los donantes, en dicho estudio
la estimacion lograda con quinacrina no fue exacta al compararlos con una observacion
directa de ADN especifico, sin embargo se determin6 que el 83% de los cromosomas Y
fueron representados por los cuerpos F antes observados. Por su parte David et al., (1977)

efectuaron el trabajo de migracion en albumina, donde evaluaron la variacidon de la
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proporcion de espermatozoides con cromosoma Y mediante la tincidon con quinacrina
durante 5 meses, luego del cual concluyeron que la prueba era hasta cierto punto subjetiva,
debido que el recuento habia variado en este tiempo del 35% al 45%, pero la diferencia
entre los observadores se habia reducido notablemente durante el mismo periodo, ademas
pudieron mejorar la fiabilidad de la prueba y asi mismo se redujo la variabilidad de la

misma, realizando los conteos el mismo dia por un solo observador.

Es posible que la variacion observada en la frecuencia inferior de los espermatozoides
portadores de cuerpo F menor al 50% luego de las tinciones con quinacrina, que se observo
en diversos trabajos de investigacion, refleje una verdadera proporcion de sexos gaméticos;
sin embargo, es mas probable que represente una desigual captacion del colorante
quinacrina por parte de los cromosomas Y; la decoloracion del colorante antes del analisis
o las variaciones en el material cromosomico, tal como lo sefiald Martin (1990). Por su
parte Roberts & Goodall (1976) al igual que David et al., (1977) concluyeron que la
determinacion de los cuerpos F observados en los espermatozoides, esta condicionado al
criterio y la experiencia del observador al momento de evaluar las muestras, ademas de la
existencia de cierta dependencia en la eficiencia de la deteccion del cromosoma Y
mediante la coloracion con quinacrina, la cual estd condicionada al tamafio de la cabeza del
espermatozoide; asi también la variabilidad de los resultados observados puede ser
consecuencia de la incapacidad de detectar falsos positivos que se dan por efecto de
coloraciones inespecificas o también falsos negativos que se darian por efecto de
alteraciones estructurales de la heterocromatina del cromosoma Y, ello podria ocasionar
alguna subjetividad variable al momento de efectuar la observacion de las muestras

(Guttenbach & Schmid, 1990)

Los factores mencionados anteriormente fueron considerados Bottcher (1996) antes de
realizar su estudio y luego de ello concluyd que el uso de la quinacrina le fue valido para
determinar la presencia del cromosoma Y en los espermatozoides, lo cual dio validez a los

resultados obtenidos por este.

Luego de efectuar el analisis respectivo de esta metodologia de evaluacion y valorando los
criterios de validez en la cuantificacion del grado de variacion en la proporcion de
espermatozoides con cromosoma Y obtenidos con el colorante diclorhidrato de quinacrina,

se pueden tomar sus resultados como referenciales para determinar el grado de variacion
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en la proporcion de espermatozoides portadores de cromosoma Y en funcion del cuerpo F
observado y con ello se puede concluir que el uso de ASB mediante los tres métodos
propuestos, no permitieron obtener una variacion significativa en la proporcion de
espermatozoides con cromosoma Y que lo haga viable como método de sexado, es mas se
observd que la exposicion a ASB ocasiond una reduccion en las caracteristicas

espermaticas que fueron evaluadas respecto de las muestras control.

Figura 12. Fotografias de cuerpos F en espermatozoides tras tincion con diclorhidrato

de quinacrina
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las que se realizd esta investigacion y de acuerdo a las
metodologias que se expusieron para la ejecucion del mismo, se han llegado a las

siguientes conclusiones:

1. Respecto a la albumina sérica bovina como producto utilizado para formar medios
densos y bajo las tres metodologias propuestas, no fue posible alterar la proporcion de

espermatozoides a favor de aquellos que son portadores del cuerpo F.

2. En lo referente a la tasa de recuperacion espermatica conseguida, se observo que el uso
de ASB en el método de doble centrifugacion “M1” permitié una mayor recuperacion

de espermatozoides (50.69%).

3. En cuanto a la alteracion en las caracteristicas espermaticas evaluadas, se observo que
la exposicion a ASB indistintamente de los métodos propuestos para su utilizacion,
ocasioné deterioro significativo sobre estas, siendo las propuestas de centrifugacion mas
migracion “M2” y de doble migracion “M3”, las que ocasionaron un mayor deterioro,

sobre todo en la condicidon del acrosoma.

4. En lo que respecta al efecto de la congelacion sobre las caracteristicas espermaticas
evaluadas, este procedimiento ocasiond un deterioro sobre estas haciéndolas inviables

para su uso posterior en inseminacion artificial.
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VI. RECOMENDACIONES

El uso del medio de mantenimiento ocasiond un efecto negativo sobre las muestras
sometidas a los métodos propuestos para uso de ASB, por tanto seria conveniente
mejorar las caracteristicas del mismo a fin de obtener muestras espermaticas con

mejores caracteristicas que las obtenidas en el presente estudio.

Respecto al uso de albumina sérica bovina, de acuerdo a lo citado por (Bjornalhl, &
Barratt, 2003). Esta pueda ocasionar alteraciones funcionales en los espermatozoides
que permitieron a otros autores, alterar la proporcion de la progenie, por lo que se
recomienda replicar este experimento haciendo uso de pruebas de fertilizacion in
vitro; con ello se permitirda conocer la capacidad fecundante de las muestras
obtenidas y con los embriones resultantes se podria determinar la proporcion del
sexo de la progenie mediante pruebas que son consideradas mas precisas como puede
ser la técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) o la técnica de hibridacion

in situ con fluorescencia. (FISH).

De acuerdo a lo revisado en esta investigacion, se pueden utilizar productos como
proteinas plasmaticas y donadores de colesterol en las columnas de albimina, de esta
forma se puede evitar el efecto del eflujo de colesterol de la membrana plasmatica
que pudiera dar por efecto de la migracion o centrifugacion en dicho medio, con ello
es posible que se pudieran obtener muestras capaces de ser sometidas a
procedimientos de congelacion o al menos pudieran ser capaces de soportar periodos

adecuados de conservacion en refrigeracion.
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ANEXO 1
MEDIOS Y MATERIALES UTILIZADOS

Medio mantenimiento y de lavado espermatico MM

Producto Cantidad
TRIS 225.0 mM
Fructosa 20.9 mM
Acido citrico 78.0 mM
Agua bidestilada | e

—_

Se mezclan con la ayuda de una bagueta.

2. Se evalta el pH y debe ser 7.0.

3. El producto final se almacena en refrigeracion hasta su uso
que no debe exceder mas de 7 dias.

Solucion madre de ASB (solucidn stock)

Producto Cantidad
Medio de mantenimiento (MM) 88 Ml
Albtimina sérica bovina (liofilizada) 12 gr

1. Mezclar con la ayuda de una bagueta.

2. Centrifugar durante 8§ minutos a 3,000X

3. Recuperar el sobrenanadante y llevarlo a congelacion
a -20°C hasta su uso.
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ANEXO 1
MEDIOS Y MATERIALES UTILIZADOS

Gradiente de ASB al 50% de solucion stock

Producto Cantidad
Solucion madre de ASB 30 mL
Medio de mantenimiento 30 mL

1. Atemperar ambos productos a 25°C

2. Mezclar sin agitar para evitar que se incorpore aire al
interior del medio.

3. Utilizar al momento.

PRODUCTOS UTILIZADOS

Nro. | Producto Marca Lote
1 Albumina sérica bovina liofilizada BIOPACK

2 Diclorhidrato de Quinacrina SIGMA

3 Acido citrico monohidratado Fco 25gr

4 Disodio hidrogeno fosfato Fco 25gr

5 Acido acético glacial BIOPACK

6 Metanol al 100%

7 Etanol al 100%

8 Azul tripan BIOPACK

9 Solucion Giemsa Merk
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ANEXO 2
ANALISIS DE VARIANZA DE LA TASA DE RECUPERACION ESPERMATICA

ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS EN MILLONES
The ANOVA Procedure

Class Level Information
Class Levels Values
METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60

ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS EN MILLONES
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 2.1710136E17 1.9736488E16 21.41 <.0001
Error 48  4.4252725E16 9.2193177E14
Corrected Total 59  2.6135409E17

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.830679  28.99339 30363329 104725000

Source DF  AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
METODO 3 2.1142832E17 7.0476107E16 76.44 <.0001
BLOQUE 2 3.0049188E15 1.5024594E15 1.63 0.2066
METODO*BLO 6 2.6681229E15 4.4468715E14  0.48 0.8182

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
METODO 3 2.1142832E17 7.0476107E16 158.48 <.0001
BLOQUE 2 3.0049188E15 1.5024594E15  3.33 0.1040

ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS EN MILLONES
The ANOVA Procedure
Duncan's Multiple Range Test for VALOR

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square  4.447E14

Number of Means 2 3 4
Critical Range 18841485 19527464 19867765

Means with the same letter are not significantly different.

Mean N METODO
201250000 15 1
101600000 15 2

72283333 15 3
43766667 15 4

OO m>Ca
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ANEXO 3
ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE VITALIDAD

ESPERMATICA

MUESTRAS FRESCAS.
VIVOS GIEMSA FRESCO ACOS
The ANOVA Procedure

Class Level Information
Class Levels Values
METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60
VIVOS GIEMSA FRESCO ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR

Sum of

Source DF Squares  Mean Square F Value Pr>F
Model 11 1.54846348 0.14076941  9.98 <.0001
Error 48  0.67695486  0.01410323
Corrected Total 59  2.22541834

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.695808  10.61529  0.118757  1.118735

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 149375944  0.49791981 35.31 <.0001
BLOQUE 2 0.00077429  0.00038715  0.03 0.9729
METODO*BLOQUE 6 0.05392974  0.00898829  0.64 0.6997

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 149375944  0.49791981 55.40 <.0001
BLOQUE 2 0.00077429 0.00038715  0.04 0.9581
The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR
NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experiment wise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.008988

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .08471  .08779  .08932

Means with the same letter are not significantly different.

g Mean N METODO
A 129338 15 4
B 118665 15 3
B 112985 15 2
C 086507 15 1
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ANEXO 3
ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE VITALIDAD

ESPERMATICA
MUETRAS REFRIGERADAS.

VIVOS GIEMSA REFRIGERADO ACOS
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

METODO 4 1234

BLOQUE 3 123

Number of observations 60

VIVOS GIEMSA REFRIGERADO ACOS

The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 0.93245808  0.08476892  5.37 <.0001
Error 48  0.75728634  0.01577680

Corrected Total 59  1.68974442

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.551834  10.85340 0.125606  1.157293

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 0.88657354  0.29552451  18.73 <.0001
BLOQUE 2 0.01493868 0.00746934  0.47 0.6257

METODO*BLOQUE 6  0.03094586  0.00515764  0.33 0.9196

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
METODO 3 0.88657354  0.29552451  57.30 <.0001
BLOQUE 2 0.01493868 0.00746934  1.45 0.3068

VIVOS GIEMSA REFRIGERADO ACOS
The ANOVA Procedure
Duncan's Multiple Range Test for VALOR

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.005158

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .06417  .06650 .06766
Means with the same letter are not significantly different.

g Mean N METODO
A 126584 15 4
A 126051 15 3
B 113581 15 2
C 096701 15 1
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ANEXO 3
ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE VITALIDAD

ESPERMATICA

MUESTRAS CONGELADAS.
VIVOS CONGELADOS ACOS
The ANOVA Procedure
Class Level Information
Class  Levels Values
METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60
VIVOS CONGELADO ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 0.99084868 0.09007715  8.43 <.0001
Error 48 0.51263979  0.01068000

Corrected Total 59  1.50348847

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.659033  8.103987  0.103344  1.275225

Source DF AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 094622580 0.31540860 29.53 <.0001
BLOQUE 2 0.01296850 0.00648425  0.61 0.5490

METODO*BLOQUE 6  0.03165438  0.00527573  0.49 0.8096

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 0.94622580 0.31540860 59.78 <.0001
BLOQUE 2 0.01296850 0.00648425  1.23 0.3570
VIVOS CONGELADO ACOS

The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR
NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom: 6

Error Mean Square: 0.005276

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .06490 .06726  .06843

Means with the same letter are not significantly different.
Mean N METODO

137243 15 4

1.35823 15 3

1.30861 15 2

106162 15 1

W > >
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ANEXO 4

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE MOTILIDAD
ESPERMATICA

MUESTRAS FRESCAS.

motilidad fresco ACOS
The ANOVA Procedure

Class Level Information
Class Levels Values
METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60

motilidad fresco ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR
Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11  5.12804957 0.46618632 34.86 <.0001
Error 48  0.64186371 0.01337216
Corrected Total 59  5.76991328

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.888757  10.94009  0.115638  1.057012

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 506597909 1.68865970 126.28 <.0001
BLOQUE 2 000181952  0.00090976  0.07 0.9343
METODO*BLOQUE 6  0.06025096  0.01004183  0.75 0.6117

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 506597909 168865970 168.16 <.0001
BLOQUE 2 000181952  0.00090976  0.09 0.9146

motilidad fresco ACOS
The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR
NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.010042

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .08954  .09280  .09441

Means with the same letter are not significantly different.

g Mean N METODO
A 13371 15 4
B 124445 15 3
C 106508 15 2
D 058281 15 1
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ANEXO 4

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE MOTILIDAD
ESPERMATICA

MUESTRAS REFRIGERADAS.

MOT REFRIG ACOS

The ANOVA Procedure
Class Level Information

Class Levels Values

METODO 4 1234

BLOQUE 3 123

Number of observations 60

MOT REFRIG ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 1.63267536  0.14842503  8.54 <.0001
Error 48  0.83470294  0.01738964
Corrected Total 59  2.46737830

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.661705  12.34667 0.131870  1.068060

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 159739276 053246425 30.62 <.0001
BLOQUE 2 0.01174232 0.00587116  0.34 0.7151
METODO*BLOQUE 6  0.02354028 0.00392338  0.23 0.9665

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
METODO 3 159739276 053246425 135.72 <.0001
BLOQUE 2 0.01174232  0.00587116  1.50 0.2970
MOT REFRIG ACOS

The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.
Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 6

Error Mean Square  0.003923

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .05597  .05800  .05901

Means with the same letter are not significantly different.

g Mean N METODO
A 126490 15 4
B 113331 15 3
C 105773 15 2
D 081630 15 1
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ANEXO 4
ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE MOTILIDAD

ESPERMATICA

MUESTRAS CONGELADAS.
MOTIL CONGELADO ACOS
The ANOVA Procedure
Class Level Information
Class Levels Values
METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60
MOTIL CONGELADO ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 266131958 0.24193814 23.19 <.0001
Error 48 050081332 0.01043361
Corrected Total 59 316213290
R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.841622  7.776594  0.102145  1.313493
Source DF AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 2.60674834 0.86891611 83.28 <.0001
BLOQUE 2 0.01361416 0.00680708  0.65 0.5253
METODO*BLOQUE 6 0.04095708 0.00682618  0.65 0.6865

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 260674834 0.86891611 127.29 <.0001
BLOQUE 2 0.01361416 0.00680708  1.00 0.4228
The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR
NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha: 0.05

Error Degrees of Freedom: 6

Error Mean Square: 0.006826

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .07382  .07651 .07784

Means with the same letter are not significantly different.

g Mean N METODO
A 152522 15 4
A 146688 15 3
B 127017 15 2
C 099170 15 1
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ANEXO 5

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE FUNCIONALIDAD DE
MEMBRANA PLASMATICA (REACCION POSITIVA)

MUESTRAS FRESCAS.

HOST+ FRESCO ACOS

The ANOVA Procedure
Class Level Information

Class Levels Values

METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60
HOST+ FRESCO ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR
Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 0.93402822  0.08491166  5.40 <.0001
Error 48  0.75546641 0.01573888

Corrected Total 59  1.68949463

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.552845 1173187  0.125455  1.069350

Source DF AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
METODO 3 0.86969943  0.28989981  18.42 <.0001
BLOQUE 2 0.04090298  0.02045149  1.30 0.2821
METODO*BLOQUE 6 0.02342581  0.00390430  0.25 0.9578

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
METODO 3 0.86969943  0.28989981  74.25 <.0001
BLOQUE 2 0.04090298  0.02045149 524 0.0483
HOST+ FRESCO ACOS

The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR
NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.003904

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .05583  .05786  .05887

Means with the same letter are not significantly different.

Mean N METODO
1.16093 15 4
1.12760 15
1.12668 15
0.86219 15

W > > >
N w
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ANEXO 5

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE FUNCIONALIDAD DE
MEMBRANA PLASMATICA (REACCION POSITIVA)

MUETRAS REFRIGERADAS.

HOST REFRIG ACOS

The ANOVA Procedure
Class Level Information

Class Levels Values

METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60
HOST REFRIG ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR
Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 0.71789472  0.06526316  9.04 <.0001
Error 48  0.34644124  0.00721753

Corrected Total 59  1.06433595

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.674500 7.830120 0.084956  1.084990

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 0.61730275 0.20576758 28.51 <.0001
BLOQUE 2 0.07133267 0.03566634  4.94 0.0112
METODO*BLOQUE 6  0.02925930  0.00487655  0.68 0.6698

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 0.61730275 0.20576758 42.20 0.0002
BLOQUE 2 0.07133267 0.03566634  7.31 0.0246
HOST REFRIG ACOS

The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.
Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 6

Error Mean Square ~ 0.004877

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .06239  .06467  .06579

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan
Groupi
ng Mean N METODO
A 118479 15
A 113353 15
110525 15
C 091639 15

B
B

=N ow D
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ANEXO 5

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE FUNCIONALIDAD DE
MEMBRANA PLASMATICA (REACCION POSITIVA)

MUESTRAS CONGELADAS.

HOST CONGELADO ACOS
The ANOVA Procedure
lass Level Information

Class Levels Values
METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60

HOST CONGELADO ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR

Sum of
Source DF Squares  Mean Square FValue Pr>F
Model 11 0.11907135 0.01082467  0.98 0.4746
Error 43 052854517  0.01101136
Corrected Total 59  0.64761652

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.183861 9.195792  0.104935 1.141120

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 0.05998954  0.01999651  1.82 0.1568
BLOQUE 2 0.04488051 0.02244026  2.04 0.1414
METODO*BLOQUE 6 0.01420130 0.00236688  0.21 0.9703

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 0.05998954  0.01999651  8.45 0.0142
BLOQUE 2 0.04488051  0.02244026  9.48 0.0139

Duncan's Multiple Range Test for VALOR
NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

AlphA: 0.05

Error Degrees of Freedom: 6

Error Mean Square: 0.002367

Number of Means 2 3 4

Critical Range ~ .04347  .04505 .04584

Means with the same letter are not significantly different.

g Mean N METODO
A 116688 15 4
A 116669 15 3
A 114158 15 2
B 108933 15 1
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ANEXO 6
ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE INTEGRIDAD DE

ACROSOMA
MUESTRAS FRESCAS.
VAI REFRIG ACOS
The ANOVA Procedure
Class Level Information
Class Levels Values
METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60
VAIFRESCOACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR

Sum of

Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 149526149 0.13593286  9.04 <.0001
Error 48  0.72164405 0.01503425
Corrected Total 59  2.21690554
R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.674481  10.26061  0.122614  1.195000
Source DF AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
METODO 3 144251282 0.48083761 31.98 <.0001
BLOQUE 2 0.00448835 0.00224417  0.15 0.8617
METODO*BLOQUE 6 0.04826032 0.00804339  0.54 0.7789

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 144251282 0.48083761 59.78 <.0001
BLOQUE 2 0.00448835 0.00224417  0.28 0.7658
VAIFRESCOACOS

The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.
Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 6

Error Mean Square ~ 0.008043

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .08013  .08305 .08450

Means with the same letter are not significantly different.

g Mean N METODO
A 136347 15 4
B 126229 15 3
B 121029 15 2
C 0943%5 15 1
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ANEXO 6

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE INTEGRIDAD DE
ACROSOMA

MUESTRAS REFRIGERADAS.

VAI REFRIG ACOS
The ANOVA Procedure

Class Level Information
Class Levels Values
METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60

VAI REFRIG ACOS

The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 1.10258125 0.10023466  7.25 <.0001
Error 48 0.66318874  0.01381643
Corrected Total 59  1.76576999

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.624420  9.626702  0.117543 1221013

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 1.04871717 0.34957239  25.30 <.0001
BLOQUE 2 001588102 0.00794051  0.57 0.5667
METODO*BLOQUE 6 0.03798307 0.00633051  0.46 0.8356

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 1.04871717 0.34957239 5522 <.0001
BLOQUE 2 0.01588102 0.00794051  1.25 0.3506

VAI REFRIG ACOS
The ANOVA Procedure
Duncan's Multiple Range Test for VALOR

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.
Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 6

Error Mean Square 0.006331

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .07109  .07368  .07496

Means with the same letter are not significantly different.

g Mean N METODO
A 133648 15 3
A 133284 15 4
B 120288 15 2
C 101185 15 1
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ANEXO 6

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE INTEGRIDAD DE
ACROSOMA

MUETRAS CONGELADAS.

VAI CONGELADO ACOS
The ANOVA Procedure

Class Level Information
Class Levels Values
METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 60

VAI CONGELADO ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR
Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 0.54527900 0.04957082  6.35 <.0001
Error 48  0.37449275 0.00780193
Corrected Total 59  0.91977175

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.592842  6.297689  0.088329  1.402555

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 051027664 0.17009221 21.80 <.0001
BLOQUE 2 0.00299592 0.00149796  0.19 0.8259
METODO*BLOQUE 6 0.03200643  0.00533441  0.68 0.6635

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 051027664 0.17009221 31.89 0.0004
BLOQUE 2 0.00299592 0.00149796  0.28 0.7646

VAl CONGELADO ACOS

The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.005334

Number of Means 2 3 4
Critical Range ~ .06526  .06763  .06881

Means with the same letter are not significantly different.

ng Mean N METODO
A 149197 15 4

B A 146044 15 3

B 140580 15 2
C 125201 15 1
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ANEXO 7
ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS DE CUERPO F

CUERPO F CONGELADO ACOS
The ANOVA Procedure

Class Level Information
Class Levels Values

METODO 4 1234
BLOQUE 3 123
Number of observations 48
CUERPO F CONGELADO ACOS
The ANOVA Procedure
Dependent Variable: VALOR
Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 11 0.03195458  0.00290496  0.70 0.7277
Error 36 0.14885200 0.00413478

Corrected Total 47 0.18080658

R-Square  Coeff Var  Root MSE VALOR Mean
0.176733 5944245 0.064302  1.081756

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 000635213 0.00211738  0.51 0.6765
BLOQUE 2 0.00665306  0.00332653  0.80 0.4552
METODO*BLOQUE 6 0.01894938  0.00315823  0.76 0.6031

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for METODO*BLOQUE as an Error Term

Source DF  AnovaSS MeanSquare FValue Pr>F
METODO 3 0.00635213 0.00211738  0.67 0.6006
BLOQUE 2 0.00665306 0.00332653  1.05 0.4055
CUERPO F CONGELADO ACOS

The ANOVA Procedure

Duncan's Multiple Range Test for VALOR
NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 6
Error Mean Square 0.003158

Number of Means 2 3 4
Critical Range  .05614  .05818 .05920
Means with the same letter are not significantly different.

g Mean N METODO
A 109391 12 3
A 109006 12 2
A 107873 12 4
A 106433 12 1
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ANEXO 8
FOTOGRAFIAS PROCESO DE DOBLE CENTRIFUGACION EN ASB

A: Suspension espermatica inicial colocada sobre medio de ASB al 50% de solucion madre; B: pellet y medio
recuperado después de la primera centrifugacion; C: muestras recuperadas colocadas sobre el medio de ASB al
100% soluciéon madre; D: muestra sedimenta después del segundo proceso de centrifugacion.
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ANEXO 9
FOTOGRAFIAS PROCESO DE DOBLE CENTRIFUGACION EN ASB

A: colocacion de la suspension espermatica sobre la primera columna de ASB antes del primer proceso de migracion,
B: Proceso de migracion en bafio maria a 36°C; C: fraccion recuperada para realizar el segundo proceso de migracion.
D: material preparado para realizar el segundo proceso de migracion.
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ANEXO 10
OTRAS FOTOGRAFIAS

Preparacion del medio i
de mantenimiento .
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Muestra en la gradiente de ASB Muestra en la gradiente de ASB
previa a ser centrifugada después de ser centrifugada

Parte correspondiente a la migracion de T1y T2
en jeringas acondicionadas para ser colocadas
en la gradilla'y serincubadas en bano maria

Tratamiento de centrifugacion mas
migracion, (post ;centrifugacion
: e
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ANEXO 11
CUADROS GENERALES DE DATOS Y RESULTADOS PARA EL ANALISIS
ESTADISTICO
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