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Asociacion entre parametros convencionales y computarizados
de calidad seminal con la evaluacion por citometria de
flujo de semen bovino congelado

Association between conventional and computerized sperm quality parameters
with flow cytometric evaluation of frozen bovine semen

Elizabeth Varela', Mauricio Rojas??, Giovanni Restrepo**

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la asociacion entre parametros convencio-
nales y computarizados de calidad seminal con la evaluacion por citometria de flujo de
semen bovino congelado. El semen de 10 eyaculados de cinco toros fue congelado. Se
evaluo la movilidad total (MT), la movilidad progresiva (MP), la velocidad lineal (VSL), la
velocidad curvilinea (VCL) y la velocidad media (VAP) del semen descongelado utilizan-
do el sistema SCA™. La morfologia normal (MN), la vitalidad del esperma (VE) y la integri-
dad funcional de la membrana se evaluaron mediante la tincidon con eosina-nigrosina y la
prueba hipoosmética (HOST). El potencial de membrana mitocondrial (4yM) y la estabi-
lidad de la membrana se evaluaron por citometria de flujo a través de las sondas DiOC6(3)/P1
y M-540/Yopro-1, respectivamente. Se calcularon coeficientes de correlacion de Pearson
y se ajustaron modelos de regresion lineal multiple (p<0.05). Se hallaron correlaciones
positivas entre AwM-Alto y AwM-Medio con diferentes parametros de calidad seminal
(p<0.05). Asi mismo, se encontraron coeficientes de correlacion positivos entre la pobla-
cion de espermatozoides no-criocapacitados no-apoptoticos (M-Y-) y todos los parametros
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evaluados (p<0.05). La mayoria de los coeficientes de regresion para las poblaciones de
espermatozoides con mayor AyM y estabilidad de membrana, indicaron incrementos
significativos en la calidad del semen congelado-descongelado (p<0.05). Se concluye
que la actividad mitocondrial y la estabilidad de membrana evaluadas por citometria de
flujo, estan asociadas con la calidad espermatica estimada por métodos convencionales
y computarizados, en el semen bovino criopreservado.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the association between conventional and
computerized parameters of seminal quality by flow cytometry of frozen bovine semen.
Semen of 10 ejaculates from five bulls was frozen. Total motility (TM), progressive motility
(PM), linear velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL) and average path velocity (VAP) in
thawed semen were evaluated using the SCA® system. Normal morphology (NM), sperm
vitality (SV) and functional membrane integrity were assessed by the eosin-nigrosin
stain and the hipoosmotic test (HOST). Mitochondrial membrane potential (4wM) and
membrane stability were assessed by flow cytometry through the DiOC6(3)/PI and M-
540/Yopro-1 dyes, respectively. Pearson correlation coefficients were calculated, and
multiple linear regression models were adjusted (p<0.05). Positive correlations between
High-AwM and Medium-AwM with different conventional and computerized parameters
of seminal quality were found (p<0.05). Likewise, positive correlation coefficients between
the non-cryocapacitated non-apoptotic sperm population (M-Y-) and all the conventional
and computerized parameters were found (p<0.05). Most regression coefficients for sperm
populations with higher AywM and membrane stability indicated significant increases in
the quality of frozen-thawed semen (p<0.05). It is concluded that mitochondrial activity
and membrane stability evaluated by flow cytometry are associated with the sperm quality
estimated by conventional and computerized methods in cryopreserved bovine semen.
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INTRODUCCION

Entoros se ha observado que la movili-
dad evaluada subjetivamente y mediante sis-
temas computarizados de andlisis espermatico
(CASA), asi como la incidencia de esperma-
tozoides vivos, se correlacionan positivamente
con la fertilidad en campo (Januskauskas et
al., 2003). Asi mismo, se reportan correla-
ciones positivas entre diversos métodos para
la evaluacion de espermatozoides con
plasmalema intacto, entre los cuales, se co-
noce que el ensayo hipoosmotico (HOST)

contribuye con la prediccion de la tasa de
fertilizacion in vitro (Brito et al., 2003).

Ademas de los métodos convenciona-
les de evaluacion seminal, el analisis
espermatico por citometria de flujo es consi-
derado como método objetivo, preciso y de
alto grado de confiabilidad. Esta técnica mide
de manera imparcial la cantidad de tincion
fluorescente asociada con las células e inclu-
so permite evaluar miltiples tinciones en
espermatozoides individuales (Graham, 2001).
La evaluacion de un alto nimero de esper-
matozoides por muestra en este analisis per-
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mite que los datos obtenidos muestren una
menor variabilidad intra-analisis y, por lo tan-
to, son mas repetibles (Kirk ez al., 2005; Mocé
y Graham, 2008). Sellem et al. (2015) en-
contraron que varios parametros de calidad
del semen bovino descongelado, evaluados
mediante CASA y citometria de flujo, esta-
ban correlacionados con la fertilidad basada
en la tasa de no retorno a los 56 dias después
de la inseminacion.

Otras asociaciones interesantes son las
resultantes entre los métodos convenciona-
les de evaluacion seminal, el uso de sistemas
computarizados y los parametros evaluados
por citometria de flujo, toda vez que podrian
favorecer la estimacion de fertilidad poten-
cial de las muestras de semen, sin requerir la
evaluacion de la fertilidad a través de tasas
de no retorno, confirmacion ecografica de la
prefiez o el nacimiento de crias vivas. Me-
diante evaluaciones fluorométricas y por
citometria de flujo de semen bovino
criopreservado se ha podido establecer co-
rrelaciones entre la actividad mitocondrial, la
viabilidad, la movilidad progresiva y la inte-
gridad del acrosoma, con mediciones micros-
copicas de la movilidad espermatica y el es-
tado acrosomal (Garner et al., 1997; Thomas
et al., 1998; Giirler et al., 2016). Asi mismo,
Kirk et al. (2005) hallaron correlaciones po-
sitivas (1>0.50) entre la movilidad visual y por
CASA con los resultados por citometria de
flujo de espermatozoides viables, viables con
acrosomas intactos y con alto potencial de
membrana mitocondrial, logrando ajustar
modelos altamente predictivos del potencial
fertilizante de las muestras de semen equino
criopreservado.

Se ha descrito que la criopreservacion
del semen bovino induce fendmenos carac-
teristicos de la apoptosis, como son la dismi-
nucion del potencial de membrana mitocon-
drial, la activacion de las caspasas y el au-
mento de la permeabilidad de la membrana,
los cuales estarian implicadas en la disminu-
cion de la movilidad celular, y en alteraciones
de la regulacion del ciclo celular, la diferen-
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ciacion celular, la capacitacion y las reaccio-
nes acrosomicas (Martin et al., 2004). A pe-
sar de esto, existe informacion limitada res-
pecto a las posibles asociaciones existentes
entre diferentes parametros convencionales
y por sistemas computarizados de calidad
seminal, con la evaluacion por citometria de
flujo de alteraciones generadas por la
criopreservacion como la apoptosis, la
criocapacitacion y la vitalidad espermatica.
El objetivo de este estudio fue evaluar la aso-
ciacion entre parametros convencionales y
computarizados de calidad seminal con la
evaluacion por citometria de flujo de semen
bovino congelado.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se obtuvieron 10 eyaculados de cinco
toros sanos y sexualmente maduros, de las
razas Angus y Holstein, ubicados en el de-
partamento de Antioquia, Colombia. Los to-
ros se mantuvieron bajo condiciones contro-
ladas de manejo y alimentacion. Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Co-
mité de Etica y Experimentacion con Anima-
les del Politécnico Colombiano Jaime Isaza
Cadavid.

Colecta y Evaluacion Seminal

Las muestras de semen se colectaron
una vez por semana durante un periodo de
10 semanas consecutivas, mediante el uso de
un electroeyaculador (Electrojac 6, USA). El
toro fue inmovilizado en un brete, se indujo la
miccion, se cortd el pelo del prepucio y se le
lavo con una solucion salina y se vacié el con-
tenido rectal. El voltaje del electroeyaculador
aumento automaticamente durante su empleo
(Baiee et al., 2018).

El eyaculado se recogid en una bolsa
de plastico estéril, se estimd su movilidad
masal e individual mediante un microscopio
de contraste de fases (Eclipse E200, Nikon,



E. Varelaetal.

Japon) y se evaluo su concentracion median-
te un espectrofotometro (Spermacue®,
Minitube, Alemania). Los requerimientos mi-
nimos de calidad seminal para procesar los
eyaculados fueron de 70% de movilidad y una
concentracion espermatica de 500x10°
espermatozoides/ml (Khumran et al., 2015).

Criopreservacion Seminal

Las muestras de semen se diluyeron a
una concentracion de 60x10° esperma-
tozoides/ml con el diluyente Triladyl®
(Minitube, Alemania), el cual fue previamen-
te preparado de acuerdo con las especifica-
ciones del fabricante. Luego, cada muestra
se introdujo en un dispositivo de transporte a
4 °C (Equitainer, Hamilton Biovet, USA),
donde permanecieron durante dos horas. Una
vez en el laboratorio, las muestras de semen
fueron equilibradas durante una hora en un
refrigerador a 4 °C, se empacaron en pajillas
de 0.25 ml (IMV, Francia) y se sellaron con
alcohol polivinilico (Merck, Alemania). Pos-
teriormente, las pajillas se sometieron a va-
pores de nitrogeno liquido (LN,), al colocar-
las durante 15 minutos en un rack, a una dis-
tancia de 4 cm por encima de la superficie
del LN, y finalmente se almacenaron en un
tanque de nitrogeno liquido. Las pajillas fue-
ron descongeladas en agua a 37 °C durante
1 minuto luego de una semana de almacena-
miento.

Calidad Espermatica

Se evaluo6 la movilidad y la cinética de
los espermatozoides mediante el software
Sperm Class Analizer (SCA®, Microptic, Es-
pana). Se coloc6 una gota de semen descon-
gelado en un portaobjetos precalentado a
37 °Cy se cubrid con un cubreobjetos. En un
microscopio de contraste de fases (Eclipse
E200, Nikon Inc., Japon) se analizaron un
minimo de 500 espermatozoides por mues-
tra, para determinar la movilidad total (MT),
la movilidad progresiva (MP), la velocidad li-
neal (VSL), la velocidad curvilinea (VCL) y
la velocidad media (VAP).

La vitalidad espermatica (VE) y la mor-
fologia normal (MN) se evaluaron utilizando
la tincion de eosina y nigrosina. Una gota de
20 pl de semen descongelado se mezclo so-
bre un portaobjetos con 20 ul de eosina-
nigrosina (Merck, Alemania) durante 15 se-
gundos y se dejo secar sobre una placa tér-
mica a 37 °C. Se evaluaron 200 espermato-
zoides para cada prueba utilizando un micros-
copio de contraste de fases (Eclipse E200,
Nikon, Japon). Los espermatozoides con ca-
bezas no tefiidas se consideraron vivos y los
espermatozoides con cabezas rosadas se cla-
sificaron como muertos (Khumran et al.,
2015). Los espermatozoides se clasificaron,
asimismo, segun su morfologia normal o anor-
mal (Nagy et al., 2013).

La integridad funcional de la membra-
na plasmatica se evalué mediante la prueba
hipoosmotica (HOST) (Rekha et al., 2016).
Se mezclaron 50 ul de semen descongelado
con 200 pl de una solucidén hipoosmoética
(5.4% de sacarosa, 100 mOsmol/l) y se colo-
c6 aincubacion a 37 °C durante 40 minutos.
Se realizoé el conteo de 200 espermatozoides
mediante microscopia (Eclipse E200, Nikon,
Japon). Los espermatozoides que reacciona-
ron con el enrollamiento de la cola se consi-
deraron como células con membranas
funcionalmente intactas (Baiee et al., 2018).

Citometria de Flujo

La criocapacitacion y la apoptosis de los
espermatozoides congelados-descongelados
se evaluaron mediante las sondas fluores-
centes Merocianina 540 / Yo-Pro-1 (Thermo
Fisher Scientific, USA). Se prepararon solu-
ciones stock de Merocianina 540 en DMSO
(1 mM) y Yo-Pro-1 en DMSO (25 uM). Se
tomaron 10 pl de semen diluido y se agrega-
ron ambas sondas en concentraciones fina-
les de 2.7 uM de Merocianina 540 y 25 nM
de Yo-Pro-1 (Kavak et al., 2003). Las mues-
tras fueron incubadas en oscuridad durante
30 minutos a 37 °C. Se evaluaron usando un
citometro de flujo (LSR Fortessa, BD
Biosciences, USA), en un rango de emision
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entre 500-550 nm para Yo-Pro-1 y 580-620
nm para Merocianina 540. Los datos de
citometria de flujo se analizaron con el soft-
ware FlowJo v. 7.6.2 (FlowJo, USA).

El potencial de membrana mitocondrial
(4wM) de los espermatozoides se evalud con
una version adaptada del protocolo descrito
por Zamzami et al. (1996). Se usé un tubo de
poliestireno para depositar 3.3'- yoduro de
dihexiloxacarbocianina (DiOC6(3), Thermo
Fisher Scientific, USA) en PBS a una concen-
tracion final de 80 nM y 7-aminoactinomicina
D (7-AAD, Thermo Fisher Scientific, USA)
a una concentracion final de 2 pg/ml. A esta
mezcla se agregd 10 pl de semen, dando como
volumen final 300 pl.

Posteriormente, para evaluar simulta-
neamente la viabilidad celular, se afiadi6 1 mg/
ml de yoduro de propidio (PI) (Thermo Fisher
Scientific, USA). Se incub6 durante 30 mi-
nutos y la lectura se hizo mediante citometria
de flujo (LSR Fortessa™, BD Biosciences,
USA). Las muestras se excitaron utilizando
un laser de fase solida de 488 nm y se detec-
t6 fluorescencia de DiIOC6(3) y 7-AAD a
530/30 nmy 630/30 nm, respectivamente. Los
datos de citometria de flujo se analizaron uti-
lizando el software FlowJo v. 7.6.2 (FlowlJo,
USA).

Analisis Estadistico

Se realizaron analisis de correlacion de
Pearson (1) y regresion lineal entre las varia-
bles convencionales y computarizadas de
calidad seminal con las variables espermaticas
evaluadas por citometria de flujo. Asi mismo,
se utilizo un analisis de regresion multivariado
para determinar los modelos multi-
paramétricos de «mejor ajuste» para estimar
la calidad espermatica posdescongelacion
(Mocé y Graham, 2008). Para esto, se cal-
culo el indice de calidad seminal (SQi) =
2Sp/100 n, donde Sp es cada parametro
seminal y n es el nimero de pardmetros. En
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el calculo del SQi se incluyeron los
parametros MT, MP, VE, MN y HOST. Los
valores de SQi oscilan entre Oy 1, donde SQi
= 1 representa el nivel maximo de calidad de
espermatica (Ortiz et al., 2013). Se conside-
raron como coeficientes de correlacion y re-
gresion significativos aquellos con un valor
p<0.05. Todos los analisis se realizaron me-
diante el programa SAS v. 9.2 (SAS, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la evaluacion de la
calidad espermatica por métodos convencio-
nales, computarizados y citometria de flujo
se presentan en el Cuadro 1. Se evaluaron
un minimo de cinco pajillas de semen conge-
lado-descongelado por eyaculado, con la fi-
nalidad de reducir la variabilidad por efecto
de la repeticion. Se observd entre media y
alta variabilidad en la mayoria de los
parametros de calidad seminal, siendo mayor
en algunas poblaciones de espermatozoides
segun el AwM y la estabilidad de membrana.

La asociacion entre los métodos para la
evaluacion de la movilidad, la cinética, la
morfologia y la integridad de membrana de
los espermatozoides fue evidente en relacion
con la evaluacion por citometria de flujo de la
actividad mitocondrial, la viabilidad y la esta-
bilidad de membrana. La presencia de pobla-
ciones de espermatozoides con un potencial
de membrana mitocondrial alto (4yM-Alto)
se correlaciono de manera positiva y signifi-
cativa con todos los parametros de calidad
seminal (p<0.05), a excepcion de la morfolo-
gia (Cuadro 2). Por otro lado, se hallaron co-
rrelaciones positivas (p<0.05) entre un po-
tencial de membrana mitocondrial medio
(4wM-Medio) y diferentes parametros de
calidad seminal, mientras en ningln caso se
encontrd asociacion entre un potencial de
membrana mitocondrial bajo (4yM-bajo) y
los parametros convencionales y computari-
zados de calidad espermatica.
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Cuadro 1. Evaluacion por métodos convencionales, computarizados y citometria de
flujo, de semen bovino criopreservado

Variable Media D.E. Cogf. .d,e Etror Minimo Maximo
variacion estandar

MT (%) 43.6 16.3 37.4 1.8 12.4 89.2
MP (%) 17.0 11.5 67.4 1.3 0.8 53.0
VCL (um/s) 42.1 13.7 32.5 1.5 21.5 81.1
VSL (um/s) 18.1 10.9 60.2 1.2 3.1 50.7
VAP (um/s) 26.8 13.2 49.3 1.5 10.3 65.7
HOST (%) 43.7 14.3 32.8 1.6 15.0 83.0
MN (%) 81.9 22.2 27.1 0.5 66.0 90.0
VE (%) 44.6 15.2 34.2 1.7 18.0 92.0
AYM-Alto (%) 18.3 15.3 83.5 1.9 0.5 74.0
A¥YM-Medio (%) 16.1 23.7 146.8 2.9 0.0 71.8
A¥YM-Bajo (%) 4.8 14.6 303.1 1.8 0.0 85.7
No Viables (%) 534 26.8 50.1 3.0 0.0 96.9
M+Y- (%) 17.4 24.5 140.8 3.0 0.0 77.2
M+Y+ (%) 51.5 31.9 61.9 4.0 0.0 96.3
M-Y- (%) 18.2 13.8 75.7 1.7 0.3 50.8
M-Y+ (%) 12.9 26.0 201.2 3.2 0.0 91.6

MT: movilidad total. MP: movilidad progresiva. VCL: velocidad curvilinea. VSL: velocidad
lineal. VAP: velocidad media. MN: morfologia normal. VE: vitalidad espermatica. HOST:
integridad funcional de membrana. AWM-Alto: espermatozoides con potencial de membrana
mitocondrial alto. AWM-Medio: espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial
medio. AWM-Bajo: espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial bajo. M+Y-:
espermatozoides criocapacitados no-apoptéticos. M+Y+: espermatozoides criocapacitados
apoptéticos. M-Y-: espermatozoides no-criocapacitados no-apoptdticos. M-Y+: espermato-

zoides no-criocapacitados apoptdticos

Thomas et al. (1998) encontraron una
correlacion negativa entre la proporcion de
mitocondrias con un potencial de membrana
mitocondrial bajo (fluorescencia verde) con
la movilidad previa a la congelacion (r=-0.81),
y una correlacion positiva entre el potencial
de membrana mitocondrial alto (fluorescen-
ciarojo-naranja), con la movilidad previa a la
congelacion (7=0.60). Sin embargo, estos in-
vestigadores no encontraron correlaciones
significativas para ambos niveles de activi-

dad mitocondrial con la movilidad espermatica
posdescongelacion, lo cual difiere con lo en-
contrado en el presente estudio donde la ac-
tividad mitocondrial estuvo claramente aso-
ciada con la movilidad y la cinética
posdescongelacion de los espermatozoides
(Cuadro 2). Segiin Mazur et al. (2000), el
estado mitocondrial de los espermatozoides
es critico debido a su relacion con el estado
energético y la movilidad de la célula y, por lo
tanto, se ha relacionado con la fertilidad.
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Cuadro 2. Coeficientes de
computarizados y por citometria de flujo para la evaluacion de semen
bovino criopreservado

correlacion  (r)

entre métodos

convencionales,

MT MP VCL VSL VAP MN VE HOST

AUM-Alto 0.3663 0.4124 0.3222 0.5058 0.4546 0.1684 0.3499 0.4691

0.0004 <.0001 0.0022 <.0001 <.0001 0.1167 0.0008 <.0001

. 0.2989 0.1852 0.0545 0.0003 -0.0035 0.5039 0.3247 0.3419

A¥YM-Medio

0.0047 0.0841 0.6137 0.9978 0.9741 <.0001 0.0020 0.0011

AVM-Bajo -0.0068 0.0224 0.0174 0.0184 0.0350 -0.0367 0.0172 -0.0343
0.9496 0.8355 0.8720 0.8645 0.7457 0.7340 0.8734  0.751

No Viables -0.3706 -0.2464 -0.0832 -0.1641 -0.1529 -0.4693 -0.4138 -0.4619

0.0001 0.0125 0.4056 0.0993 0.1248 <.0001 <.0001 <.0001

MY 0.2142 0.0936 -0.0090 -0.0227 -0.0404 0.3722 0.2308 0.3414
0.0476 0.3910 0.9342 0.8350 0.7116 0.0004 0.0325 0.0013

MY+ -0.3520 -0.3171 -0.2029 -0.2394 -0.2473 -0.4713 -0.3765 -0.3464
0.0009 0.0029 0.0609 0.0264 0.0217 <.0001 0.0004 0.0011

MY 0.3399 0.3878 0.2580 0.3984 0.3668 0.2877 0.3589 0.2835
0.0014 0.0002 0.0165 0.0001 0.0005 0.0072 0.0007 0.0082

N 0.0845 0.1299 0.1474 0.1325 0.1795 0.1225 0.0912 -0.0202
0.4390 0.2332 0.1754 0.2237 0.0980 0.2608 0.4032 0.8534

Los resultados se presentan como coeficiente de correlacién (arriba), valor p (abajo). MT:
movilidad total. MP: movilidad progresiva. VCL: velocidad curvilinea. VSL: velocidad lineal.
VAP: velocidad media. MN: morfologia normal. VE: vitalidad espermatica. HOST: integridad

funcional

de membrana. AWM-Alto: espermatozoides con potencial de membrana

mitocondrial alto. AWM-Medio: espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial
medio. AWM-Bajo: espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial bajo. M+Y-:
espermatozoides criocapacitados no-apoptoéticos. M+Y+: espermatozoides criocapacitados
apoptdticos. M-Y-: espermatozoides no-criocapacitados no-apoptdticos. M-Y+: espermato-
zoides no-criocapacitados apoptoticos

Como era de esperarse, la presencia de
células no viables se correlacion6 negativa-
mente con los indicadores de calidad seminal
(Cuadro 2), aunque no se hall¢ significancia
para las variables de cinética espermatica
(VCL, VSL y VAP). Esto es acorde con lo
reportado por Glirler ef al. (2016), quienes
aplicaron modelos polinomiales a los resulta-
dos de calidad de semen bovino incubado por
24 horas después de la congelacion y des-
congelacion, y hallaron coeficientes negati-
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vos simultaneamente para la movilidad pro-
gresiva, la integridad de membrana y del
acrosoma Yy la actividad mitocondrial alta,
demostrando un efecto adverso de la
criopreservacion sobre la viabilidad de los
espermatozoides.

Los coeficientes de regresion estima-
dos entre los niveles de actividad mitocondrial
y los parametros de calidad seminal coinci-
dieron en la mayoria de los casos con las co-
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Cuadro 3. Analisis de regresion entre parametros convencionales y computarizados
de calidad seminal con la actividad mitocondrial de semen bovino

criopreservado
Variable Bo B B2 B3 12
(Intercepto) (4¥YM-Alto) (A4¥PM-Medio) (4¥YM-Bajo)
MT 25.77 0.55" 0.33" 0.11 0.27
MP 6.35 0.39" 0.15" 00.9 0.25
VCL 32.86 0.41 0.09 0.08 0.13
VSL 8.64 0.42" 0.05 0.07 027
VAP 15.88 0.47" 0.06 0.10 0.22
MN 77.44 0.09" 0.13" 0.02 0.32
VE 27.08 0.517 0.33" 0.14 0.29
HOST 25.80 0.62" 0.34" 0.09 0.41

* Coeficientes de regresion significativos (p<0.05)

MT: movilidad total. MP: movilidad progresiva. VCL: velocidad curvilinea. VSL: velocidad
lineal. VAP: velocidad media. MN: morfologia normal. VE: vitalidad espermdatica. HOST:
integridad funcional de membrana. AWM-Alto: espermatozoides con potencial de membrana
mitocondrial alto. AWM-Medio: espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial

medio. AWM-Bajo: espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial bajo. re:

2

coeficiente de determinacion del modelo de regresién

rrelaciones encontradas entre estos, mostran-
do incrementos significativos en cada
parametro de calidad seminal ante el incre-
mento dado en la poblacion de esper-
matozoides con AyM-Medio y dyM-Alto
(p<0.05) (Cuadro 3). Forero-Gonzalez et al.
(2012) reportaron correlaciones positivas en-
tre la movilidad y la funcién mitocondrial
(r=0.66) y entre la membrana plasmatica in-
tacta y la funcion mitocondrial (+>0.90) de
semen bovino criopreservado de forma con-
vencional o automatizada.

Se observo una clara asociacion entre
las poblaciones de espermatozoides seglin su
estabilidad de membrana con los parametros
convencionales de calidad seminal. Se encon-
traron coeficientes de correlacion positivos
entre la poblacion de espermatozoides no-

criocapacitados no-apoptoticos (M-Y-) y to-
dos los parametros convencionales y compu-
tarizados evaluados (p<0.05) (Cuadro 2). Asi
mismo, se hallaron coeficientes de regresion
significativos entre dicha poblacion y los dis-
tintos parametros de calidad seminal (p<0.05)
(Cuadro 4), demostrando incrementos signi-
ficativos en la calidad del semen congelado-
descongelado en la medida que se logra una
mayor conservacion de la estabilidad de mem-
brana plasmatica.

Consecuentemente, la poblacion de
espermatozoides criocapacitados apoptoticos
(M+Y+) present6 correlaciones negativas
para la mayoria de los parametros (p<0.05),
mostrando la reduccion general de la calidad
espermatica por la disminucion en la estabili-
dad de la membrana plasmatica (Cuadro 2).
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Cuadro 4. Analisis de regresion entre pardmetros convencionales y computarizados
de calidad seminal con la estabilidad de membrana (criocapacitacion /
apoptosis) de semen bovino criopreservado

. 0 1 2 3 4
Variable (Intefcepto) (MB+Y-) (MEY+) (MB-Y-) (M[?YJr) r
MT 28.56 0.22° 20.01 054" 0.06 0.21
MP 9.15 0.08 20.01 037" 0.06 0.18
VCL 40.61 20.01 20.06 0.26 0.11 0.08
VSL 10.72 0.03 20.00 036"  0.06 0.16
VAP 22.15 -0.01 -0.04 034" 0.1 0.14
MN 79.42 0.08" 20.02 0.12° 002 030
VE 29.51 0.23" 20.02 0.54°  0.06 0.23
HOST 24.67 0.33" 0.03 053" -0.01 0.26

* Coeficientes de regresion significativos (p<0.05)

MT: movilidad total. MP: movilidad progresiva. VCL: velocidad curvilinea. VSL: velocidad
lineal. VAP: velocidad media. MN: morfologia anormal. VE: vitalidad espermatica. HOST:
integridad funcional de membrana. M+Y-: espermatozoides criocapacitados no-apoptéticos.
M+Y+: espermatozoides criocapacitados apoptdticos. M-Y-: espermatozoides no-
criocapacitados no-apoptdticos. M-Y+: espermatozoides no-criocapacitados apoptéticos. r:

coeficiente de determinacién del modelo de regresién

A pesar de esto, los coeficientes de regre-
sion estimados para dicha poblacion no fue-
ron significativos. Por otro lado, se hallaron
coeficientes de regresion positivos entre la
poblacion de espermatozoides criocapacitados
no-apoptéticos (M+Y-) con MT, MN, VE y
HOST (p<0.05), mostrando que la reduccion
en la presentacion del proceso de apoptosis
de los espermatozoides criopreservados in-
fluye positivamente en la calidad posdescon-
gelacion de las muestras de semen.

Al respecto, se sabe que la funciona-
lidad mitocondrial también puede ser nece-
saria para la capacitacion del esperma, dado
que, se ha observado un pico en el consumo
de oxigeno durante la capacitacion in vitro y
la reaccion acrosdmica inducida por la
progesterona en espermatozoides bovinos y
porcinos (Cordoba et al., 2006, Ramio-Lluch
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et al., 2011). Ademas, esta bien establecido
que varias proteinas mitocondriales de los
espermatozoides se someten a la fosforilacion
de la tirosina dependiente de la capacitacion
(Shivaji et al., 2009). Por otro lado, fenome-
nos similares a la apoptosis como la disminu-
cion de la viabilidad, movilidad y AyM, asi
como aumentos en el dafio al ADN, defectos
de morfologia y peroxidacion de lipidos, se
han asociado al exceso de especies reactivas
de oxigeno y al desequilibrio en las defensas
antioxidantes disponibles (Amaral et al.,
2013). En el semen bovino se han reportado
cambios similares a la apoptosis por efecto
de la criopreservacion (Martin et al., 2004).

No obstante que diferentes autores no
han encontrado relacion entre los niveles de
apoptosis del semen bovino criopreservado y
la fertilidad en campo (Anzar et al., 2002,
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Cuadro 5. Mejores modelos de regresion para la calidad seminal del semen
criopreservado bovino con relacion a la evaluacion por citometria de flujo
de la estabilidad de membrana y la actividad mitocondrial

Modelos de regresion segin el numero de variables r

Una variable

SQi=0.521-0.0015 (M+Y+) 0.15

SQi=0.373 + 0.0036 (AYM-Alto) 0.17
Dos variables

SQi=0.534 + 0.0023 (AYM-Alto) - 0.0021 (No viables) 0.33

SQi=0.331 + 0.0042 (AYM-Alto) + 0.0025 (AYM-Medio) 0.35

Tres variables

SQi = 0.326 + 0.0048 (AYM-Alto) + 0.0034 (A¥M-Medio) - 0.0011 (M+Y-) 0.37
SQi = 0.318 + 0.0040 (A¥M-Alto) + 0.0026 (A¥M-Medio) + 0.0064 (A¥M- 0.38

Bajo)

Cuatro variables

SQi=0.313 + 0.0046 (A¥YM-Alto) + 0.0034 (AYM-Medio) + 0.0062 (A¥YM- 0.39

Bajo) - 0.0010 (M+Y-)

SQi = 0.305 + 0.0034 (APM-Alto) + 0.0026 (APM-Medio) + 0.0064 (A¥M- 0.40

Bajo) + 0.0015 (M-Y-)

SQj: indice de calidad seminal. r?: coeficiente de determinacion del modelo de regresion

AWYM-Alto: espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial alto. AYM-Medio:
espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial medio. AWM-Bajo:
espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial bajo. M+Y-: espermatozoides
criocapacitados no-apoptoticos. M+Y+: espermatozoides criocapacitados apoptdticos. M-Y-:

espermatozoides no-criocapacitados no-apoptéticos

Dogan et al., 2013), un estudio reciente de-
mostré como tanto el estado de apoptosis,
como otros indicadores de la pérdida de la
estabilidad de membrana y la viabilidad del
semen criopreservado de bufalo estan correla-
cionados negativamente con la fertilidad en
campo (Singh et al., 2016). Asi mismo, se
han establecido modelos de regresion alta-
mente predictivos de la fertilidad del semen
bovino, mediante la inclusion de diferentes
parametros de calidad seminal (Kirk ez al.,
2005; Mocé y Graham, 2008). En la presente
investigacion se construyeron modelos de
regresion a partir de los parametros deriva-

10

dos de las evaluaciones por citometria de flu-
jo, empleando el indice de calidad seminal
(SQi) como variable dependiente.

El Cuadro 5 presenta los mejores mo-
delos de regresion para el SQi, segin el ni-
mero de variables incluidas a partir de la eva-
luacidn por citometria de flujo de la estabili-
dad de membrana y la actividad mitocondrial.
Para el SQi del semen criopreservado se en-
contr6 un valor promedio de 0.43 +0.12 (me-
dia=+ DE), cuyos resultados estuvieron en un
rango entre 0.21 y 0.80. Los maximos coefi-
cientes de determinacion (r?), se alcanzaron
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en los modelos de cuatro variables, donde se
incluyeron todas las poblaciones de esperma-
tozoides segin su potencial de membrana
mitocondrial y alguna de las poblaciones con
espermatozoides no-apoptéticos del analisis
de estabilidad de membrana. Lo anterior,
muestra como la actividad mitocondrial y el
estado de apoptosis aportan de forma impor-
tante a la calidad seminal, y deja abierta la
posibilidad de incluir otros parametros eva-
luados por citometria de flujo en modelos de
regresion, con la finalidad de incrementar la
predictibilidad de la fertilidad potencial del
semen bovino criopreservado.

CONCLUSIONES

e El potencial de membrana mitocondrial
de los espermatozoides derivado de la
evaluacion por citometria de flujo se en-
cuentra altamente asociado con la cali-
dad espermatica estimada por métodos
convencionales y computarizados en el
semen bovino congelado-descongelado.
El semen con alto potencial de membra-
na mitocondrial tiende a presentar resul-
tados favorables en la movilidad, la
cinética, la morfologia, la vitalidad y la
integridad funcional de membrana
plasmatica.

e Laestabilidad de membrana derivada de
la evaluacion por citometria de flujo de
la criocapacitacion y la apoptosis de los
espermatozoides se encuentra altamen-
te asociada con la calidad espermatica
estimada por métodos convencionales y
computarizados, en el semen bovino con-
gelado-descongelado. La poblacion de
espermatozoides no-criocapacitados no-
apoptodticos tiende a presentar resulta-
dos favorables en la movilidad, la cinética,
la morfologia, la vitalidad y la integridad
funcional de membrana plasmatica.
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