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Comparacion entre los parametros seminales
de la rata y la fertilidad.
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La fertilidad en el hombre es evaluada por las caracteristicas seminales. Experimental-
Resumen mente el test de fertilidad se acepta como el mds confiable pero imposible de reprodu-

cir en humanos porque implica la capacidad de gestacidn. La técnica simplificada de mi-
croaspiracion del esperma, resulté muy practica pero habia que verificar si los pardmetros seminales asf obteni-
dos tenian correlacién con el test de apareamiento. El objetivo del trabajo fue evaluar la correlacién entre los
parametros seminales de la rata, y el test de apareamiento. Se utilizaron 20 ratas y 20 ratas albinas del linaje
Wistar, con edades durante el test de apareamiento de 70 dias y peso medio de 260 g. Para el procedimiento de
microaspiracién del esperma del epididimo, fueron utilizados las 40 ratas Wistar (20+20), con edad de 70 dias y
un peso medio de 200 g. para el test de apareamiento. Para la microaspiracién, las mismas ratas tenias 160 dias,
con un peso medio de 368,4 g. En el test de apareamiento se utilizé el método de Poiley, se observaron el ni-
mero de embarazos y de crias. Se utilizé la técnica de microaspiracién de esperma de la cola del epididimo pa-
ra evaluar la motilidad y concentracién espermdtica. El test T de Student fue utilizado en la evaluacién de los
parémetros seminales. Se correlaciond el numero de crias con la motilidad y la concentracidn espermdtica obte-
niéndose un nivel de significancia de 0,5 (p < 0,05). No hubo diferencias estadisticas en el numero de embara-
zos, numero de hijos, motilidad y concentracién espermdtica. Pudiendo concluirse que ademds de ser racional,
la técnica de microaspiracion del esperma es también especifica en esta evaluacién.

Palabras clave: Rata-Semen-Fertilidad

Man’s fertility is assessed by seminal features. Experimental, fertility test is accepted as
Summary the most reliable, being achieved through marriage which is impossible to reproduce

clinically. Simplified microaspiration technique of sperm became very practical, howev-
er it's important to know if the seminal parameter obtained through this procedure has any correlation with
mating test. The main purpose of this paper was assessing the correlation between seminal parameter of rat and
the mating test. Wistar rats were used (20 male and 20 female), aging 70 days and medium weight of 260g at
the time of mating test. During microaspiration technique, animals were 160 days old and weighted369,4g. In
mating tests, Poiley method was used in order to establish the number of pregnancies and litter. Microaspiration
technique of sperm from the epididymis tail was done to study sperm mobility and concentration. Students’s T
test was used to assess seminal parameters correltion of the number of litters of rat with spermatic motility and
concentration (p<0.05). There was no statistic difference in spermatic motility and concentration. There was no
association between the number of litter with the spermatic motility and concentration. It was possible to con-
clude that there was no association between seminal parameters in rats with fertility.

Index words: Rats - Semen - Fertility.
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Fertilidade no homem é avaliada pelas caracteristicas seminais. Experimentalmente, o
teste de fertilidade consagrou-se ser mais confidvel. Dentre estes testes, o acasalamen-
to é o mais utilizado, porém inexeqlivel clinicamente. O ideal seria, consequir aproxi-
mar a avaliacdo feita em humanos aos trabalhos experimentais. A técnica de microaspiracnao de esperma sim-
plificada, tornou-se mais pratica. Porém necessita-se verificar se os parametros seminais obtidos por esta técni-
ca, mantém correlacdo com o teste do acasalamento. Objetivou-se avaliar a correlacdo entre os pardmetros sem-
inais do rato e o teste do acasalamento. Utilizou-se 20 ratos e 20 ratas da linhagem Wistar, com idade de 70 dias
e peso médio de 260 gramas durante o teste do acasalamento. Durante a técnica de microaspiragnao, os mes-
mos tinham 160 dias, com peso médio de 368,4 gramas. No teste de acasalamento utilizou-se o método de
Poiley, observando-se os nimeros de gestacdes e os de filhotes. Utilizou-se a técnica de microaspiracdo de
esperma da cauda do epididimo na obtencdo do esperma, observando-se a motilidade e concentragnao esper-
madtica. O teste T de Student foi utilizado na avaliacdo dos parametros seminais. Realizou-se a correlagdo entre
o numero de filhotes com a motilidade e a concentracdo espermdtica com nivel de significincia de 0,5 (p<0.05).
Nédo houve diferencas estatisticas no numero de gestacdes, numero de filhotes, motilidade e concentracdo
espermdtica. Houve correlagao significante entre o numero de filhotes com a concentragnao espermadtica,
Podendo concluir-se que, além de ser racional, a técnica de microaspiragnao de esperma é também especifica

Resumo

nesta avaliacdo.

Palavras chaves: Ratos - Sémen - Fertilidade.

La fertilidad se analiza en el
varén evaluando las caracte-
risticas del semen, que se ob-
tiene recolectando muestras de masturbacién recogi-
das en condiciones estandar. El analisis comprende:
medida del volumen del semen, concentracién, moti-
lidad y morfologia de los espermatozoides, PH, canti-
dad de fructosa, presencia de leucocitos y analisis de

Introduccién

penetracion del espermatozoide’.

A nivel experimental, el test de fertilidad ha sido
consagrado como el mas confiable al evaluar la fun-
cidn exécrina testicular®?456783101L12131815.18 Eo1q g0
debe al hecho de analizar, los parametros seminales
en términos de cantidad, y calidad de los espermato-
zoides que representa el producto final de todo pro-
ceso de reproduccion. El test de fertilidad es inviable
de aplicar en seres humanos, pero es el mas utilizado
en los trabajos experimentales que evaltan la fertili-
dad con el test de apareamientoz‘ 3,4,56,7,8910,11,12,13,
%75 Otros métodos, como la inseminacién artificial,
son menos usados'. El ideal seria conseguir en los
trabajos experimentales intentar una evaluacién me-
todolégica semejante a la realizada en humanos, con
un analisis confiable. La técnica de micropuncién y
microanalisis se desarrollé para evaluar glandulas su-

doriparas, salivales, pancreaticas y tiroides, fue adop-
tada para evaluar los fluidos seminales'”. Esta exige
materiales y métodos especificos, torndndose dificil
su reproductibilidad; por esta razén se desarroll6 una
variante de la técnica, simplificdndola, haciéndola
préctica, de facil ejecucion y de gran confiabilidad'®.
Resta confrontar esta técnica de obtencién de esper-
ma y analisis de la motilidad y concentraciéon esper-
mética a la técnica de fertilidad. Este estudio tiene
por objetivo evaluar si hay correlacion entre los para-
metros seminales de la rata, obtenido por microaspi-
racion del epididimo y el test del apareamiento.

Fueron utilizadas 20 ratas
mas 20 ratas albinas del lina-
je Wistar, con edades duran-
te el test de apareamiento de 70 dias y peso medio
de 260 g. Para el procedimiento de microaspiracién
del esperma del epididimo, fueron utilizadas las 20
ratas, con edad de 160 dias y peso medio de 368,4 g.
Para el test de apareamiento fue utilizado el méto-
do de Poiley para 7 grupos, con apareamiento mono-
gamico permanente, con duracion de 14 semanas,
compatible a la obtencion de 4 gestaciones. La capa-
cidad fértil de las hembras no eran conocidas, en ca-

Material y método
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so de no obtener ninguna gestacion la pareja era eli-
minada de la muestra. Para la evaluacion de la ferti-
lidad se observé el namero de gestaciones y el na-
mero de crias resultantes. En el procedimiento de
microaspiracion de esperma de la cola del epididimo,
los animales fueron sometidos a una via de acceso
longitudinal en el hemiescroto izquierdo, con
anestesia general. Se realizé la apertura de todos los
planos hasta la exposicidn del testiculo, seguido de
seccion del gubernéculo. Fue identificada la cola del
epididimo y utilizando un microscopio quirdrgico De
Vasconcelos con aumento de 16 veces se realizé la
prensién de la cola del epididimo con una pinza de
microcirugia tipo iris, seguida de una incisién de la
tanica epididimaria con exposicion del conducto epi-
didimario, sequida de una seccién transversal com-
pleta del mismo. Se utilizé una micropipeta con ca-
pacidad de 5 microlitros, para la aspiracion del es-
perma. Para el analisis de la motilidad y concentra-
cion de espermatozoides, el material aspirado fue
colocado en un tuvo de Ependorf conteniendo 200
ml de cloruro de sodio al 0,9%. La motilidad fue eva-
luada colocando 5 microlitros de Ependorf en una l4-
mina de vidrio, para ser analizada en un microscopio
de luz, con aumento de 200 veces. Los campos fue-
ron rastreados en numero de dos, para acumular
cien espermatozoides sucesivos, clasificados en mo-
viles e inméviles, con auxilio de un contador de labo-
ratorio. La medida de la concentracion fue realizada
con la colocacion de 10 microlitros de ovoalbumina
bovina en el tubo de Ependorf conteniendo la solu-
cién de cloruro de sodio y esperma, para eliminar los
grumos de espermatozoides. El tubo fue colocado en
una centrifuga durante 3 minutos, para homogenei-
zar la muestra. Cinco microlitros de muestra fueron
colocados en la cdmara de Makler (Counting cham-
ber Makler-Sefl-Medical Instruments). Fueron hechos
3 conteos que se sumaron y dividieron por 3, obte-
niéndose una media simple. Este valor fue multipli-
cado por 20, como factor de correccién para la dilu-
cién hecha con el micropipetaje del esperma en el
conducto epididimario. El valor obtenido correspon-
dia a la concentracion de espermatozoides por mili-
litro. Ambos testiculos fueron sometidos a idénticos
procedimientos. Los animales fueron sacrificados por
exsanguinacion, después de la recoleccién del se-
men. Para el anélisis de la motilidad y concentracién

espermatica fue utilizado el test T de Student para
muestras dependientes (p < 0,05). La correlacion en-
tre el nimero de crias con la motilidad y la concen-
traciéon espermatica fue realizada con p < 0,05. La
correlacién entre la motilidad y la concentracién fue
realizada con p < 0,05.

El nimero total de gestacio-
nes fue de 60 y como resulta-
do hubo 636 crias, con una
media de 3 gestaciones y 31,8 crias por animal. La
motilidad de los espermatozoides tuvo una media de
59,6% en el testiculo izquierdo (Fig. 1). La concentra-

Resultados
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Fig. 1: porcentaje de espermatozoides mdviles y concentracin
espermatica (105Im1J en los testiculos derechos e izquierdos.
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cion espermatica de la muestra tuvo un media de
12.260.0000 espermatozoides /ml en el testiculo iz-
quierdo (Fig.1). Los resultados de la motilidad y con-
centracién espermadtica se mantuvieron dentro de
una curva de normalidad aceptable para el test T de
Student. La correlacién entre el nimero de crias con
la motilidad y la concetracién espermatica obtuvie-
ron niveles de significancia de 0,9606 y 0,4443 res-
pectivamente. Para la correlaciéon entre la motilidad
y la concentracion espermatica se obtuvo un mivel de
significancia de 0,9629.

Este trabajo buscé comparar
un técnica consagrada de
evaluacion de la fertilidad,
el test de apareamiento, con una nueva técnica de
obtencion del esperma para el anélisis de la motili-
dad y concentracion espermatica, evaluando sus rela-
ciones. No existen en la literatura trabajos con este
objetivo. El tipo de animal utilizado fue criteriosa-
mente escogido, basado en numerosas publicaciones
sobre la fertilidad utilizando el linaje Wistar®*'%'5"%,
Los machos fueron sometidos al apareamiento en el
periodo de edad con capacidad fértil, que es comple-
ta después de los 125 dias, segun la descripcion de
Robb'.Las hembras fueron igualmente escogidas en
edad, apta para la reproduccién, segln el protocolo
del Bioterio Central de la Universidad Federal de San-
ta Catarina 20. El test de fertilidad escogido fue el
test de apareamiento, por ser el méas utilizado en la
literatura®*45678810ILILI314IS djandy practico, confi-
able y de facil reproductibilidad. La inseminacion ar-
tificial exige una técnica depurada y material espe-
cializado, siendo cara y dificil de reproducir en la
practica'®.

El test de apareamiento o método de Poiley®, fue
utilizado por razones econdmicas y porque neutrali-
za las consecuencias perjudiciales del aislamiento de
los animales en el espacio, cuando se realiza su trata-
miento en las cajas. Los apareamientos son realizados
de manera sistematica, de forma que, con una colo-
nia menor, mayor es el numero de grupos, tratando
de mantener el indice de consanguinidad por debajo
del 1% por generacién. Algunos autores que utiliza-
ron el test de apareamiento, al variar la metodolo-
gia, no obtuvieron correlacion entre los distintos re-
sultados. Esta diversidad se debe al nimero de hem-

Discusién

bras utilizadas, al tiempo de apareamiento y al méto-
do de evaluacién del producto final del test: embrio-
nes o crias.

Ryan' y Merimsky?, utilizaron una hembra para
cada macho. Las hembras tenian capacidad fértil co-
nocida, que implica un mayor gasto en tiempo, para
seleccionar las hembras. Banik y col.’, Magdar y col.®
por otro lado, utilizaron una hembra para cada ma-
cho, pero sin capacidad fértil comprobada. Se sabe
que, el factor masculino y el femenino son necesarios
para la gestacion. La posibilidad de una hembra in-
fértil podria cuestionar la confiabilidad del trabajo.
Debido a tal agravante este estudio eliminé la pareja
al momento en que no obtenia gestacion. Otros au-
tores® &1 12131435 ytilizaron dos o tres hembras por
macho durante el test de apareamiento. Esto dismi-
nuyé mucho la probabilidad de una hembra infértil,
pero aumentd el gasto en animales y el numero de
crias. Consecuentemente hay un aumento en los cos-
tos de la investigacion, mayor dificultad en el mane-
jo y gran cantidad de sacrificio de animales.

Respecto al tiempo de apareamiento, se observé
una variacién entre los trabajos de 7, 14, y 23 dias®.
En los estudios de evaluacién por apareamiento hu-
bo también divergencias entre la metodologia. Los
mas realizados son sacrificio y posterior laparotomia
para conteo de embriones™'*'"'>" y parto normal
con conteo de crias’. Este estudio optd por el conteo
de las crias, para eliminar el procedimiento quirdr-
gico y poder utilizar hembras y crias en otros expe-
rimentos.

Debido a los nuevos conceptos de bioética que
preconizan el uso racional de los animales de experi-
mentacién, bajando los gastos y economizando del
nimero de animales, el test de apareamiento es un
método desde el punto de vista bidtico sobrepasado
ya que el nimero de animales sacrificados es extre-
madamente alto. Hay necesidad por lo tanto, de uti-
lizar un método mas racional, pero que mantenga la
especificidad del test de apareamiento. Como la téc-
nica de microaspiracion del esperma de la cola del
epididimo corresponde a un método racional y prac-
tico, se necesitaba evaluar la especificidad de este
método. Como es sabido que el namero y la concen-
tracion espermatica no corresponde completamente
a la capacidad fértil del animal, debido a que pueden
interferir otros factores.
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Los resultados referentes a motilidad y concentra-
cion espermatica fueron semejantes con la técnica de
micoraspiracion de esperma descripta'®, sin diferen-
cias significativas, mostrando que es reproducible.

Al analizar la correlacion entre el numero de crias
con la motilidad y la concentracion espermatica, no
se observé ninguna asociacion. Tampoco fue observa-
da asociacion alguna al correlacionar la motilidad y
la concentracion espermatica, demostrando que la
microaspiracion del esperma de la cola del epididimo
es una técnica practica, pero no se presta para la ob-
tencion de una relacién entre la motilidad y concen-
tracion espermatica con la capacidad fértil del ani-
mal. Por lo tanto, no hay correlacion entre los para-
metros seminales de la rata, obtenidos por la técnica
de microaspiracion del epididimo con el test de apa-
reamiento.
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