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Introduccion

Los centros de procesamiento de semen certifican la
calidad de las dosis seminales con las pruebas rutinarias
del espermograma (concentracion, motilidad, viabilidad,
etc.). Algunas de estas valoraciones son subjetivas, por lo
cual la aplicacion de pruebas de evaluacién funcional
espermatica, favorecen una evaluacion mas objetiva. La
prueba dual Coomassie/HOST, conjunta dos pruebas de
funcionalidad que estiman tanto la integridad acrosomal
como la funcionalidad de la membrana plasmatica. La
combinacion de ambas pruebas en una sola prueba dual
permite conocer la integridad y funcionalidad de ambas
estructuras de manera simultanea, pardmetros que se
utilizan como marcadores prondsticos de la capacidad
fertilizante del semen. (1) El objetivo de este trabajo fue
comparar la metodologia de laboratorio con una técnica
modificada, buscando determinar si los resultados
obtenidos en ambas técnicas son equiparables,
permitiendo la aplicacion de la segunda opcidn a nivel de
campo.

Material y métodos

Se utilizaron dosis seminales de cinco machos y de cada
uno se obtuvieron cuatro muestreos. A su vez a cada
dosis se le realizo el espermograma de rulina para
confirmar la calidad seminal. Posteriormente, cada una
de las dosis se dividieron en tres grupos: control (A),
laboratorio (B) y modificada(C). Las muestras de los tres
grupos fueron procesadas simultaneamente. Al grupo A
se le realizo una tincion vital con eosina, una de prueba
de integridad acrosomal mediante Coomassie y un Host
corto. Estos valores sirvieron como referencia del estado
espermatico antes de las pruebas duales. Para el grupo B
se realizo la prueba dual estandarizada en laboratorio.
Para ello, la muestra se centrifugo y reconstituy6 con una
solucién hipo-osmoética a base de BTS (dilucion
1/3,75mOsm). Esta mezcla se incubo a bafio Maria (60
minutos a 38°C). Posteriormente, se tomaron 500ul, los
cuales se fijaron vol./vol. con paraformaldehido al 4%,
dejando reposar por 5 minutos y se centrifugo por
segunda ocasion. Al retirar el sobrenadante, la pastilla se
reconstituy en cloruro de amonio y se realizo un frotis,
que se sumergid en la tincion de Coomassie por 2
minutos. Se realizo el conteo de por lo menos 200 células
espermaticas, clasificandolas de acuerdo a su respuesta
(reaccion host positiva o no y grado de integridad
acrosomal). En el grupo C, se realizaron las
modificaciones para facilitar su aplicacién en granja, por
lo cual a las muestras se les agrego solo agua destilada
para disminuir la osmolaridad (dilucion 1/3,75 mOsm) y
se incubaron a bafio Maria por 30 minutos a 38°C. Se
tomaron 500ul para después fijar vol./vol. con
paraformaldehido al 4%, se dejaron reposar por 5 min.

Posteriormente se realizo un frotis y se sumergio en la
tincion de Coomassie. A este también se le realizo el
conteo y la clasificacion celular, descrita en el grupo B.
La osmolaridad de todos los medios de dilucién
utilizados, fue verificada mediante un osmémetro de
depresion del punto de congelacion (OSMETTE A 5002,
Prec Syst Inc). Los conteos se analizaron con la prueba
estadistica de Mann-Whitney.

Resultados

No se encontraron diferencias significativas entre las dos
metodologias (Laboratorio y Modificada).

Variable
Grupos | Acrosoma | Acrosoma Reaeccién Host +
Integro Daiiado Acrosomal

A 80.43+3.157 [ 11.2442.27° | 8.51£1.30° [52.77+1.33"

*B 84.07£5.24 ° | 11.67=3.16" | 3.78+4.827 | 44.35+1.89"

*C 855142917 | 9.23+2.23° | 4.437+0.881 ° | 48.1041.62"

Se presentan la media % error estandar; *° Literales distintas en la misma
columna, indican diferencia estadistica (p<0.05);

* Los resultados de estado del acrosoma, corresponden a los espermatozoides

con HOST+.

Discusion

La funcionalidad de la membrana espermatica, refleja su
integridad al responder a los cambios osmoticos del
entorno y esta capacidad se puede valorar mediante la
prueba HOST. Por su parte la integridad acrosomal que
asegura el potencial fecundante del espermatozoide es
facilmente evaluable mediante la tincién de Coomassie.
Hasta el momento ambas pruebas se realizan por
separado (2,3,4), aunque se ha documentado que de
manera experimental se utilizan ambas pruebas en una
sola evaluacion (5). Esto potencializa el valor predictivo
de dicha valoracion. La prueba dual no se ha aplicado en
el campo debido a que requiere de equipo sofisticado,
medios elaborados e inversion de tiempo. Al no haber
encontrado diferencias significativas al utilizar una
prueba modificada que valora los mismos pardametros que
una prueba de laboratorio, se sugiere que la aplicacion de
nuestra propuesta a nivel de campo, mantendra los
mismos resultados predictivos que la prueba original.
Conclusion

En este estudio la prueba dual Coomassie /HOST
demostr6 su utilidad en la evaluacion de espermatozoides
de verraco a nivel de campo. Su aplicacién fortalecera la
informacion que brinda una evaluacion seminal de rutina.
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