EVOLUTION OF THE WEIGHT OF THE OVARIAN
STRUCTURE DURING THE GESTATION OF THE COW
AND ITS RELATION TO THE DIOESTRUS PHASE

SUMMARY

In the present investigation, a study is carried out on the statistical variations which
ocoured in the evolution of the weight of the ovarian structures during the gestation of
the cow and its relation to those of the dioestrus phase. It is confirmed that there are
no statiscally signicant differences between the total weight of the ovaries of gestating
and non gestating cows, however the weinght of the Corpus luteum of gestating cows

is significantly greater than that found in the cows in Dioestrus phase.

The weight of the ovarian structures during gestation icreases between the second
and.founh months, and diminishes significantly in the fifth month. From then on. it is
Stab.llized until the end of gestation. In this way, a significant increase in the content of
follicular liquid is confirmed during the first month of gestation, specially apreciable

in the left ovary.
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ADICION DE PROSTAGLANDINAS AL SEMEN
DESCONGELADO DE MORUECO. VALORACION DE
SU EFECTO SOBRE EL ACROSOMA ESPERMATICO
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INTRODUCCION

En la actualidad, y como consecuencia de numerosas investigaciones llevadas a
cabo en las diferentes especies domésticas, se considera la integridad acrosémica como
un parametro basico en la evolucién de la capacidad fecundante del material seminal,
mds importante incluso que la motilidad espermatica, tal y como afirman Smorag y
Kareta '° para ¢l semen de morueco y Strzezek y Slaweta '® para el semen de verraco.

Pursel et al. 1213 en el verraco, Saacke et al. ¥ en el toro, Hurtgen et al. 8 en el caba-
llo, Helleman et al. 7 en el conejo y Lu Zhao-Qi ? en el morueco, contrastan este he-
cho al encontrar una correlacion positiva, y altamente significativa en la mayoria de
los casos, entre fertilidad e integridad acrosémica.

Un hecho perfectamente probado es que el acrosoma resulta dafiado, en mayor 0
menor grado, durante el proceso de conservacion a largo plazo del material seminal
mediante congelacidn. Asti et al. 3, mediante microscopia electronica, constatan como
la congelacion produce lesiones en el acrosoma de morueco, lesiones que son mucho
mas severas en relacion al semen de toro sometido al mismo proceso 2!, Srivastava y
Kalra'” y Tornov et al. ', demuestran un descenso substancial de la capacidad enzi-
matica de los acrosomas de células espermaticas de morueco, tras ser sometidas
éstas a un proceso de congelacion.

El aumento de la tasa de acrosomas alterados, junto a la consiguiente disminucion
de la capacidad enzimatica de los espermatozoides, son hechos que justificarian sobra-
damente los bajos indices de fertilidad que se obtiene en la I. A. utilizando semen des-
congelado de morueco.

Este fallo, de cara a la fertilidad, que presenta el semen descongelado de morueco,
se ha intentado paliar de diversas formas. Dentro de ellas podriamos sefialar el uso de
estimulantes espermaticos.

(1) Dpto. de Patologia Animal: Sanidad Animal
(2) CENSYRA. Valdepenas

An. Fac. Vet. Leon. 1986, 32, 315-329
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En este sentido, y con pruebas realizadas «in vitro», nosotros hemos comprobado
como, si bien la suplementacién con cafeina mejora las tasas de motilidad individual
de los espermatozoides descongelados de morueco, esta substancia determina un au-
mento del porcentaje de acrosomas alterados presentes en las muestras seminales tra-
tadas .

Basados en este hecho, y teniendo en cuenta los resultados que hasta la fecha hemos
podido comprobar con la adicién de prostaglandinas al semen descongelado de mo-
rueco —efectos positivos sobre la M. i., progresién vertical y supervivencia espermati-
ca '?—, abordamos la realizacion de la presente experiencia con vistas a investigar la
posible repercusiéon que la utilizacion de prostaglandinas, en el momento de la des-
congelacion, pudiera tener sobre la integridad acrosémica de los espermatozoides del
semen de morueco. Evidentemente, ello nos permitira evaluar, mas correctamente, la
ldor_leidad de estas substancias en cuanto a su posible uso en la practica de la insemi-
nacion artificial de los ovidos.

MATERIAL

En este trabajo, como en los precedentes de esta linea de investigacion ', se ha
empleado semen congelado en forma de «pellets», procedente de doce moruecos de
raza Manchega.

El.semen, con vistas a su congelacion, fue previamente contrastado, y diluido en un
medio Tes-Tris-Glucosa con un 6% de yema de huevo y un 3% de glicerol 3. Los pe-
lle,ts (0,1 ml) son congelados en dos fases a ~76°C y —196°C, siendo almacenados en ni-
trogeno liquido, durante 18-24 meses hasta el comienzo de las pruebas.

La descongelacion de los pellets, se realiza sobre 1 cc. de diluyente de descongela-
clon, de igual composicién al de congelacion para el grupo de control, y que para los
diferentes 8rupos y subgrupos experimentales lleva ademas las dosis de prostaglandi-
nas correspondientes a cada €aso.

Las prostaglandinas empleadas fueron: F,, (5,10, 15y 20 ug/pellet), E | (25,50 75

v 100 ug/pellet) y E , (10, 20, 30 y 40 ug/pellet).

METODOS
La determinacion Cuantitativa de la tasa de acrosomas alterados se realiza mediante

el u - . . .- . s i
S0 de una técnica de tincion selectiva descrita por Watson 20 cuya metodologia
consiste en-

—Efectuar una ex
al aire,

—F]l V. - e 3
_LJar la extension mediante una solucién salina de formol al 5%.
avar con agua destilada.

~Teifi 16 i6 i i
fir la extensidn con una solucién de Giemsa al 6% (Tabla 1) durante 90 minutos.

~Lavar con a i
gua corriente durante 15-20 min
~Secado al aire, Hios

Una vez tefiidas |
€0 a 400 6 1.000 g
lg muestra, escogi
tipo de alteracion en el acrosoma

El estudi Smi iz |

dio acrosomico se realiza sobre una muestra de semen descongelado, someti-

doaunai 3 i i
¢ imerve;]lnc‘;lbzmon aerobia a 37°C 2, En esta muestra, se efectiian controles sucesivos
0s de 4 horas, hasta que la motilidad espermadtica desaparece.

tension de la muestra seminal sobre un portaobjetos, dejandola secar

as muestras, las preparaciones son observadas al microscopio 6pti-
umentos, estudiandose 100 espermatozoides de distintos campos de
dos al azar, y anotdndose el porcentaje de ellos que presentan algun
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Los grupos experimentales establecidos en base al tipo y dosificacion de prostaglan-
dina o mezcla de prostaglandinas empleadas, quedan patentes en la Tabla I1.

Al grupo control se destina 12 «pellets» (uno de cada morueco), mientras que a
cada grupo experimental corresponden 48 «pellets», 12 a cada subgrupo vy dentro de
cstos uno de cada morueco.

El estudio estadistico de los resultados se realiza mediante la razon de varianza del
estadigrafo correspondiente a una distribucion F, todo ello teniendo en cuenta los gra-
dos de libertad y siguiendo la metodologia descrita por Snedecor '¢. En los casos en los
que ¢l nivel de significacion superaba el 5%, se calculd la «minima diferencia signifi-
cativa» (M. D. S)) al objeto de establecer, detalladamente, entre qué medias concretas,
tomadas dos a dos. existian diferencias de caracter estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, y cuyas medias
quedan reflejadas en las tablas n.>* 3, 4, 5, 6 v 7, muestran claramente como la adi-
cion de prostaglandinas al semen descongelado de morueco, no afecta cuantitativa-
mente a las formas patoldgicas del acrosoma espermatico, constatindose unos valores
porcentuales de estas. muy uniformes en todos los subgrupos experimentales, con va-
riaciones minimas y no existiendo diferencias significativas en relacién a los resulta-
dos obtenidos en el grupo control.

No obstante. v a partir de las cuatro horas de la experiencia, los valores encontrados
para la acrosomia en los grupos suplementados con prostaglandinas, tienden a hacerse
por lo general, ligeramente superiores a los del grupo control, aunque como ya apun-
tamos anteriormente, estas diferencias no son estadisticamente significativas.

En la misma linea de nuestros resultados, se encuentran los que publican autores
como Gustafsson et al. © y Marley et al. '°, quienes constatan el hecho de que la adi-
cion de prostaglandinas al semen de morueco, no determina variaciones significativas
entre las tasas de acrosomas alterados del grupo control y las correspondientes a las
muestras seminales tratadas con prostaglandinas.

No obstante, tal y como han demostrado Memon et al. ' el empleo de prostaglan-
dinas, anadidas al semen por encima de determinados niveles produce un aumento en
el porcentaje de acrosomas alterados. Efectivamente, estos autores, suplementando
con prostaglandinas, previamente a la congelacién, el semen de morueco diluido
(5°C), comprueban como, tras la descongelacion y cuando utilizaban dosis superiores
a los 600 ug/ml de las prostaglandinas F,, v E,, se produce un incremento estadisti-
camente significativo con respecto a los controles en el porcentaje de alteraciones
acrosomicas, porcentaje que aumentaba proporcionalmente al tiempo de exposicion a
las prostaglandinas tras la descongelacion. Memon et al. ! sefialan en el mismo traba-
jo. que los mecanismos, por medio de los cuales las prostaglandinas a dosis masivas
ejercen estos efectos, son por el momento desconocidos.

En una cvaluacion global de nuestros resultados, y los obtenidos por los autores an-
teriormente citados, se puede concluir que la utilizacién de prostaglandinas hasta ni-
veles muy superiores a los fisioldgicos, aunque sin alcanzar determinadas concentra-
ciones que pueden resultar téxicas '', no influyen sobre las estructuras acrosomicas del
semen descongelado de morueco, por lo que y en referencia a este parametro, no exis-
ten inconvenientes de cara a la utilizacion de estas substancias en la inseminacién ar-
tificial en la especie ovina.
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TABLA TABLA III
Solucién giemsa para tincion selectiva de acrosomas. Watson, P. F. 2* Acrosomia (0 horas). Acrosomas alterados (%). Resumen de resultados (medias)
Grupo Control 48,08 ¥ 1,57
Solucién madre de Giemsa 3 ml ! ’
Subgrupo a Subgrupo b Subgrupo Erupo
Tampbén fosfato de Sorensen, pH 7 2 ml & g ¢ S d
| Grupo I 48,75 = 2,41 47,92 %¥1,79 47,25 % 1,56 48,502
Agua bidestilada 35 ml ’ ' ’ . 4 SORSRLize
Grupo II 47,92 1,72 48,58 % 1,92 48,08% 1,67 48,50 % 1,9
TABLAII + SE + 4
Codificacion de grupos y subgrupos Grupo III 48,08 - 1,50 47,75 - 2,04 47,67 - 1,75 47,33 - 2,21
+ -
Grupo IV 47,67 = 1,14 47,58 21,72 49,50 % 2,22 49,08 ¥ 1,53
GRUPO CONTROL + "
Subgrupe Ta 8 yalstlind Grupo V. 47,00 = 1,60 47,832 1,88 48,421 2,17 49,33 % 2,22
i Subgrupo Ib 10 pe/pellet Grupo VI 48,75 X 1,95 48,33 % 1,77 47,25 % 1,19 49,00 1,68
(F2a ) Subgrupo Ic 15 pg/pellet i N
Subgrupo Id 20 }Jg/pellet Grupo VII 49,83 - 1,60 49,50 - 1,59 47,83 2 2,37 48,92 o4 1,73
Subgrupo IIa 25 pg/pellet
GRUPO II Subgrupo IIb 50 pg/pellet
(EIJ Subgrupo Ilec 75 pg/pellet
Subgrupo IId 100 pg/pellet
Subgrupo IIla 10 }Jg/pellet
GRUPO III Subgrupo IIIb 20 pg/pellet
(EE) Subgrupo IIIc 30 pg/pellet
Sub I11d 40 pg/pellet
ubgrupo pe/pelle ) TABLA 1V
Subgrupo IVa 5 pg + 25 pg/pellet Acrosomia (4 horas). Acrosomas alterados (%). Resumen de resultados (medias)
GRUPO IV Subgrupo IVb 10 pg + 50 pg/pellet
(F.. # E.) Sub
2a 1 ubgrupo IVc 15 pg + 75 pg/pellet w
rupo trol =
Subgrupo IVd 20 pg + 100 pg/pellet G Gy 3,42 2,15
Subgrupo Va 5 pg + 10 pg/pellet Subgrupo a Subgrupo b Subgrupo ¢ Subgrupo d
GRUPO v Subgrupo Vb 10 HE + 20 Pg/pellet I 53 + & % 4
(F,, + E)) e 15 pg + 30 pg/pellet Grupo 08 = 1,57 51,92 = 2,15 50,67 1,71 53,42 = 1,77
Subgrupo Vd 20 pg + 40 pg/pellet Grupo IT 53,25 2 1,59 52,00 ¥ 1,41 53,17 £ 2,40 54,92 % 2,09
Subgrupo VIa 25 pg + 10 }Jg/pellet 4
GRUPO VI Subgrupo VIb 50 pg + 20 pg/pellet Grupo III 54,42 = 2,16 52,83 * 2,45 51,92 ¥ 1,94 53,002 2,20
(E
1t Eg) Subgrupo Vic 75 pg + 30 }Ag/pellet Grupo IV 52,75 * 1,83 52,67 + 2,64 52,75 + 1,89 54,17 + 2,05
Subgrupo VId 100 pg + 40 pg/pellet +
+ + +
Subgrupo ViIa 5 pg + 25 pg + 10 pg/pellet Grupo V. 53,92 - 1,78 53,75 = 2,79 53,67 - 2,50 54,83 = 2,28
GR
(FUPO VII Subgrupo VIIb 10 pg + 50 pg + 20 pe/pellet Grupo VI 54,58 * 1,62 56,75 b 1,69 52,75 + 1,59 56,58 ! 1,75
2a * B} + E,) Subgrupo VIIc 15 pg + 75 pg + 30 pg/pellet " . . .
Subgrupo VIId 20 pg + 100 pg + 40 pg/pellet Grupo VII 54,58 - 2,17 54,8321,92 52,83%2,4 54,252%1,72
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TABLA YV
Acrosomia (8 horas). Acrosomas alterados (%). Resumen de resultados (medias)

Grupo Control 58,92 £ 1,42
Subgrupo a Subgrupo b Subgrupo c Subgrupo d
Grupo I 55,83 % 1,48 57,92%2,20 s7,00f1,76 61,33% 1,52
Grupo II 59,50 £ 1,25 59,58 % 2,28 62,08 % 2,48 61,83 % 1,84
Grupo III 59,08 £ 2,19 60,33 2,13 60,67 £ 0,84 59,67 % 1,25
Grupo IV 58,33 £ 1,71 59,50 % 1,96 58,50 % 2,16 60,25 % 2,06
Grupo V. 59,50 £ 1,77 59,67 ¥ 1,65 59,58 % 1,75 60,92 % 2,04
Grupo VI 60,73 £ 2,14 61,67 £ 2,24 60,00 1,80 62,75 % 1,18
Grupo VII 61,58 ¥ 1,92 60,08 % 2,00 59,58 £ 2,59 60,42 ¥ 1,64

Acrosomia (12 horas). Acrosomas alteradzﬁ(gsAR‘é:umen de resultados (medias)

Grupo Control 63,87 X 2,07
Subgrupo a Subgrupo b Subgrupo ¢ Subgrupo d
Grapo I 63,67 % 1,12 62,55 * 1,83 61,11 1,21 64,83 * 1,13
Grupo II 63,62 * 1,74 64,12 X 1,57 64,83 ¥ 3,00 65,001 1,68
Grupo IIT 64,25 % 1,64 63,02% 1,83 65,33 % 1,08 63,25 * 1,88
Grupo Iv 60,67 * 2,82 61,87 X 2,18 66,12 % 1,61 66,43 % 1,24
e Sl ¥ 63,71 ¥ 1,27 64,37 £ 1,71 62,22 ¥ 1,45
Grupo VI 63,14 % 1,17 61,00 ¥ 2,20 63,28 ¥ 2,00 64,8 % 1,34
Crupo VII 63,43 % 2,10 64,11 * 1,53 64,17 £ 1,45 64,00 * 0,96
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TABLA VII
Acrosomia (16 horas). Acrosomas alterados (%). Resumen de resultados (medias)

Grupo Control 63,75 £ 1,93
Subgrupo a Subgrupo b Subgrupo c¢ Subgrupo d
Grupo I 64,67 1,59 64,00% 0,82 65,25 % 0,95 65,5 % 1,02

Grupo II 66,33 = 1,36 66,67 £ 1,42 67,00% 1,04 65,00

Grupo III 61,00 66,00 £ 1,32 63,50 £ 0,20 65,75 * 1,64

Grupo IV 69,75 2 1,04 66,00 % 1,32 66,00 % 3,22 64,50 % 1,83

Grupo V. 65,50 * 1,02 65,67 X 1,83 66,20 * 1,28 67,67 ¥ 1,54

Grupo VI 69,50 X 1,57 66,20 % 2,17 65,40 % 2,76 66,33 * 1,45

Grupo VII 68,50 * 1,57 67,33 % 0,93 67,00 % 1,76 67,50 * 0,61
RESUMEN

Mediante la utilizacién de una técnica de tincion selectiva, se realiza un estudio
cuantitativo de los procesos degenerativos que afectan al acrosoma espermatico en se-
men descongelado de morueco admonado con prostaglandinas. De este estudio se de-
duce que las prostaglandinas F . . E . v E,, anadidas posteriormente a la descongela-
cion y a las dosis descritas pdra la presente experiencia, no determinan variaciones

significativas del porcentaje de acrosomas alterados en relacion al que muestra el gru-
po control.

POST-THAWED RAM SEMEN ADDED TO PROSTA-
GLANDINS: EFFECT ON ACROSOME MORPHOLOGY

SUMMARY

By the use of a selective stain technique, it is made a quantitative study of the dege-
nerative process which affect the sperm acrosome of frozen-thawed ram semcn added
to prostaglandins. From this study is deduced that prostaglandins F;. E; and E,
post—thawing add to the doses described for this experience, do not dc[crmmc mgmf'-
cative variations of the percentage of change acrosomes according to the control

group.
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