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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar la sensibilidad de tres
medios hiposmoéticos (HOST) para valorar la integridad funcio-
nal de la membrana plasmatica (IFMP) de espermatozoides
obtenidos de semen criopreservado de 12 toros. Se compara-
ron tres soluciones con diferentes osmolaridades (0; 102 y 154
mOsm/Kg) que se incubaron a 37°C en bafio Maria. La solu-
cion con 0 mOsm/kg (A: agua ultra pura) fue incubada durante
cinco minutos (min), mientras que las dos restantes con dife-
rentes concentraciones de cloruro de sodio se incubaron du-
rante 30 min. La solucién B y C constan de medios hiposméti-
cos a 102 y 154 mOsm/kg, respectivamente. Se tomaron tres
muestras (100 pL) de semen descongelado por toro que se in-
trodujeron en viales que contenian 1000 pL de cada solucién
hiposmoética. Sobre frotis realizados con cada medio y tefiidos
con Eosina-nigrosina (EN) se evaluaron 100 espermatozoides
para determinar (en conjunto) el porcentaje de viabilidad y de
flagelos reaccionados (FR). La asociacion del HOST con la EN
fue realizada para identificar los espermatozoides vivos o
muertos con FR o intactos. Los resultados demuestran mejo-
res porcentajes de espermatozoides con FR para las solucio-
nes B (49,75 + 4,17) y C (56,33 + 4,17) versus la soluciéon A
(32,16 + 4,17) (P<0,05). Cuando se asociaron los FR con el
porcentaje de supervivencia se observé la misma tendencia
(A= 8,75 + 1,56 versus B: 26,33 + 3,46 y C: 29,41 + 2,67). Es-
tos valores indican que las condiciones B y C son medios hi-
posmoéticos apropiados para la valoracion de los espermios, ya
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que propician la torsiéon helicoidal del flagelo manteniendo la
IFMP del espermatozoide en el 52% de los casos. Se conclu-
ye que la condicién osmolar A no se recomienda debido a que
causa pérdida de la IFMP y muerte celular, lo cual quedd en
evidencia al apreciar que solo un 8% de espermatozoides con
flagelos reaccionados sobreviven luego del un estrés osmoti-
co tan bajo.

Palabras clave: HOST, toro, espermatozoide, vitalidad.

ABSTRACT

The objective of this study was to compare the sensitivity of
three hyposmotic test (HOST) to evaluate the functional integ-
rity of the plasmatic sperm membrane (IFMP) obtained from
cryopreserved semen of 12 bulls. Were compared three solu-
tions with different osmolarities (0,102 and 154 mOsm/kg)
which were incubated at 37°C in a water bath. The solution
with 0 mOsm/kg (A: ultra pure water) was incubated for five
minutes (min), while of two remaining with different concentra-
tions of sodium chloride were incubated for 30 min. Solution B
and C comprise a hyposmotic media at 102 mOsm/kg and 154
mOsm/kg, respectively. Three samples were taken (100 pL) of
thawed semen per bull, that were Introduced in vials contain-
ing 1000 pL of each hyposmotic solution. About smears per-
formed with each medium hyposmotic and stained with eosin
and nigrosin (EN), 100 spermatozoa were evaluated to deter-
mine (together) the percentages of viability and swelling flagel-
las (FR). The association of the HOST with EN was performed
to identify the percentage of spermatozoas live or dead with
FR or intacts. The results of the HOST demonstrated higher
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percentages of spermatozoes with FR for treatments B (49.75
+4.17) and C (56.33 + 4.17) versus treatment A (32.16 + 4.17)
(P<0.05). These values indicate that the conditions B and C
are optimal solutions, propitiating the helical twist of the flagel-
lum, maintaining the IFMP of the sperm in 52% of cases. The
osmolar condition A is not recommended because it causes
loss of IFMP and cell death, thus was in evidence to appreciate
that only 8% of sperm with flagella reacted survive after os-
motic stress as low.

Key words: HOST, bull, sperm, vitality.

INTRODUCCION

El anélisis seminal estandar es considerado actual-
mente como la aproximacién mas idénea para evaluar la ha-
bilidad reproductiva de los toros Bos taurus - Bos indicus [1].
Habitualmente la concentracion, la motilidad masal e indivi-
dual (Ml) y la morfologia espermatica son los parametros
que verifican la calidad de una muestra seminal y se asume
que estas mediciones proveen una informacion veraz del po-
tencial reproductivo de un toro, no obstante, estos parame-
tros evaluados individualmente han demostrado limitacio-
nes, por lo cual la valoracion de la integridad funcional de la
membrana plasmatica (IFMP) surge como una prueba com-
plementaria que, sumada a las anteriores aportan informa-
cioén relevante, sin embargo, su tiempo de ejecucién restrin-
ge su aplicabilidad bajo condiciones de campo en fincas o
granjas. La IFMP se puede evaluar mediante dos pruebas
sencillas, econdmicas y de facil acceso: la prueba de Endés-
mosis Celular, con su denominacién en inglés “HOST test” o
“Hiposmotic Swelling Test”, la cual fue disefiada original-
mente para evaluar la actividad bioquimica de la membrana
plasmatica (MP) fisioldbgicamente intacta del espermatozoide
humano [6] y el uso de tinciones supravitales como la eosi-
na-nigrosina (EN) [18]. Diferentes aspectos de la MP son
determinados en cada una de estas pruebas. Las tinciones
supravitales valoran, si la MP esta fisicamente rota o dafa-
da, lo cual es evidencia de que la célula estd muerta y el
HOST verifica si la MP esta biolégicamente activa [20].

El HOST consiste en someter los espermatozoides a un
medio de presién osmoética mas baja que la fisiolégica (<240
mOsm/kg), lo que causa una entrada de agua en la célula en
un intento de equilibrar la presién osmética intracelular con la
del medio extracelular ocasionando un aumento de volumen
celular y enrollamiento del flagelo [4]. La osmolaridad de la so-
luciéon debe ser la 6ptima para inducir la torsién helicoidal del
flagelo sin que ocurra la lisis de la MP; es decir, para que esta
respuesta se produzca, la MP deberéa estar integra y sin dafio
alguno, por lo cual, las células esperméaticas con la MP dafiada
no experimentaran modificaciéon en la forma del flagelo. Esta
prueba ha sido desarrollada en varios mamiferos, incluyendo
el bovino [1, 7, 9, 12, 15, 16], observando una correlaciéon posi-
tiva y consistente (0,79) con la tasa de no retorno en vacas
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[12]; en contraste, Rota y col. [15] no evidenciaron una corre-
lacion positiva entre esta prueba y la fertilidad “in vitro”.

Hasta ahora, el HOST ha sido disefiado con soluciones
de agua destilada que contienen citrato de sodio y fructosa a
diferentes osmolaridades, incubandose en bafio Maria a 37°C
por media o una hora (h), tanto en semen recién colectado
como en semen criopreservado, concluyendo que la mejor os-
molaridad se encuentra alrededor de 100 mOsm/kg, sin em-
bargo, otros mencionan que 150 mOsm/kg es una alternativa
viable y muy segura al evitar la lisis celular [16]. Por otro lado,
no se han evidenciado investigaciones en semen de toro u
otras especies de interés zootécnico que experimenten con
otro tipo de soluciones diferentes al citrato de sodio y fructosa
que, podrian generar resultados similares o inclusive superio-
res utilizando alternativas viables y de muy bajo costo; por lo
tanto, es necesario disefiar nuevos protocolos que generen
condiciones Optimas para obtener resultados de igual o de
mayor precision que aquellos obtenidos con los protocolos
convencionales.

En el afio 1984, un grupo de investigadores [6] valoran-
do la IFMP mediante pruebas hiposmoéticas utilizando citrato
de sodio, fructosa y cloruro de sodio determinaron que, la
fructosa y el citrato de sodio son la mejor alternativa para rea-
lizar el HOST, desestimando el cloruro de sodio, lo cual inci-
dié en la pérdida de interés investigativo por parte de la comu-
nidad cientifica internacional. No fue hasta poco que se reto-
mo el interés por el uso del cloruro de sodio como herramien-
ta 6ptima para la evaluacioén de la IFMP [9].

La utilizacién de soluciones hiposméticas de cloruro de
sodio de muy bajo costo (sueros de uso intravenoso) y a dife-
rentes concentraciones hiposmoticas (102; 154 y 252
mOsm/kg) se distribuyen con facilidad en el mercado farma-
coldgico, ya que son imprescindibles para la utilizacién ambu-
latoria u hospitalaria en pacientes con desordenes hidrico-
electrolitico. Este hecho permite su facil accesibilidad para
realizar cualquier experimento o uso que se le quiera dar. En
el mismo orden de ideas se hace interesante una variante 6p-
tima al HOST, que se pueda realizar en un tiempo inferior a
30 minutos (min) y que propicie resultados rapidos, repetibles
y confiables. Es por ello que en este estudio se propone com-
parar tres condiciones hiposméticas, dos de ellas utilizando
las soluciones de cloruro de sodio (102 y 154 mOsm/kg) cita-
das anteriormente y una tercera, con soluciéon de agua bidesti-
lada ultra pura (0 mOsm/kg), en la cual se incubara el semen
por 5 min. con el fin de determinar si podria ser una alternati-
va viable para valorar la funcionalidad de la membrana plas-
matica del espermatozoide de toro.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento y unidades experimentales

El experimento se encuentra dividido en dos fases, la
primera comprende los procedimientos de recoleccion, proce-
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samiento y criopreservacion de los eyaculados y la segunda
fase corresponde a la valoracién del semen descongelado. La
primera fase fue realizado en la empresa: Venezolana de Inse-
minacion Artificial y Transferencia de Embriones, C.A. (VIATE-
CA®), ubicada en el estado Zulia, Venezuela, entre las coor-
denadas 10° 15’ LNy 72° 25’ LO.

Las unidades experimentales correspondian a 36 pajue-
las de semen descongelado (3 por cada toro) provenientes de
12 toros de las razas Holstein (4), Brahman (4) y mestizos
Holstein x Brahman (4), los cuales fueron mantenidos bajo el
mismo programa de manejo sanitario y alimentacion.

Coleccion y criopreservacion del semen

Los eyaculados fueron colectados dos dias a la semana
mediante vagina artificial. Después de la evaluacion seminal
de rutina (volumen, motilidad masal e individual y concentra-
ciébn espermatica), las muestras clasificadas como idoneas
para congelar eran diluidas con un diluyente (A) que contenia
yema de huevo al 20,4%, hidroximetilaminometano (TRIS),
acido citrico, fructosa, ademas de antibidticos (Tilosina 0,56%,
Linco-Espectina 0,56%, Gentamicina 0,74%) en una solucion
final con pH ajustado a 6,8 y que se agregaba al semen para
ser refrigerado a 5°C durante 2 h. Posteriormente se agrego el
diluyente B, solucion similar a la anterior, pero que contenia un
azucar-alcohol trihidrico como crioprotector (Glicerol al 7%) y
antibioticos. Tras unir el diluyente A+B, el semen diluido era
identificado y envasado automaticamente en pajuelas de 0,50
mL, con una concentracién espermatica minima de ~30x10°8
espermatozoides/mL, para posteriormente ser expuesto en va-
pores de nitrégeno liquido (NL), 4 cm sobre la superficie du-
rante 10 min y luego se sumergieron en NL a —196°C. Las pa-
juelas permanecieron por un periodo minimo de una semana
en NL antes de ser descongeladas.

Evaluacion del semen criopreservado

La descongelacion seminal se realizd6 en bafio Maria
(modelo YCW-03S. Taipei, Taiwan) a 37°C por 30 segundos
(seg) y se mantuvieron a esta temperatura por 5 min antes de
la evaluaciéon. Luego se vertié su contenido en un vial de mi-
crocentrifuga de 1,5 mL., ubicado en una gradilla sumergida
en el mencionado bafio Maria.

Para la evaluacion de la Ml de los espermatozoides se
extrajo 10 pyL de semen descongelado y se vertid6 sobre un
portaobjetos precalentado a 37°C sobre una platina termo-re-
gulable (Osaka®, modelo OK51, Espafia) y se procedio6 a colo-
car un cubreobjetos para estimar el porcentaje de espermato-
zoides con motilidad progresiva, al observar hasta cinco cam-
pos con un microscopio Optico de campo claro a 400X (Glo-
be®, LEM 1600, Alemania). Su valoracion esta basada en la
observacion del movimiento individual de los espermatozoides
con el fin de determinar el porcentaje de células méviles y pro-
gresivas en el eyaculado. Motilidades superiores al 60% se
clasificaron como muy buenas, entre el 40 y el 60% como bue-

nas, entre el 20 y el 40% son pobres y las que mostraron una
Ml inferior al 20% se clasifican de mala calidad.

Para la evaluaciéon de la Vitalidad espermatica (VE) se
extrajo 10 pyL del semen recién procesado y se mezclé con
una gota de igual volumen del colorante EN en un portaobjeto
temperado a 37°C ubicado sobre una platina termo-regulable
(Osaka®, modelo OK51, Espafia), inmediatamente se homo-
geniz6 suavemente y se hizo un extendido fino (frotis), dejan-
do secar por 30 min. Los frotis se observaron en el microsco-
pio 6ptico con el objetivo de inmersion (1000X) y se cuantifico
un total de 200 espermatozoides, con el fin de valorar el por-
centaje de espermatozoides vivos en la muestra seminal. Los
espermatozoides muertos con membranas plasmaticas per-
meables se tifien, y sus cabezas se observaban de color rosa-
do en sus diferentes tonalidades, que van desde el rojizo has-
ta el rosado palido, en cambio, los espermatozoides vivos pre-
sentan las cabezas de color blanco y/o claros, lo cual es pro-
ducto de que tienen su MP intacta, lo cual no permite el paso
del colorante [18].

Para la valoracion de la IFMP mediante el HOST se utili-
zaron ftres soluciones comerciales a diferentes osmolaridades
(0; 102 y 154 mOsm/kg) incubadas a 37°C en bafio Maria. La
solucién con 0 mOsm/kg (A: agua ultra pura) se expuso duran-
te cinco min, mientras que las dos restantes con diferentes
concentraciones de cloruro de sodio se incubaron durante 30
min. La solucion B constd de una solucion hiposmética con una
osmolaridad de 102 mOsm/kg (51mEg/L Na*y 51mEq/L CI),
mientras la otra (C) presentd6 una osmolaridad de 154
mOsm/kg (77mEg/L Na*y 77mEq/L CI"). Luego se descongela-
ron las pajuelas por un periodo de 30 seg en bafio Maria a
37°C, posteriormente se prepararon tres viales de 1,5 mL para
cada una de las muestras seminales. Seguidamente se vertié
en cada uno de los viales, 1000 yL de la solucién A (cero os-
molar), B (102 mOsm), C (154 mOsm) y 100 yL del semen
descongelado, luego la solucion A + semen descongelado se
incub6 en bafio Maria por 5 min., mientras que las soluciones
B y C + semen descongelado fueron expuestas por 30 min. en
bafio Maria a 37°C. Al término del tiempo, se obtuvieron 10 pL
de la solucién (semen + medio) se mezclan suavemente con
10 yL del colorante EN, sobre un portaobjetos a 37°C previa-
mente temperado, seguidamente se realizé el extendido y se
dejo secar para la observacion al microscopio éptico.

Posteriormente se cuantificd la IFMP al observar la VE,
conjuntamente con las modificaciones morfologicas acaecidas
“o no” en el flagelo y generadas por los medios hiposméticos
utilizados en el ensayo. La asociacion entre estas dos prue-
bas gener6 cuatro grupos o subpoblaciones de acuerdo a las
siguientes caracteristicas:

TIPO | (EM/FNR-Host-) = Espermatozoides muertos
con flagelo no reaccionado

TIPO Il (EV/IFNR-Host-) = Espermatozoides vivos con
flagelos no reaccionado.
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TIPO Il (EM/FR-Host+) = Espermatozoides muertos con
flagelos reaccionado.

TIPO IV (EV/FR-Host+) = Espermatozoides vivos con
flagelos reaccionado.

Disefo experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio en bloques al azar, con los tres tra-
tamientos o condicion osmolar (CO): 0; 102 y 154 ajustadas en
funcion de tres grupos genéticos. Se muestrearon 12 toros du-
rante tres semanas y se procesaron 36 pajuelas de semen
descongelado (12 por cada toros) y a cada una de ellas fue
sometida a las tres CO. Todos los datos obtenidos fueron ana-
lizados mediante el Statistical Analysis System software 8.2
para Windows (SAS Inst. Inc.; Carry, NC. USA. 2002) y el nivel
de significancia se establecié en P<0,05. Los datos obtenidos
fueron analizados por muestreos de forma independiente y se
realizd la comprobacion de la normalidad de los datos y homo-
cedasticidad de varianza mediante la prueba de Bartlett. Una
vez comprobado que los datos carecen de heterocedasticidad
y siguen una distribucién normal en cada uno de los tratamien-
tos se procedié a realizar el Procedimiento Lineal General
(Proc GLM) y las diferencias encontradas se cuantificaron me-
diante la prueba de LSMeans.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las medias generales (u) y el error estandar (EE) de la
Ml 'y VE se muestran en la TABLA |. La Ml fue de 40,83 + 2,94,
valor numeérico muy similar al porcentaje de VE (43,58 + 3,27)
para las mismas muestras evaluadas. Se pudo evidenciar que,
la Ml y VE obtenidas se encuentran dentro de los valores 6pti-
mos recomendados para semen descongelado de toros desti-
nados a inseminacion artificial [2, 8, 19].

TABLA |
CARACTERISTICAS SEMINALES EN MUESTRAS
CRIOPRESERVADAS Y DECONGELADAS
DE SEMEN DE TORO

Parametro  Unidad de Media £ EE Intervalo de
medida Confianza al 95%

Motilidad

Individual % 40,83+2,94 34,36 -47,3

Vitalidad % 43,58 + 3,27 36,38 — 50,78

n= 36 muestras seminales que corresponden a 12 toros.

En la TABLA Il se pudo observar el efecto que tiene el
HOST sobre la VE y el porcentaje de FR en las tres condicio-
nes osmolares (CsOs), encontrandose una diferencia estadis-
tica muy significativa (P<0,01) entre la osmolaridad de 0
mOsm/kg con las otras dos CsOs evaluadas (102 y 154
mOsm/kg). Sin embargo, no se encontré una diferencia esta-
distica significativa entre las CsOs evaluadas sobre la VE es-
permatica. En la TABLA Il también se aprecia el coeficiente
de variacion para cada condicién osmolar (CO) evaluada, di-
ferenciada entre los resultados globales del HOST vy discrimi-
nada en funcion la IFMP. En referencia al porcentaje de EM
con FNR (TIPO I) y EM con FR (TIPO Ill) no se encontraron
diferencias estadisticas significativas (P>0,05) entre las tres
CsOs estudiadas. No obstante, en la subpoblacién TIPO I
(EV/FNR-Host-), si hubo una diferencia estadistica significati-
va (P<0,01) entre las tres CsOs evaluadas, siendo la CO 0
mOsm/kg la que obtuvo el mayor porcentaje de EV con res-
puesta negativa al HOST al compararlos con las CsOs 102 y
154 mOsm/kg. Para el TIPO 1V, la cual representa la subpo-
blacién mas importante se encontré una diferencia estadistica
significativa (P<0,01) entre las CO 0 mOsm/kg (8,75) con las
CsOs 102 mOsm/kg (26,33%) y 154 mOsm/kg (29,41%). Es-
tos resultados evidencian que la CO, que obtuvo mayor nu-

TABLA Il
RESPUESTA DE LOS ESPERMATOZOIDES EN SEMEN DE TORO CRIOPRESERVADO Y DECONGELADO
SOMETIDO AL HOST BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE OSMOLARIDAD

Parametro (%)

Condicion Osmotica (mOsm/kg)

0 102 154
Vitalidad (%) 38,41+3,20° 4491+320° 41,25+3,20°
Flagelos Reaccionados (%) 32,16 +4,17° 49,75+ 4,17 @ 56,33 + 4,17 ®
Tipo | (EM/FNR-HOST-) 37,58 +3,13° 31,58 +3,29°2 31,83 +2,93°
Tipo Il (EV/IFNR-HOST-) 29,66 + 4,59 ° 18,58 + 4,49 ° 11,83+1,77°
Tipo Il (EM/FR-HOST+) 23,41 +4,29° 23,41 +393° 26,91 +3,37°
Tipo IV (EV/IFR-HOST+) 8,75+ 1,56 " 26,33 + 3,46 ° 29,41+ 2,67 °
CV (HOST) 52,03 55,93 39,74
CV (Tipo IV) 62,04 45,63 31,47

EV: espermatozoide vivo, EM: espermatozoide muerto, FR: flagelo reaccionado, FNR: flagelo no reaccionado, CV: coeficiente de variacion de la

prueba.
Se evaluaron 200 espermatozoides en cada muestra seminal (n=36).

(a,b): letras distintas en la misma fila implica diferencias significativas (P<0,01).
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mero de EV y FR-Host+ fue la 154 mOsm/kg, asi mismo, se
pudo denotar que la CO 0 mOsm/kg es inadecuada para valo-
rar la IFMP, al obtener el menor porcentaje de EV con FR-
Host+, por lo tanto es la menos recomendada para valorar la
IFMP de los espermatozoides; aunado a esto, presenta el
Coeficiente de Variacion (CV) mas alto (62,04) en la evalua-
cién de los EV/FR-Host+. EI CV mas bajo (31,47) representa la
mejor osmolaridad para valorar la integridad funcional del plas-
malema, y este corresponde a la CO 154 mOsm/kg.

En el presente trabajo, la MI encontrada se encuentra
dentro de los valores éptimos establecidos por Chenoweth y
col. [2], los cuales refirieron que para toros adultos, ésta no
debe ser inferior al 30%. En trabajos anteriores se han regis-
trado valores similares a los descritos en este ensayo (40%)
para la especie en semen descongelado [17]. Es importante
destacar que, existe una variabilidad entre los parametro de Mi
y estas diferencias se deben a que no todos los toros respon-
den igual ante el proceso de criopreservacion [8, 10, 21]. La
pérdida de la motilidad flagelar esta directamente relacionada
con alteraciones del axonema e indirectamente con una dismi-
nucion en la produccion de Adenosin trifosfato (ATP). Es sabi-
do que la motilidad progresiva y lineal es estimulada tras la
eyaculacion y es modulada durante el transito a través del
tracto reproductivo de la hembra [13], sin embargo, el estrés
de la criopreservacion infringe dafios irreversibles que propi-
cian la pérdida de este patrén de motilidad.

El estado de la MP marca la integridad morfologica y fun-
cional de la célula [13], siendo la VE determinada al valorar su in-
tegridad a través de la capacidad que tiene la MP de excluir cier-
tas sustancias extracelulares como tintas, presumiéndose que,
solamente los espermatozoides viables mantienen las membra-
nas intactas, siendo capaces de interactuar con oocito para po-
der transportarse, capacitarse y fecundar [5, 13]. Los resultados
de VE obtenidos en el presente estudio fueron similares a los re-
portados por Felipe-Pérez y col. [3], pero inferiores a los reporta-
dos por Rubio-Guillen y col. [17] para muestras de semen crio-
preservadas. Es conocido que la adicién del crioprotector, el pro-
ceso de enfriamiento en si, la congelacion, el almacenamiento en
NL y la descongelacion propician un marcado deterioro en la MP
del espermatozoide, viéndose reflejado en una disminucion VE
cuando se evalua el semen descongelado [21].

A pesar de que la valoracion de la morfologia espermati-
ca mediante EN provee informacion del dafio estructural de la
MP, no siempre es posible correlacionar este valor con el poten-
cial reproductivo del toro [14]. En funcion de esta aseveracion
se consider6 importante en este experimento establecer la aso-
ciacion de la VE con el HOST para valorar simultaneamente la
integridad estructural y funcional de la MP, para de esta manera
obtener mayor informacion de la célula espermatica.

Los resultados reportados en el presente estudio demos-
traron que no hubo una diferencia estadistica significativa
(P>0,05) para el parametro de VE entre las osmolaridades im-
plementadas (0; 102 y 154 mOsm/kg; TABLA II), pero al visua-

lizar los valores individuales obtenidos en la VE y al asociarlo
con el porcentaje de FR para cada osmolaridad, se obtuvo
que existe una diferencia numérica entre ambos valores, sien-
do la mas notoria para la CO de 154 mOsm/kg, en donde la
VE fue de 41,25 + 3,20 y el porcentaje de espermios positivos
al HOST fue de 56,33 + 4,17, lo cual indica que el porcentaje
incluye, tanto EV como EM. En base a esto, fue modificada la
prueba original utilizada por Jeyendran y col. [6] para estudiar
la IFMP mediante el HOST, dicha modificacion se realizé ba-
sado en los estudios realizados por Quintero-Moreno y col.
[11], los cuales introdujeron una modificaciéon a la técnica ya
descrita, donde se combina este test con la EN, introduciendo
la prueba HOST-EN para poder identificar cuatro tipos de es-
permatozoides segun la IFMP. Es asi como en la TABLA Il se
hizo una clasificacién en base al porcentaje de EVyEMy ala
respuesta del HOST, bien sea positiva o negativa pudiendo
obtener de esta manera la informacién mas detallada siendo
de suma importancia, ya que en base al porcentaje de EV y
positivos al HOST se verifica la integridad, tanto estructural
como funcional de la MP del espermatozoide.

En el presente estudio, la respuesta al HOST no fue fa-
vorable para la osmolaridad de 0 mOsm/kg (32,16%), en cam-
bio si lo fue para la de 102 mOsm/kg (49,75%) y 154
mOsm/kg (56,33%) en los toros evaluados. Dichos porcenta-
jes se encuentran relacionados con los de VE, siendo de
38,41; 44,91 y 41,25% para las osmolaridad de 0; 102 y 154
mOsm/kg, respectivamente. Al precisar la solucion 154
mOsm/kg hay que denotar que, en este estudio se describen
valores de HOST mas altos que los reportados en otro estudio
(42,90%) [13], pero mas bajos para la vitalidad (53,19%); sin
embargo, con la solucion 0 mOsm/kgt™' se aprecian valores
mas altos, tanto para el HOST (54,85%) como para la VE
(45,95%). El resultado de HOST obtenido en el presente estu-
dio para la CO de 154 mOsm/kg, fue similar (50,82%) al re-
portado por Rubio-Guillen y col. [17]. Segun los tipos de IFMP
para las tres CsOs evaluadas, el porcentaje de espermios que
se encontro en el TIPO | (EM/FR-HOST-) es la subpoblacion
de espermatozoides que representa el grupo de espermios
no-viables con defectos de MP en las regiones de la cabeza y
la cola del espermatozoide. La MP del espermatozoide es el
sitio primario, donde las lesiones se producen durante la con-
gelacion-descongelacion del semen y la interrupcion de la
misma en la cabeza y cola del espermatozoide afecta la fun-
cion normal de los mismos [11]. En el TIPO Il (EV/FNR-
HOST-) se aprecian los EV con dafio en la MP a nivel del fla-
gelo. El TIPO Il (EM/FR-HOST+) muestra los espermios no
viables, pero que reaccionaron al HOST antes de morir. Esto
puede explicarse por el hecho de que, la prolongacion del es-
trés que sufren los espermatozoides a una CO diferente a la
normal, puede conducir a efectos deletéreos irreversibles en
la MP derivando en la muerte celular. Es importante destacar
que, estos espermios no viables podrian haber exhibido reac-
cion flagelar espontanea, antes de estar sometidos al HOST y
por lo tanto podrian ser clasificados como positivos al HOST
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cuando en realidad ya eran inviables [11]. Por ultimo en TIPO
IV (EV/IFR-HOST+), es el grupo de EV con MP intacta. El uso
de la prueba HOST-EN en este ensayo se apoya en las inves-
tigaciones previas realizadas en los toros [1, 11], donde se ob-
servo una correlacion significativa entre la prueba HOST y la
viabilidad mediante el uso de la tincion supravital EN.

Al comparar las respuestas de los espermatozoides crio-
preservados de toro sometidos al HOST-EN bajo la CO de 154
mOsm/kg con los resultados reportados por Quintero-Moreno
y col. [11] para la misma osmolaridad, se tuvo una gran dife-
rencia porcentual. Este experimento mostré resultados mas fa-
vorables para el TIPO II, teniendo un menor porcentaje de EV
con FNR (11,83%) a diferencia del otro trabajo que obtuvo un
28,5%. Del mismo modo, los valores numéricos para las sub-
poblaciones TIPO | (31,83%) y TIPO Il (26,91%) en este en-
sayo no fueron similares, ya que, el referido experimento obtu-
vo menos cantidad de EM con FNR (20,65%) y EM con FR
(2,25%). Al comparar los resultados obtenidos para el TIPO IV
(29,41%) se detectd que en aquel estudio fue mayor la canti-
dad de EV con FR (48,60%).

En base al CV obtenido en cada una de las osmolaridades
implementadas, tanto para el porcentaje de HOST global como
para el porcentaje de HOST en el TIPO IV (TABLA 1), se conclu-
ye “de nuevo” que la mejor CO es la de 154 mOsm/kg, ya que
fue donde se obtuvo el CV mas bajo para ambos parametros,
siendo de 39,74 para el HOST y de 31,47 para el TIPO IV, asi
como también, fue donde se obtuvo mayor nimero de EV con
FR (HOST+: 29,41%), lo que demuestra la mayor concentracion
de células espermaticas bioquimicamente activas con MP estruc-
tural y funcionalmente intacta. La CO 0 mOsm/kg es la menos in-
dicada para valorar la IFMP, ya que, para el grupo de EV con FR
(TIPO IV) obtuvo el coeficiente de variacion mas alto (62,04), y a
su vez, fue mas bajo el porcentaje de EV con FR (HOST+:
8,75%), difiriendo significativamente (P<0,05) de las CsOs 102 y
154 mOsm/kg. Esto puede deberse a que, al ser sometido los
espermatozoides a la CO 0 mOsm/kg, éstos no resisten por mu-
cho tiempo el estrés osmotico, conllevando a su muerte antes de
que pueda ocurrir una respuesta positiva al HOST, pudiéndose
corroborar al ver los porcentajes de EM (sumatoria del TIPO | y
TIPO 1ll), los cuales fueron mayores (60,99%) para esta CO. La
prueba HOST-EN tiene la ventaja de diferenciar si el dafio del
espermatozoide es en la cabeza, cola o ambas, en cambio utili-
zando solo la prueba de HOST, los espermatozoides se agrupan
en dos categorias jerarquicas: FR y FNR. Con la tincion EN solo
se puede valorar espermios vivos y muertos. Con la prueba
HOST-EN, se pueden diferenciar los EV con FR, EM con FR, EV
con FNRy EM con FNR [11].

CONCLUSIONES
La CO 0 mOsm/kg fue la opcién mas perjudicial para va-

lorar la IFMP, ya que obtuvo el menor porcentaje de EV con
FR, lo cual es producto de la lisis y/o muerte de las células es-
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permaticas, por lo tanto es la CO menos recomendada para la
evaluacion de semen de toro.

La CsOs 102 y 154 mOsm/kg arrojaron resultados esta-
disticamente similares, sin embargo, la comparacion del CV
entre ambas soluciones demostré que la CO 154 mOsm/kg
presenta mayor homogeneidad en su respuesta, por lo tanto,
es la CO mas apropiada para evaluar la IFMP.
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