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Efecto de Cuatro Métodos de Separacion Seminal sobre la Cali-
dady laCapacidad Fertilizante in vitro de Espermatozoides
Equinos Criopreservados

EFreCT oF FOUR SPERM SEPARATION METHODS ON QUALITY AND IN Vitro FERTILIZING
CAPACITY OF CRYOPRESERVED STALLION SPERMATOZOA

Elizabeth Varela G.t, Juan Esteban Duque C.!, Ménica Ramirez H.2,
Daniel Ocampo V.}, Juan David Montoya P.!, Giovanni Restrepo B.}?

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de cuatro métodos de separa-
cién seminal sobre la calidad y la capacidad fertilizante in vitro de espermatozoides
equinos criopreservados. Se utilizaron pajillas de semen equino criopreservado para la
separacion espermatica a través de los métodos Androcoll, CushionFluid, EquiPure y
Percoll. Mediante un sistema analizador de clase (SCA®) se evalud la motilidad total,
motilidad progresiva, velocidad curvilinea, velocidad lineal y velocidad media, y por
microscopia de fluorescencia se determinaron los acrosomas intactos y la vitalidad
espermatica. La evaluacion de la capacidad fertilizante in vitro se realizd mediante la
fertilizacién in vitro de oocitos bovinos con espermatozoides obtenidos en cada método
de separacion. El clivaje se determiné después de tres dias de cultivo in vitro. Los
resultados se analizaron mediante modelos lineales generalizados (GLM) y las medias
para los diferentes métodos se compararon usando la prueba de Tukey. El CushionFluid
fue superior para la mayoria de pardmetros de movilidad espermatica, asi como para
acrosomas intactos (p<0.05). Se encontraron medias superiores de vitalidad espermatica
para EquiPure y Percoll (p<0.05), pero no se encontrd diferencia entre las medias de
clivaje entre tratamientos. Se concluye que el semen equino criopreservado y selecciona-
do por el método CushionFluid presenta mejores parametros de calidad espermatica
respecto a los otros tres métodos; sin embargo, no se evidencia diferencia entre ellos
para la capacidad fertilizante in vitro de los espermatozoides.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of four separation methods on
seminal quality and in vitro fertilizing capacity of equine cryopreserved spermatozoa.
Straws of equine cryopreserved semen were used for sperm separation through the
Androcoll, CushionFluid, EquiPure and Percoll methods. A Sperm Class Analyzer (SCA®)
system was used to determine total motility, progressive motility, curvilinear velocity,
linear velocity and average path velocity. Also, intact acrosome and sperm vitality were
evaluated by fluorescence microscopy. In vitro fertilizing capacity was assessed by in
vitro fertilization of bovine oocytes with spermatozoa obtained by each separation method.
Cleavage rates were determined after three days of in vitro culture. The results were
analyzed using generalized linear models (GLM) and means of the four methods were
compared using the Tukey test. The CushionFluid was superior for most parameters of
sperm motility as well as for intact acrosome (p<0.05). Higher means of sperm vitality
were obtained with EquiPure and Percoll (p<0.05), but no difference were found on cleavage
rates between treatments. It was concluded that cryopreserved stallion semen selected
by the CushionFluid method had better sperm quality compared to the other three methods;
however no difference was evident between them for in vitro fertilizing capacity of

spermatozoa.

Key words: semen quality, centrifugation, cryopreservation, in vitro fertilization

INTRODUCCION

Implementar la biotecnologia en los sis-
temas de produccion permite mejorar el ren-
dimiento y la salud animal (Uffo, 2011). Esto
cobra importancia para la especie equina,
especialmente en los casos de crianza de
caballos con fines deportivos y de recreacion,
dado que tienen una gran trascendencia eco-
ndmica, razon por la cual los investigadores
buscan y evallan nuevas y mejores tecnolo-
gias para esta especie (Gordon, 2008).

El semen equino puede ser utilizado en
procesos de reproduccion asistida con fines
de mejoramiento genético (Bailey et al.,
2000), pero la baja calidad del semen
criopreservado limita su utilizacion (Ball,
2008). Entre las técnicas utilizadas para au-
mentar la calidad seminal, se encuentran la
separacion del plasma seminal (Aurich, 2008),
los métodos ‘swim-up’ o ‘swim-down’; la fil-
tracion con lana de vidrio o con Sephadex
(Neild, 2013) y la centrifugacién con
gradientes de densidad (DGC) o de una capa
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(SLC), las cuales aumentan la supervivencia
espermatica (Morrell et al., 2008).

Se dispone de varios métodos para la
mejora de la calidad seminal en el equino
(Sieme et al., 2003; Mancil et al., 2010;
Morrell, 2011) y lograr una mayor eficiencia
en la seleccion espermatica posterior a la
criopreservacion (Hoogewijs et al., 2011). El
objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de los métodos de separacion seminal
Androcoll, CushionFluid, EquiPure y Percoll
sobre la calidad y la capacidad fertilizante in
vitro de espermatozoides equinos criopre-
servados.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd entre agosto y no-
viembre de 2014, en el Laboratorio de
Biotecnologia Animal del Politécnico Colom-
biano Jaime Isaza Cadavid (Bello, Antioquia,
Colombia). Se utilizaron pajillas de un mismo
lote de semen congelado de un caballo de la
raza Criollo Colombiano.
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Coleccién y Procesamiento del Semen

Se colect6 el semen de un equino
(Equus caballus) de la raza Criollo Colom-
biano, de 7 afios de edad, con fertilidad com-
probada con crias nacidas vivas y con una
condicion corporal de 6 (escala 1-9) (Warren,
2009). La coleccion se realizé empleando una
vagina modelo Missouri (Minitube,
Tiefenbach, Alemania), lubricada con gel no
espermicida y sobre una yegua con la finali-
dad de aumentar la estimulacion sexual. La
fraccion en gel del eyaculado fue removida
por filtracion. El eyaculado colectado fue
evaluado en condiciones de campo, presen-
tando un volumen de 76 mL, una concentra-
cion de 230 x 108 espermatozoides/mL, eva-
luada por espectrofotometria (Spermacue®,
Minitube, Tienbach, Alemania) y una movili-
dad espermatica de 80%, evaluada por
microscopia. Posteriormente, el semen fue
diluido en proporcion 1:1 en diluyente
EquiPro® (Minitube, Tiefenbach, Alemania),
precalentado a 37 °C. Luego el semen fue
transportado hacia el laboratorio en condi-
ciones de refrigeracion a 5 °C en un disposi-
tivo de transporte Equitainer® (Hamilton
Researh Inc.) (Pagl et al., 2006; Vlasiu et
al., 2008).

La criopreservacion del semen se rea-
liz6 mediante un protocolo modificado de con-
gelacion (Medeiros et al., 2002: Bustamante
et al., 2009). El semen fue centrifugado a
1200 g por 15 min Yy el sobrenadante fue des-
cartado. El precipitado fue suspendido en
diluyente EquiPro® suplementado con 4% de
yema de huevo y 5% de N,N-dimetil-
formamida (Sigma-Aldrich), en cantidad su-
ficiente para una concentracion final de 100
x 10° espermatozoides por mL. Posterior-
mente, el semen fue mantenido en refrigera-
cionab °C por 30 miny empacado en pajillas
de 0.5 mL en un sistema de empaque y sella-
do por ultrasonido MRS1 Dual (IMV,
Minnesota, EEUU). Las pajillas fueron so-
metidas horizontalmente a vapores de nitré-
geno liquido (LN,) por 15 min y finalmente
almacenadas en un tanque para LN,
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Separacion de Espermatozoides

Se realizaron cinco procesos de sepa-
racion y evaluacion seminal. Para cada pro-
ceso se descongelaron un total de ocho pajillas
(4 mL de semen) en agua a 37 °C durante 1
min. Posteriormente, se emplearon cuatro
métodos de separacion de espermatozoides,
utilizando 1 mL de semen para cada uno.

Los métodos de separacion seminal em-
pleados se realizaron siguiendo las recomen-
daciones de uso de cada fabricante y fueron
los siguientes:

- CushionFluid. Se deposité 1 mL de se-
men descongelado en un tubo de centri-
fuga. Se afiadio 1 mL de CushionFluid™
(Minitube, Tienbach, Alemania) en el
fondo del tubo, se centrifugd a 1000 g
durante 15 min. Posteriormente, se eli-
mino el sobrenadante y los esperma-
tozoides fueron resuspendidos en medio
Fert-Talp.

- Androcoll. Se colocaron 2 mL de
Androcoll-E® (Minitube, Tienbach, Ale-
mania) en el fondo de un tubo de centri-
fuga y se agregd 1 mL de semen des-
congelado. Se centrifugd a 300 g duran-
te 20 min. Se elimind el sobrenadante y
el pellet fue resuspendido en Fert-Talp.

- EquiPure. Se deposito 1 mL de
EquiPure™ (Nidacom, MdIndal, Suecia)
en un tubo cénico de centrifuga y se
agregé 1 mL de semen descongelado.
Se centrifug6é a 300 g durante 20 min.
Se retir6 el sobrenadante y el pellet fue
resuspendido en Fert-Talp.

- Percoll. Para el método del gradiente de
Percoll® (Percoll®, Sigma, EEUU) dis-
continuo, el Percoll 45% se preparé se-
gun Garcia y Martinez (2013), pero en
este caso se emplearon 250 pL de
Percoll 90% y 250 uL de Sperm-TALP,
que fueron mezclados suavemente. El
gradiente se elaboré colocando 500 pL
de Percoll 90% Yy sobre este, 500 pL de
Percoll 45%. Se llevo a la incubadora
(38.8 °C) para evitar choques térmicos
y se deposité 500 pL de semen descon-
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gelado sobre las dos capas de Percoll.
Se centrifugd a 300 g durante 20 minu-
tos. El Percoll fue eliminado.

Evaluacién de la Calidad seminal

Se evalud la calidad seminal del semen
descongelado al final de cada proceso para
cada uno de los métodos de separacion en
estudio. Se determind la motilidad total (MT),
motilidad progresiva (MP), velocidad
curvilinea (VCL), velocidad lineal (VSL) y
velocidad media (VAP), mediante el sistema
Sperm Class Analyzer (SCA®) (Microptic,
Barcelona, Espafia), segin Hidalgo et al.
(2005). La vitalidad espermatica (VE) se
evaluo de acuerdo a lo descrito por Gamboa
et al. (2010), usando el kit Live/Dead sperm
viability (Molecular Probes, EEUU) vy la in-
tegridad acrosémica (l1A), como reportaron
Liu et al. (2002), mediante el uso del
fluorocromo FITC-PNA.

Evaluacion de la Capacidad Fertilizante
in vitro

Recuperacion de oocitos

Se colectaron ovarios bovinos en la plan-
ta de beneficio de la Central Ganadera de
Antioquia (Medellin, Colombia), se deposita-
ron en solucion salina (0.9% NaCl)a 30 °Cy
se transportaron en termos (30 min) al labo-
ratorio. Alli se colocaron en bafio Maria a
30 °C, se aspiraron los foliculos de 2 a 8 mm
con una jeringa de 5 mL y una aguja 18g. El
liquido folicular se decant6 por 15 mina 30 °C
en un tubo cénico de 50 mL y el pellet se
empled para seleccionar los oocitos de bue-
na calidad, segun la descripcion de Gardén
(1999) y Vasquez et al. (2009); siendo clasi-
ficados en tres categorias (Shioya et al.,
1988).

Maduracion in vitro de oocitos (MIV)

Los oocitos se lavaron en medio B199,
compuesto de TCM 199 y bicarbonato de
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sodio (25 mM), suplementado con 0.2 mM
de piruvato de sodio, 10 pg/mL de sulfato de
gentamicina y 10% de suero fetal bovino, y
enriquecido con 0.5 pg/mL de FSH, 5.0 pg/mL
de LH y 1 pg/mL de estradiol. Fueron trans-
feridos a cajas de Petri, que contenian gotas
de 70 pL de medio B199 pH de 7.4. Se colo-
caron 15 oocitos/gota, se agregaron 3.5 mL
de aceite mineral y se incubaron por 24 h a
38.5 °C, 95% humedad relativa y 5% de CO,,.

Fertilizacion in vitro (FIV)

La FIV de los oocitos bovinos se reali-
z6 con los espermatozoides equinos seleccio-
nados por los métodos previamente descri-
tos. Para cada método se realizaron entre 2
y 4 repeticiones (segun la disponibilidad de
0ocitos por proceso), donde cada gota con
15 oocitos, sometida a FIV, se tom6 como
una repeticion.

Se prepard el medio Fert-TALP, suple-
mentado con 10 pL/mL de solucién antibidtica,
2 U/mL de heparina, 2 mM penicilamina, 1
mM hipotaurina, 250 mM epinefrina, 1 mM
piruvato y 6 mg/mL albumina sérica bovina
(BSA). En cajas de Petri se colocaron gotas
de 50 L, donde primeramente se habia agre-
gado 35 uL de medio de fertilizacion, 3.5 mL
de aceite mineral y 35 pL de medio. Previo a
la coincubacién de oocitos con
espermatozoides, se evalud el estadio de
maduracion de los ovocitos por medio de la
visualizacion de la expansion de las células
del cumulus (Restrepo et al., 2009).

Se tom6 5 pL de cada muestra de se-
men y se diluy6 en agua para la evaluacion
de la concentracion. Se ajusto el volumen
requerido para obtener una concentracion de
un millén de espermatozoides/gota con la for-
mula C,V =C,V, (Cervantes y Loredo,
2009). Se coincubaron los oocitos y los
espermatozoides por 24 h. Para cada proce-
so se hicieron grupos control de oocitos sin
espermatozoides para estimar partenogéne-
sis.

Rev Inv Vet Per(12015; 26(3): 451-461



Métodos de separacion seminal sobre la calidad espermética de semen equino criopreservado

Cuadro 1. Calidad espermética del semen equino descongelado®

Variable n Media DE Ccv EE Maximo Minimo
MT% 5 73.9 6.2 8.4 2.8 77.8 63.0
MP% 5 54.7 5.4 9.9 24 57.6 45.0
VCL pm/s 5 93.9 4.6 4.9 21 98.7 89.5
VSL pum/s 5 48.2 2.2 4.5 1.0 50.6 46.5
VAP um/s 5 61.4 4.3 7.0 19 66.1 58.2
VE% 5 56.2 9.0 16.0 40 67.0 46.0
Al% 5 88.8 3.7 4.2 1.7 940 84.0

' n: ndimero de procesos (8 pajillas por proceso), Desviacién estandar (DE), Coeficiente de variacién
(CV), Error estandar (EE), Motilidad total (MT), Matilidad progresiva (MP), Velocidad curvilinea (VCL),
Velocidad lineal (VSL), Velocidad media (VAP), Vitalidad espermatica (VE) y Acrosomas intactos (Al)

Cultivo de cigotos

Se utiliz6 el medio de desarrollo CR-1aa
compuesto por 114.6 mM NacCl, 3.08 mM KClI,
26.18 mM NaHCO,, 2.52 mM lactato de sodio,
0.55 mM L-lactato, 0.4 mM piruvato de sodio,
1.5 mg mL* L glutamina, 3 mg mL* BSA-
FAF, 1% solucion de antibiotico antimicoético,
10 uL mL* MEM esencial y 20 uL mL* BME
aminoacidos no esenciales. Se eliminaron las
células del cumulus de los oocitos por pipeteo,
los presuntos cigotos se lavaron tres veces y
se trasladaron a medio de cultivo (dia 1),
empleando gotas de 100 pL cubiertas de 3.5
mL de aceite. Luego se colocaron nuevamen-
te en la incubadora, en las mismas condicio-
nes, hasta el dia 3, cuando se realiz6 la eva-
luacion del clivaje, el cual fue ajustado al res-
tar el porcentaje de partenogénesis.

Andlisis Estadistico

Se empled un disefio completamente al
azar. Los resultados se analizaron mediante
modelos lineales generalizados (GLM) para
cada variable dependiente. Las medias entre
los métodos se compararon usando la prueba
de Tukey (HSD). EI modelo general emplea-
do fue: Y, =+ P+ M + R +e,, donde

ijkl iki?

Y €S la variable dependiente: MT, MP, VCL,
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VSL, VAP, Al, VE o capacidad fertilizante
in vitro (CF); W es la media comdn para la
caracteristica; P, es el efecto fijo del proceso
(1-5); M; es el efecto fijo del método (1-4);
R, es el efecto fijo de la repeticion (1-4) y
€;q €s €l error residual. La MT fue incluida
como covariable en el modelo para la MP y
viceversa. En el modelo de CF se incluyeron
los efectos fijos de las interacciones entre el
método y el proceso (M x P) y entre el pro-
ceso y la repeticion (P x R).

REsuLTADOS Y Discusion

Los resultados de calidad del semen
criopreservado se presentan en el Cuadro 1.
Los valores encontrados fueron superiores a
un estudio previo donde se reporta MT 61.8
+ 139, MP 255 + 154, VCL 55.2 + 19.9,
VSL 36.5 +18.3, VAP 44.6 + 21.5 (Restrepo
etal.,, 2013).

En el Cuadro 2 se presentan los resul-
tados de los modelos ajustados para cada una
de las caracteristicas de calidad seminal y
capacidad fertilizante in vitro. A excepcion
del clivaje, los niveles de variabilidad encon-
trados fueron bajos (CV<20). Se encontr6
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Cuadro 2. Modelos ajustados para las variables de calidad seminal y capacidad fertilizante
in vitro de semen equino congelado®

Variable n Media  DE CV  Méaximo Minimo  R? p <0.05
MT% 20 176 6.9 135 30.8 9.0 090 P,M, MP
MP% 20 6.1 51 19.4 13.3 0.6 095 P, M, MT
VCL pum/s 20 53.0 15.6 11.7 73.8 34.2 0.87 M

VSL pm/s 20 28.5 17.5 19.8 52.9 111 091 P, M
VAP pm/s 20 37.6 18.5 15.1 64.5 18.0 092 P, M

VE% 20 325 75 10.4 48.0 20.0 0.83 P,M
Al% 20 57.1 8.3 55 78.0 45.0 0.88 P,M
CLIV% 20 24.0 14.4 44.8 65.5 0.2 0.78 P

' NGmero de repeticiones (n), Coeficiente de determinacion (R°), Desviacion estandar (DE),
Coeficiente de variacion (CV), Motilidad total (MT), Motilidad progresiva (MP), Velocidad

curvilinea (VCL), Velocidad lineal (VSL), Velocidad media (VAP), Vitalidad espermatica (VE),
Acrosomas intactos (Al), Clivaje (CLIV), Proceso (P), Método (M)

Cuadro 3. Comparaciones de cuatro métodos de separacion seminal (media + d.e.) sobre la
calidad espermatica y capacidad fertilizante in vitro de semen equino

Variable CushionFluid Androcoll EquiPure Percoll
MT% 242 +2.2° 22.0 +6.1% 14.5 + 4.0° 9.9 + 1.0°
MP% 129 +1.3° 8.3+2.9° 23+13° 1.0+ 0.7°
VCL pm/s 710 +3.3 63.1+9.7° 43.0+0.2° 35.8 +3.9¢
VSL pm/s 498 +6.8° 401 +9.2° 13.3+2.3° 11.7 +1.5°
VAP pm/s 61.6 + 8.0% 476 +9.4° 23.6+1.4° 18.7 + 1.6°
VE% 259 +4.1° 34.7+10.2% 31.3+4.0° 37.5+3.9%
Al% 68.3 +5.4° 53.1+5.7" 54.1+1.7° 542 +8.0°
CLIV% 22.0+10.7° 24.0 + 18.4° 217 +14.0° 283 +135°

abed Superindices diferentes dentro de filasindican diferencia estadistica (p<0.05)

! Motilidad total (MT), Motilidad progresiva (MP), Velocidad curvilinea (VCL), Velocidad lineal (VSL),
Velocidad media (VAP), Vitalidad espermatica (VE), Acrosomas Intactos (Al), y Clivaje (CLIV)

un alto nivel de ajuste de los modelos, refleja- Las técnicas de separacion o seleccion
do en altos coeficientes de determinacion seminal se realizan para aumentar la calidad
(R?). Los efectos del proceso (P) y el méto- del esperma, ya que eliminan aquellos
do de separacion (M) explicaron en gran espermatozoides con alteraciones o muertos,
medida la variabilidad encontrada en los mo- pues afectan a los demas, reduciendo asi su
delos (p<0.05). viabilidad (Johannisson et al., 2009). No obs-
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tante, esto no se ha evidenciado en los resul-
tados (cuadros 1y 3). Asimismo, se observo
un efecto perjudicial de la centrifugacion so-
bre los parametros MT, MP, VCL, VSL, VAP,
Al y VE, independientemente del método uti-
lizado. Sin embargo, la seleccion esperméatica
usando CushionFluid fue superior para los
pardmetros MT, MP, VCL, VSL, VAP y Al.

De acuerdo a lo anterior, se podria infe-
rir que el CushionFluid protege en mayor
medida la integridad celular contra las afec-
ciones causadas por la centrifugacion, dado
que aun siendo el tratamiento con mayor fuer-
za de centrifugacion aplicada, de acuerdo a
su modo de uso, mostrd6 mejores resultados
(Cuadro 3). Otros resultados confirman las
bondades de este método (Aurich, 2008).

Aunque en esta investigacion no se eva-
lué la morfologia espermatica, Morrell et al.
(2008), encontraron que la proporcién de
espermatozoides con defectos de cabeza y
cola se reduce en un 60% usando Androcoll
con SLC. Esto es importante, considerando
que los defectos de cola y cabeza perjudican
la motilidad espermatica (Turner etal., 2003,
Malo et al., 2006), lo cual explicaria los re-
sultados de motilidad para Androcoll.

Macias et al. (2009) encontraron que
el Androcoll es atil para mejorar las
subpoblaciones de espermatozoides equinos
con altas velocidades, especialmente, la ve-
locidad curvilinea, aunque no fue evidente en
el presente estudio. No obstante, los resulta-
dos indican que CushionFluid fue el método
que mas conservo los valores de VSL y VAP,
respecto al semen descongelado (Cuadro 3).

Los equinos catalogados como «buenos
congeladores» presentan una MP
posdescongelacion superior a 35%
(Hoffmann et al., 2011). En estudios realiza-
dos con semen fresco de este tipo de equinos,
el CushionFluid tuvo un rendimiento superior
al Androcoll, mientras sucedi lo contrario en
animales catalogados como «pobres conge-
ladores» (Hoogewijs et al., 2011; Morrell
2011). En el presente estudio, el animal em-
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pleado era considerado como «buen conge-
lador» (Cuadro 1), lo cual se refleja, de algu-
na manera, en los resultados obtenidos (Cua-
dro 3).

El EquiPure (DGC) ha sido util para
aumentar la calidad del semen fresco de
equinos subfértiles antes de su
criopreservacion, logrando una mejor calidad
espermatica posdescongelacion (Mancil et
al., 2010), mas no asi en equinos fértiles
(Hoogewijs et al., 2011). Ademas, EquiPure
(SLC) beneficia la seleccion de
espermatozoides con cromatina intacta, au-
menta la motilidad, morfologia normal, poten-
cial de membrana mitocondrial, viabilidad e
integridad de la membrana plasmatica, pero
se obtiene un bajo nimero de espermatozoides
poscentrifugacion (Stoll et al., 2010). Aun-
que en este estudio, la separacion seminal se
hizo posdescongelacion y con semen de un
«buen congelador», se podria inferir que este
producto no potencializa su efecto benéfico
al utilizar un buen material seminal. En otro
estudio, al utilizar EquiPure y Swim-Up se
obtuvo espermatozoides equinos posdescon-
gelacion de mejor calidad con Swim-Up (Ca-
breraetal., 2014). Ademas, Stoll et al. (2013)
reportan MT de 77.88 £ 2.6 y MP de 67.3 =
2.8 con EquiPure (SLC) posdescongelacion,
cifras que son superiores a las presentadas
en esta investigacion para los métodos SLC
(CushionFluid, Androcoll y EquiPure).

Urrego et al. (2008) reportan que, en
espermatozoides bovinos, la centrifugacion a
700 g por 10, 30 0 45 min con gradiente de
Percoll, afecta al ADN y cuando se realiza
por 45 min reduce, ademas, la integridad de
la membrana plasmatica. Las lesiones en el
ADN, debido a las altas concentraciones de
especies reactivas de oxigeno (ERO), pue-
den producir un aumento en la fragmenta-
cion del ADN y una disminucion drastica de
la motilidad (Duru et al., 2000). Teniendo en
cuenta la fuerza y el tiempo empleados en
este estudio para las centrifugaciones con
Percoll y los demas métodos, es posible que
se haya ocasionado dafios en el ADN.
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La evaluacion de la vitalidad, como in-
dicador de la integridad de la membrana
plasmatica, mostré una reduccion evidente
entre el semen descongelado y el semen se-
leccionado por los cuatro métodos, siendo el
Percoll el que presenté una menor reduccion
para este parametro.

Segun Magistrini et al. (1997), las ERO
estan relacionadas con las alteraciones en
vitalidad, lo cual podria explicar las diferen-
cias entre los métodos empleados, a pesar de
presentar resultados contrarios para otras
variables de motilidad, cinética y Al (Cuadro
3). Por otro lado, se ha reportado que, en
bovinos, al emplear una columna de Percaoll,
este selecciona espermatozoides con bajos
niveles de Al (Gardédn et al., 2001). Los re-
sultados encontrados concuerdan con Sieme
et al. (2003), quienes aseguran que el Percoll
no mejora la calidad espermética en
eyaculados equinos «normales».

No se encontr6é un efecto benéfico de
los métodos de separacion sobre la capaci-
dad fertilizante in vitro del semen (Cuadro
3). Estos resultados concuerdan con otros
donde no se logré incrementar las tasas de
fertilidad luego de procesar el semen con fil-
tracion con Sephadex y centrifugacion en una
capa con Percoll (Nie et al., 2003), ni con
material refrigerado (Alvarenga y Leao, 2002)
o derivado del epididimo (Morris et al., 2002).
Ademas, Garddn et al. (2001) mencionan que
la capacitacion de los espermatozoides se
afecta con la preparacion espermatica.

No obstante estos resultados, Colleoni
et al. (2011) lograron mayores valores de
clivaje y desarrollo hasta blastocistos al usar
espermatozoides de equinos posiblemente
subfértiles seleccionados por Androcoll (SLC)
respecto a los seleccionados por DGC, em-
pleando el procedimiento ICSI. Asimismo,
Campos-Chillén et al. (2007) obtuvieron 42%
de clivaje al fertilizar oocitos bovinos (zona
pelGcida intacta) con espermatozoides
equinos, de los cuales, el 24% desarroll6 has-
ta ocho células, aunque en ese caso no se
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hizo la evaluacién por partenogénesis. En el
presente estudio, las medias para las tasas
de clivaje antes de ser ajustadas por la parte-
nogénesis fueronde 61.1 + 15.5, 56.3 + 14.8,
54.0 £ 11.9 y 53.4 £ 13.3 para Percoll,
Androcoll, CushionFluid y EquiPure, respec-
tivamente, siendo el promedio de partenogé-
nesis para este estudio de 30.2% vy el por-
centaje de desarrollo promedio hasta ocho
células de 35.4%.

CONCLUSIONES

e El semen equino criopreservado, selec-
cionado por el método CushionFluid, pre-
senta mejores parametros de calidad
espermatica, respecto a los métodos
Androcoll, EquiPure y Percoll.

e No se evidencia diferencia en la capaci-
dad fertilizante in vitro de esperma-
tozoides equinos criopreservados selec-
cionados por estos métodos.

LiTeErRATURA CITADA

1. Aurich C. 2008. Recent advances in
cooled-semen technology. Anim Reprod
Sci 107: 268-275. doi: 10.1016/
j-anireprosci.2008.04.015

2. Alvarenga MA, Ledo, KM. 2002.
Hysteroscopic insemination of mares
with low number of frozen thawed
spermatozoa selected by percoll gradient.
Theriogenology 58: 651-653. doi 10.1016/
S0093-691X(02)00897-X

3. Bailey J, Bilodeau J, Cormier N.
2000. Semen cryopreservation in
domestic animals: a damaging and
capacitating phenomenon. J Androl 21:
1-7. doi: 10.1002/j.1939-4640.2000.
tb03268.x

4. Ball BA. 2008. Oxidative stress, osmotic
stress and apoptosis: Impacts on sperm
function and preservation in the horse.
Anim Reprod Sci 107: 257-267. doi:
10.1016/j.anireprosci.2008.04.014

Rev Inv Vet Per(12015; 26(3): 451-461



10.

11.

12.

Métodos de separacion seminal sobre la calidad espermética de semen equino criopreservado

Bustamante I, Pederzolli C, Sgaravatti
A, Gregory R, Dutra C, Jobim M,
Mattos RC. 2009. Skim milk-egg yolk
based semen extender compensates for
non-enzymatic antioxidant activity loss
during equine semen cryopreservation.
Anim Reprod 6: 392-399.

Cabrera P, Sanchez R, Risopatron, J.
2014. Seleccion espermatica en semen
congelado/descongelado de equino: eva-
luacion de las membranas plasmatica,
acrosomal y potencial de membrana
mitocondrial. Int J Morphol 32: 725-731.
doi: 10.4067/S0717-95022014000200057
Campos-Chillén LF, Barcelo-Fimbres
M, Carnevale EM, Seidel Jr GE.
2007. Use of bovine oocytes to evaluate
in vitro fertilizing capacity of equine
sperm. Theriogenology 68: 515-516. doi:
10.1016/j.theriogenology.2007.05.036
Cervantes Nemer BV, Loredo
Enriquez, J. 2009. Manual pedag6gi-
co de practicas de quimica general en
microescala. 3% ed. México: Universidad
Iberoamericana. 39 p.

Colleoni S, Lagutina I, Lazzari G,
Rodriguez-Martinez H, Galli C,
Morrel JM. 2011. New methods for
selecting stallion spermatozoa for assisted
reproduction. J Equine Vet Sci 31: 536-
541. doi: 10.1016/j.jevs.2011.03.009
Duru N, Morshedi M, Oehninger S.
2000. Effects of hydrogen peroxide on
DNA and plasma membrane integrity of
human spermatozoa. Fertil Steril 74:
1200-1207.

Gamboa S, Rodrigues AS, Henriques
L, Batista C, Ramalho-Santos J. 2010.
Seasonal functional relevance of sperm
characteristics in equine spermatozoa.
Theriogenology 73: 950-958. doi:
10.1016/j.theriogenology.2009.11.023
Garcia J, Martinez JL. 2013.
Implementacion de un protocolo de fer-
tilizacion in vitro en bovinos en el labo-
ratorio de reproduccion animal de
Zamorano. Tesis de Ingeniero Agréno-
mo. Tegucigalpa: Escuela Agricola Pa-
namericana. 27 p.

Rev Inv Vet Per(12015; 26(3): 451-461

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Gardén JC. 1999. Utilizacién de
antisuero H-Y para sexar embriones bo-
vinos en diferentes estadios del desarro-
llo embrionario, obtenidos por fertiliza-
cion in vitro. Tesis de Doctorado. Cor-
doba: Univ de Cérdoba. 135 p.

Gardon JC, Matés C, Gadea J. 2001.
Efecto del protocolo de preparacion de
espermatozoides bovinos sobre el patrén
de reaccion acrosomica. An Vet (Mur-
cia) 17: 19-26.

Hidalgo M., Rodriguez I, Dorado J,
Sanz J, Soler C. 2005. Effect of sample
size and staining methods on stallion
sperm morphometry by the Sperm Class
Analyzer. Vet Med-Czech 50: 24-32.
Hoogewijs M, Morrell J, Van Soom A,
Govaere J, Johannisson A, Piepers S,
De Schauwer C, et al. 2011. Sperm
selection using single layer centrifugation
prior to cryopreservation can increase
thawed sperm quality in stallions. Equine
Vet J 43(Suppl 40): 35-41. doi: 10.1111/
j-2042-3306.2011.00489.x
Johannisson A, Morrell JM, Thorén
J, Jonsson M, Dalin A-M, Rodriguez-
Martinez H. 2009. Colloidal
centrifugation with Androcoll-E™
prolongs stallion sperm motility, viability
and chromatin integrity. Anim Reprod Sci
116: 119-128. doi: 10.1016/j.anireprosci.
2009.01.008

Liu DY, Martic M, Clarke GN,
Grkovic I, Garret C, Dunlop ME,
Baker HW. 2002. An anti-actin
monoclonal antibody inhibits the zona
pellucida-induced acrosome reaction and
hyperactivated motility of human sperm.
Mol Human Reprod 8: 37-47. doi:
10.1093/molehr/8.1.37

Hoffmann N, Oldenhof H, Morandini
C, Rohn K, Sieme H. 2011. Optimal
concentration of crioprotective agents for
semen from stallions that are classified
«good» or «poor» for freezing. Anim
Reprod Sci 125: 112-118. doi: 10.1016/
j-anireprosci.2011.03.001

459



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

460

E. Varela et al.

Macias Garcia B, Gonzalez-
Fernandez L, Morrell JM, Ortega
Ferrusola C, Tapia JA, Rodriguez
Martinez H, Pefia FJ. 2009. Single-
layer centrifugation through colloid
positively modifies the sperm
subpopulation structure of frozen-thawed
stallion spermatozoa. Reprod Domest
Anim 44: 523-526. doi: 10.1111/j.1439-
0531.2008.01276.x

Magistrini M, Guitton E, Levern Y,
Nicolle JC, Vidament M, Kerboeuf D,
Palmer E. 1997. New staining methods
for sperm evaluation estimated by
microscopy and flow cytometry.
Theriogenology 48: 1229-1235.

Malo AF, Gomendio M, Garde J,
Lang-Lenton B, Soler AJ, Rolda ER.
2006. Sperm design and sperm function.
Biol Lett 2: 246-249. doi: 10.1098/
rsbl.2006.0449

Mancill SS, Love CC, Brinsko SP,
Edmond AJ, Foster ML, Teague SR,
Waite JA, et al. Effect of density
gradient centrifugation on cryopreserva-
tion of equine spermatozoa. Anim
Reprod Sci 121: 208-209.

Medeiros A, Gomes G, Carmo M,
Papa F, Alvarenga M. 2002.
Cryopreservation of stallion sperm using
different amides. Theriogenology 58:
273-276. doi: 10.1016/S0093-691X(02)-
00898-1

Morrell JM, Dalin AM, Rodriguez-
Martinez H. 2008. Prolongation of
stallion sperm survival by centrifugation
through coated silica colloids: a
preliminary study. Anim Reprod 5: 121-
126.

Morrell JM. 2011. Biomimetics in
action: practical applications of single
layer centrifugation for equine breeding.
J Vet Sci Technol 2: 107. doi:10.4172/
2157-7579.1000107

Morris L, Tiplady C, Allen WR. 2002.
The in vivo fertility of cauda epididymal
spermatozoa in  the  horse.
Theriogenology 58: 643-646. doi:
10.1016/S0093-691X(02)00742-2

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Neild D. 2013. Métodos de analisis de
semen y su relacion con la fertilidad
equina. Spermova 3: 122-124.

Nie GJ, Johnson KE, Wenzel JGW.
2003. Pregnancy outcome in mares
following insemination deep in the uterine
horn with low numbers of sperm selected
by glass wool/Sephadex filtration, percoll
separation or absolute number. Anim
Reprod Sci 79: 103-109. doi: 10.1016/
S0378-4320(03)00086-1

Pagl R, Aurich J, Muller-Schlosser F,
Kankofer M, Aurich A. 2006.
Comparison of an extender containing
delined milk protein fractions with a skim
milk-based extender for storage of equine
semenat 5 °C. Theriogenology 66: 1115-
1122. doi: 10.1016/j.theriogenology.-
2006.03.006

Restrepo Betancur G, Gobmez
Oquendo J, Vasquez Araque N,
Giraldo Giraldo JJ. 2009. Evaluacion
de la maduracion in vitro de oocitos
equinos madurados en presencia de sue-
ro fetal bovino y fluido folicular equino.
En: Encuentro Internacional de Investi-
gacion, Tecnologia y Medio Ambiente.
Medellin: Politécnico Colombiano Jaime
Isaza Cadavid.

Restrepo G, Ocampo D, \elasquez A.
2013. Evaluacion de la movilidad del se-
men criopreservado de caballos criollo
colombiano por un sistema analizador de
clase. Rev UDCAAct Div Cient 16: 445-
450.

Shioya Y, Kuwayama M., Fukushima
M, lwasaki S, Hanada, A. 1988. In
vitro fertilization and cleavage capability
of bovine follicular oocytes classified by
cumulus cells and matured in vitro.
Theriogenology 30: 489-496.

Sieme H, Martinsson G, Rauterberg
H, Walter K, Aurich C, Petzoldt R,
Klug E. 2003. Application of techniques
for sperm selection in fresh and frozen-
thawed stallion semen. Reprod Dom
Anim 38: 134-140. doi: 10.1046/j.1439-
0531.2003.00416.x

Rev Inv Vet Per(12015; 26(3): 451-461



35.

36.

37.

38.

39.

Métodos de separacion seminal sobre la calidad espermética de semen equino criopreservado

Stoll A, Love CC, Ball BA. 2010. Use
a single-layer density centrifugation to
reduce the number of DNA-damaged
sperm and enhance sperm quality in
cryopreserved-thawed stallion semen.
Anim Reprod Sci 121S: S163-S164.
Stoll A, Love CC, Ball BA. 2013. Use
of a single-layer density centrifugation
method enhances sperm quality in
cryopreserved-thawed equine sperma-
tozoa. J Equine Vet Sci 33: 547-551. doi:
10.1016/j.jevs.2012.08.009

Turner RM. 2003. Tales from the tail:
what do we really know about sperm
motility? J Androl 24: 790-803.
doi: 10.1002/j.1939-4640.2003.tb03123.x
Uffo O. 2011. Produccion animal y
biotecnologias pecuarias: nuevos retos.
Rev Salud Anim 33: 8-14.

Urrego R, Rios A, Olivera M,
Camargo O. 2008. Efecto de la
centrifugacion sobre la membrana

Rev Inv Vet Per(12015; 26(3): 451-461

40.

41.

42.

plasmatica y el ADN de espermato-
zoides bovinos. Rev Colomb Cienc Pec
21:19-26.

Vésquez Araque N, Gémez Oquendo
J, Alvarez Balvin JC, Chavarria NA.
2009. Comparacion de dos métodos de
incubacion sobre la maduracion in vitro
de oocitos bovinos. Rev Politécnica 5:
26-32.

Vlasiu T, Groza I, Morar |, Catana R.
2008. The effect of different freezing
procedures on sperm head morphometry
installions. Bulletin UASVM, \eterinary
Medicine 65: 146-151.

Warren L. 2009. Feeding the stallion.
Alberta Agriculture and Rural
Development, USA. AGRI-FACTS.
[Internet]. Available in: http://
wwwl1.agric.gov.ab.ca/$department/
deptdocs.nsf/all/agdex9622/$FILE/
feeding-the-stallion.pdf

461



