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Movilidad individual de los espermatozoides
epididimarios de torospostmortem obtenidos
mediante lavado retrégrado

Maria I. Albers Alvarezy Diego R. Barrios Arismendi

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la movdidiadividual de los
espermatozoides presentes en la cola del epididibtenida del matadero
mediante lavado retrogrado de testiculos de toed®l postmortem Los
testiculos fueron recolectados al azar (n=90) wspartados bajo dos
diferentes temperaturas, siguiendo dos diferente®golos: Protocolo 1 (T:
35°C) y Protocolo 2 (T: 25°C), durante el periodbrilAJulio 2003. El
material experimental fue transportado segun elopaobo elegido al azar,
desde el sitio de recoleccién hasta el laborateriaun lapso comprendido
entre 30 y 60 minutos. Se realiz6 histopatologiaa pseleccionar los
testiculos que tuvieran 70% o mas de tejido furdigrara cada protocolo
(Protocolo 1: n=13; y Protocolo 2: n=20). Una vealizada la seleccion, se
evalué la movilidad individual de los espermatoesidecolectados de las
colas epididimarias en los testiculos seleccionaditsta recoleccién se
realizé por lavado retrogrado con Tris-yema-glitesotravés del conducto
deferente. Para cada Protocolo se hicieron dosiréectde la movilidad
individual espermatica (MI1 y MI2), con intervale d. hora entre cada
lectura. Los datos se analizaron mediante esizalidéscriptiva y se realizé
una prueba de para comparar dos muestras independientes. Lokadss
obtenidos indican que no hubo diferencia signifi@a{P<0,05) entre los dos
Protocolos en el comportamiento de la movilidadviddial. Esto nos indica
que la temperatura de transporte no afecto la mdadl espermatica
epididimaria y que es posible recolectar espernoédez vivos de la cola del
epididimo de toropostmortem
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Individual motility of epidydimal spermatozoa, obtained by
retrogadous flushing from post-mortem zebu bull testicles

SUMMARY

The objective of this study was to evaluate thaviddal motility of the
spermatozoa of the epididymal tail, obtained byogradous flushing, from
testicles ofpost mortenbulls collected from a slaughterhouse. The tessicl
(n=90) were randomly collected and transported untheo different
temperatures, following two different protocols:ofcol 1 (35°C) and
Protocol 2 (25°C), during the April-July 2003 petioThe testicles were
transported from the slaughterhouse to the Laborain a range of time
between 30 and 60 minutes. A histopathologicalystuds conducted to all
testicles to select those with 70% or more of fiomal tissue. So, the final
number of testicles for the study was reduced:Piatocol 1 to 13 testicles
and for Protocol 2 to 20 testicles. The retrogradffushing was done with
Tris—egg yolk-glycerol medium, through the deferéatt. Two readings for
motility were done for each protocol (M1 1 and MIdhe hour apart. The
data was analyzed by descriptive statistic dntkest to compare two
independents samples. There was no significargreifice (P<0.05) between
protocols on individual motility. This shows that, this case, two different
temperatures did not affect the individual motilif/the spermatozoa of the
epidydimal tail, and it is possible to obtain lispermatozoa from testicles
from post mortenbulls.

Key words: spermatozoa, epidydimal, bplbst-mortem

INTRODUCCION

La recoleccion de semen de toros por métodos ceoromales,
como la vagina artificial y el electro-eyaculadona permitido el
establecimiento de bancos de germoplasma provesiede machos
reproductores seleccionados. Por otro lado, es riae establecer un
método que permita recolectar espermatozoides ms tlites que hayan
muerto repentinamente, de manera tal de poder @btiscendencia de esos
toros, mediante la inseminacion artificial o latifemacién in vitro. Asi que
podria implementarse la recoleccion de espermategotde la cola del
epididimo para propagar la calidad genética destoostmortempuesto que
los espermatozoides que se encuentran alli, segima seportado (Chung,
1997; Reyes Morenet al, 2000; Reyes Morenet al, 2002), tienen
capacidad fertilizante.
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El epididimo tiene fundamentalmente dos funciotesnaduracion
y el almacenamiento espermatico (Chenoweth, 19%ttier, 1997). La
maduracién, o desarrollo progresivo de la capacifiatilizante de los
espermatozoides ocurre en la cabeza y el cuerpoepididimo y el
almacenamiento ocurre en la cola del epididimo (A&mg Schanbacher,
1983; Robaire y Hermo, 1988; Robaire y Viger, 199%on esta
consideracion, es importante sefialar que se podbi@mer espermatozoides
viables provenientes de la cola del epididimo cawvilidad y capacidad
fertilizante, poco tiempo después de la muertead@hal, que podrian ser
procesados y congelados para su posterior usseminacion artificial.

En la literatura cientifica revisada no se enconingiin reporte del
nacimiento de becerros originados de espermatazdidecos o congelados
recolectados de la cola del epididimo de t@ast mortemaunque ha habido
algunos avances con espermatozoides bovinos aepatidis usados en fresco
para fertilizaciérin vitro (Chung, 1997; Songsasehal, 1998; Gardet al,
1995) y en la congelacién de espermatozoides aeltadel epididimo de
ratas (Nakatsukasgt al.,2001), caninos (Hewitt al, 2001), felinos (Axnér
et al, 1998; Axnéet al, 1999) y venados (Zomborsz&yal 1999).

En consecuencia, este trabajo preliminar - y pioneestablece
como propodsito de investigacion, la obtencién deeesatozoides de la cola
del epididimo de toropost mortenpara evaluar su viabilidad y utilizar este
procedimiento en aquellos casos donde ocurra mumrbéta de toros
reproductores valiosos, como se apuntd anterioenent

Asi, el objetivo de este trabajo es evaluar la tidad individual de
los espermatozoides de la cola del epididimo desfmostmortemobtenidos
mediante la técnica de lavado retrégrado, en tdetidransportados segin
dos diferentes protocolos de temperaturas. El eécdel objetivo general se
fundamenta en los siguientes objetivos especifiapgvaluar la movilidad
individual de los espermatozoides epididimariosies momentos diferentes:
post lavado o Movilidad individual 1 (MI1), y postcubacién o Movilidad
Individual 2 (MI2), y b) evaluar el efecto de larteeratura del instrumento
de transporte de los testiculos desde su sitioedelaccién hasta el de
procesamiento, sobre la movilidad individual.
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MATERIALES Y METODOS
1. Recoleccibn y transporte de los testicul@estmortem.

Se recolectaron (entre Abril y Julio 2003) un tadal 45 pares de
testiculos, en 15 visitas al Matadero IndustrialTdemero, estado Aragua,
Venezuela. Los testiculos fueron recolectados dechosa cebuinos
procedentes de Barinas y el Sur del Lago de Maracpiero desconocemos
datos especificos de ellos, tales como el régineemlidnentacion. Sélo se
pudo determinar, a la observacion de los toroogniéles de matanza, que
eran machos de raza Brahman de diferentes gradmsréea y con una edad
estimada entre los dos y cinco afios.

En cada visita al Matadero se recolectaron tresspae testiculos y
se cumplieron siempre los mismos pasos, con laaldiferencia que un
grupo de los testiculos (20 pares) se transportéura cava con una
temperatura de 35° C (protocolo “tibio” o 1), y @lo (25 pares) a una
temperatura de 25° C (protocolo “frio” o 2), sedbs dos protocolos
seguidos para este estudio.

Los pasos que se siguieron fueron:

1. Recoleccién de las bolsas escrotales (con ssstekticulos
incluidos) del riel de matanza, pocos segundosgetQ y 20) después de la
muerte del toro.

2. Cada bolsa escrotal fue limpiada profusamente toallas de
papel y se coloc6 cada una de ellas dentro dedplaaticas selladas (tipo
“zip-lock”) e identificadas, y estas a su vez sécaron en una cava con
temperatura inicial (evaluada por termémetro) de a325°C, segun el
protocolo correspondiente. Para lograr los 35°Cusaron “fomenteras”
llenas con agua tibia, sobre las cuales se dispusiellos de papel periédico
como aislantes y sobre estos se ubicaron las basestales para el
transporte de las muestras hacia el laboratoriampsrtante acotar que el
“estrés térmico” es uno de los factores que mayotenafecta la calidad de
los espermatozoides a recolectar con este procmulioni por tanto se
tomaron todas las medidas posibles para evitaregt@ ocurriera. Por otro
lado, para lograr los 25°C se colocaron en la da&‘recipientes plasticos
de hielo liquido”, igualmente aislados con periddic

3. El transporte de los testiculos al laboratoré la FCV-UCV
demoré entre 30 a 60 minutos.
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4, Cada bolsa escrotal se identifico con el numesorelativo
correspondiente al orden en que fueron recolectattemas de la fecha y
hora exactas de la recoleccion.

5. El tiempo transcurrido desde la recolecciénadetésticulos en el
matadero, hasta el procesamiento de cada uno akeell el laboratorio, se
registré en una planilla disefiada para tal fin.

6. La circunferencia escrotal se determiné conaimiz métrica.

7. Cada testiculo se pesé (con una balanza) y d& il largo y
ancho (con un vernier).

8. Cada epididimo se peso6 (con una balanza) y di® i largo y
ancho (con un vernier).

2. Recoleccion de espermatozoides epididimarios pfbujo retrégrado.

Los testiculos bovinos recolectados en el matadimeron
procesados en el Laboratorio del Instituto de Reyeoidon Animal e
Inseminacion Artificial (IRAIA) de la Facultad deigbcias Veterinarias, de
la Universidad Central de Venezuela, en Maracayades Aragua. Los
espermatozoides epididimarios se recolectaron segrotocolo referido
por los Drs. G. Flores-Foxworth y B. Foxworth deUaiversidad de Texas
A&M (EE.UU.) (comunicacion personal), que consisteun lavado por flujo
retrogrado.

Para realizar el lavado epididimario por flujo égtrado se siguieron
los siguientes pasos y en cada caso se anoté k d®rinicio de la
recoleccion de espermatozoides del epididimo:

1. Los vasos deferentes y la cola del epididimodsscaron
mediante el uso de implementos y técnicas aséptBmsemovio la tdnica
serosa testicular y los vasos sanguineos con turibgon hojilla N° 10 y
tijera recta.

2. Se localiz6 el septum (indentacién) del epididimo,
correspondiente a la porcién cercana de la zonaiamgel la cola del
epididimo. Alli se realiz6 un corte transversal ebbisturi, justo antes que el
diametro del epididimo se reduce, para obtener &yom cantidad de
espermatozoides posibles.

271



Vol. 24(3) ZOOTECNIA T®ICAL 2006

3. La porcién disecada de la cola del epididimecaecoé en una
placa de Petri precalentada a 37°C (en una pledilemtadora) y se mantuvo
la porcién libre de los vasos deferentes firmementieta con los dedos
pulgar e indice.

4. Las agujas para el lavado (de diferentes calbfeeron
preparadas limandole las puntas para hacerlas §018a colocé una de esas
agujas (calibre 20, 21, 22, o 23, segun el dianitterno de cada vaso
deferente) dentro del lumen de la porcién librevdso deferente. Se adapté
una jeringa (tipo “air-tite” de 5 mL) llena con “glie de lavado” (medio de
congelacion Tris yema glicerol) y con esta jerisgaperfundié lentamente
dentro del lumen del cada vaso deferente. Las pardel los vasos deferentes
se pinzaron con una pinza “mosquito” contra la agugra evitar pérdida del
liquido de lavado.

5. A medida que se perfundian los vasos defereote®l medio de
lavado se observd un abultamiento visible de la @@l epididimo. Al
continuar con presion suave y continua con la gerimparecié en el extremo
cortado de la cola del epididimo el contenido efidario, representado por
un liquido espeso y de un color crema pélido oddaremoso, dependiendo
de la concentracion espermatica obtenida.

6. Se hicieron dos lecturas de la movilidad indialdespermética:
una post lavado, inmediatamente después de reakidtiido (movilidad
individual 1 o MI1), y otra post incubacién, dento® la hora post-
recoleccion (movilidad individual 2 o MI2). Esto Bendament6 en que los
parametros de movilidad individual y movimientosgnesivos espermaticos
epididimarios adquieren su mejor expresion despieé40 minutos a una
hora. La razén por la que después de ese tiempairteynejor medida de
movilidad espermatica epididimaria se estima qua dgebido a una
disminucidn del efecto supresorio que ejercenlladds epididimarios sobre
esos espermatozoides, y la reoxigenacion y diludidrante el proceso de
recoleccion espermatica (Brooks, 1979).

3. Histopatologia testicular

Los testiculos recolectados fueron evaluados Bigitwhmente con
el propésito de seleccionar para el presente essalo aquellos con tejido
funcional igual o mayor al 70% de su parénquimae quo tuvieran
degeneracion severa ni atrofia testicular, paracatesr las lesiones
testiculares como causal de cualquier anormalidadietecto de los
espermatozoides epididimarios. El procedimiento sgi@is6 fue el descrito
por Bermudez (2002).
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Los resultados se expresaron segun la funcionalidadas
alteraciones encontradas en cada testiculo dguaeste manera:

a) Testiculo funcionalaquel que se diagnosticé con 70% o mas de
tubulos seminiferos normales, segln la evaluaci@mostopica del tejido
testicular.

b) Testiculo con degeneraciéaquel que se diagnosticd con menos
de 70% de tejido funcional y evidencias de algladgrde engrosamiento de
la membrana basal del tubulo seminifero, fibrositersticial, y la
espermatogénesis afectada, bien sea en la espeitogdaesis, en la
espermiogénesis, 0 en ambas.

c) Testiculo con atrofiaaquel que se diagnosticé con algun grado de
atrofia, evidenciada por la disminucion en el ditmede los tabulos
seminiferos, acompafiada de fibrosis intersticialerse y afeccion de la
espermatocitogénesis en cualquiera de sus etapas.

4. Evaluacion de la Movilidad Individual

La Movilidad Individual se determin6 mediante lasetvacion al
microscopio optico (400X) del porcentaje de célutasviles (0-100%) en la
muestra (Society For Theriogenology, 1983). Estéipatro se evalud en
dos eventos de tiempo diferentes: el primer mom@vité) ocurrié reciente
a la recoleccion de la muestra de espermatozoigetidienarios; y el
segundo (MI2), dentro de aproximadamente una hespuks de la primera
evaluacion.

5. Andlisis estadistico

Se us6 un disefio completamente aleatorizado cottratasnientos
de temperatura: protocolo 1 y protocolo 2, inclu@rsélo los testiculos
funcionales, segun la evaluacién histopatolégica.

Es importante destacar que el descarte de testiqubo estaba
previsto originalmente debido a que eso implicate neduccion del nimero
de muestras a analizar. Y se debe enfatizar quen@siminé el caracter
aleatorio del trabajo por haberse mantenido el @mgaucido dentro de su
grupo original.
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El descarte fue necesario realizarlo para:

1. Poder atribuir cualquier falla, funcional o nmdéfica, de los
espermatozoides epididimarios procesados sololdemnas relacionados con
nuestro estudio, y no a deficiencias originadasl ¢égjido testicular.

2. Tener un punto de referencia sobre el total ate rhuestras
procesadas, en virtud de desconocer detalles sblomgen de los toros del
matadero.

En consecuencia, el nimero de testiculos estudigdoa el
Protocolo 1 (35°C) fue de 13 debido a que se desoaraquellos testiculos
que presentaron alteraciones de la normalidad, nseg@studios
histopatoldgicos (n = 27), que pudieran afectatedarrollo y funcionalidad
de los espermatozoides epididimarios, y por tamopsdiera sesgar el
objetivo del trabajo. Igualmente, para el Protocdl@§25°C) se estudiaron
sélo 20 testiculos debido a que, como en el Prtgotp se descartaron
testiculos por la misma causa (n = 30). Con edtierior se pretende atribuir
cualquier anormalidad o deficiencia en la calidededos espermatozoides
sélo a fallas o eventos ocurridos en el epididimaurante el transporte y
procesamiento de los testiculos.

En este estudio se compard el protocolo de lavatiégrado para
cada protocolo de temperatura.

Los datos obtenidos en cada protocolo fueron edakianediante
estadistica descriptiva (Ott, 1977), y los resdltade presentan mediante
figuras y cuadros. También se usé la “Prueba deara comparar dos
muestras independientes. Para la aplicacion daréfsis se utilizaron los
paquetes estadisticos Statistics 7.0 y SAS (SAS))19

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se indic6 en los Materiales y Métodos, loslakgbs
histopatoldgicos permitieron hacer tres gruposlosrtesticulos recolectados
en el matadero, segun el tejido testicular observamhcionales, degenerados
y atroficos. Asi, del total de testiculos recoldot (n=90), la proporcion de
testiculos funcionalegue de 36,7% (33/90); la proporcion desticulos
degeneradofue de 43,3 (39/90) y la proporcién wsticulos atréficogue de
20,0% (18/90).
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Como dato adicional, en todos los testiculos sduaken las
medidas de circunferencia escrotal (con los tds$cdentro de las bolsas
escrotales), largo, ancho antero-posterior y pestictilar; asi como el largo,
ancho (eje mayor) y peso de la cola epididimarias Ltesticulos
seleccionados para el presente estudio (n=33)rtrvils medidas que se
presentan en el Cuadro 1. Las medidas observadasl €uadro 1 se
corresponden con los promedios reportados por autmes anteriormente,
para machos cebuinos (Sudheer, 2000; Checéh 2002).

Cuadro 1. Caracteristicas morfométricas de tescutolas epididimarias

Variable Media EE
Circunferencia Escrotal (cm) 31,80 0,47
Ancho testicular (cm) 5,56 0,11
Largo testicular (cm) 11,36 0,22
Peso testicular (gr) 267,12 12,03
Ancho de la cola del epididimo (cm) 1,58 0,07
Largo de la cola del epididimo (cm) 1,92 0,06
Peso de la cola del epididimo (gr) 30,06 1,57

Evaluacion de la Movilidad Individual

Los resultados obtenidos de la evaluacion de lalidas individual
en los Protocolos 1y 2 se presentan en el Cuadro 2

Cuadro 2. Movilidad Individual de espermatozoideslielimarios recolectados en los Protocolos

ly?2
Variable n Minimo Maximo Media Varianza EE Prugba
%
MI 1 0 40 1746 22610 1503  aAt
Prot. 1\, 13 10 55 3423 11185  10.57 aA
MI 1 0 40 8,95 117,31 10.83 aB
Prot.2 o 20 1 50 26.8 155.85  12.48 aB

T Letras mindsculas comparan medias entre MI pamismo Protocolo y letras maylsculas
comparan medias entre Protocolos.
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Efecto de la temperatura del instrumento de transpde sobre la
Movilidad Individual de espermatozoides epididimarbs

Se compararon estadisticamente los resultados idbseren la
evaluacion de la movilidad individual en cada pecoto de temperatura. La
movilidad individual al momento de la primera lgetu(MI1) no tuvo
diferencia significativa (P>0,05) entre los dos tpeolos, al igual que
tampoco hubo diferencia significativa (P>0,05) entias movilidades
individuales tomadas como segunda lectura (MI2)ahterior indica que, en
este trabajo, la temperatura del instrumento desparte no fue un factor
influyente sobre la movilidad de los espermatozoigf@didimarios.

Ademas, la media estadistica al momento de la pairaealuacioén
de movilidad espermética (Ml 1) fue menor (P<0,6t)ambos protocolos
(P1: 17,46%; P2: 8,95%) que la movilidad al momedt la segunda
evaluacion (Ml 2), que fue entre dos y tres vecayan (P1: 34.23%; P2:
26.8%). Esto indica que la movilidad de los espéoamdes epididimarios
se activa después de un tiempo, y confirma lo adbapor otros autores
(Brooks, 1979, Usselman y Cone, 1983).

El tiempo que se requiere para la activacion despermatozoides
epididimarios se ha asociado, en la mayoria dedpscies, con el hecho que
los espermatozoides, una vez formados en el tes8eumezclan con fluidos
epididimarios donde permanecen inméviles y con iwelrde metabolismo
muy bajo. Esto puede interpretar como una necesilagreservar las
reservas energéticas espermaticas y para disnhiisuilesgos de alteraciones
de membrana, estructuras internas y composiciéqubitica, por efecto de
agentes oxidantes enddgenos producidos por laidedivmitocondrial
(Brooks, 1979, Voglmayet al, 1985; Robaire y Viger, 1995).

En la mayoria de las especies estudiadas los eapawides
permanecen inmoviles en la parte baja del epididimasta diluirse en el
medio adecuado que le imprime los cambios paranzécasu maximo
movimiento (Johnson y Everitt, 1980; Amann y Sclehier, 1983;
Usselman y Cone, 1983; Robaire y Viger, 1995).

Adicionalmente, se ha demostrado que existe unaciéel
importante entre la presencia de una glicoproteécactada por el epididimo,
la HE5 o CD52 y la movilidad de los espermatozoiegaculados (Deret
al., 2001). Ahora bien, la influencia de esta glicopirdesobre la movilidad
espermética esta directamente correlacionada cofurationalidad en la
superficie de los espermatozoides: A mayor fundidad, mayor movilidad.
Sin embargo, no se ha demostrado esa relaciortaligatre la concentracion
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de la glicoproteina en el plasma seminal y losmatgns convencionales del
semen (movilidad, concentracién y morfologia) (Bxral., 2001).

En trabajosin vitro, los espermatozoides adquieren movilidad
cuando son mezclados con secreciones de las giénsgekuales accesorias
(Derr et al, 2001), lo que indica que es normal que los espeznites
epididimarios sean inmoéviles o poco moéviles hastatat ocurran ciertas
condiciones que permiten el total desarrollo denswilidad potencial.
Ademas se ha atribuido la pérdida de la movilidath aisminucion del
intercambio de oxigeno durante la recoleccién dml@stra en trabajaa
vitro, pero se restablece cuando esta se diluye en émBoside lavado
(Brooks, 1979)

En este estudio, en la lectura de movilidad espizenara cada
uno de los epididimos en ambos protocolos, hubascas donde la M1 1 fue
cero. Una mayor ocurrencia de ello se observo enl®2jue pudiera
explicarse como una tendencia de los espermatazagaidimarios a
permanecer mas aletargados cuando se transportamldente refrigerado
(P2).

Las dos lecturas de movilidad que se hicieron natavéeron un
patrén uniforme, es decir, el incremento del paende movilidad en la
segunda lectura (MI2) fue variable. Esto pudieréacienarse con la
variabilidad entre toros de matadero, no reprodastoy mas adn en este
estudio en el que desconocemos el origen especificcesos machos
destinados al consumo y que entendemos han poelido tina dieta para
engorde que pudiera haber afectado, de alguna easier capacidad
reproductora.

CONCLUSIONES

Los espermatozoides recolectados de la cola deidépio de toros
post morterevidenciaron sobrevivencia, aunque tienen menasilitiad que
los del semen bovino recolectado por métodos canveales.

Los espermatozoides epididimarios siempre tuviemoa mayor
movilidad individual en la segunda lectura de cadzestra, es decir, una
hora post-lavado del epididimo. Esto confirma laesédad de dilucién del
ambiente epididimario de esos espermatozoidespgmaler alcanzar su plena
movilidad.
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El método de recoleccion utilizado fue eficienteepetible, aunque
se necesita mayor investigacion para determinamflaencia que este
método pudiera tener sobre la cantidad y calidadesigermatozoides
epididimarios recolectados.

La movilidad individual de los espermatozoides hectados de la
cola del epididimo no fue influida por la temperatdel instrumento de
transporte.
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