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Resumen:

La técnica de centrifugacion de una sola capa (SLC) ha sido desarrollada para seleccionar
la mejor poblacion de espermatozoides en un eyaculado con la finalidad de aumentar las
tasas de fertilizacion mediante la inseminacion artificial o fertilizacion in vitro. Se
procesaron muestras normospérmicos de semen de carnero que contenian 800 y 3000 x
10° espermatozoides/ml (C800 y C3000, respectivamente) utilizando SLC. Se separaron
tres fracciones de espermatozoides en cada muestra y se analizé el rendimiento, la calidad
y las subpoblaciones de espermatozoides en cada una. En las muestras de C800, la tasa
de recuperacion de espermatozoides no vario entre las fracciones. Sin embargo, en las
C3000, la fraccion superior (F1) contenia mas espermatozoides que la fraccion inferior
(F3). La F1 en las C3000 tenia un porcentaje mayor de espermatozoides (53.2 %) que, en
las C800, mientras que en la F2 de las C3000 el porcentaje de espermatozoides
recuperados fue menor (25.2 %) que en la F2 de las C800 (45.4 %). Aplicando los
parametros de motilidad de los espermatozoides se identificaron tres subpoblaciones de
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espermatozoides: SP1, de baja velocidad y sin movimiento progresivo (19.1 %); SP2,
rapidos y progresivos (43.7 %); y SP3, rapidos, pero con movimiento no lineal (37.2 %).
Si bien SLC se ha utilizado para la separacién de espermatozoides en muestras de semen
subdptimas y/o de baja concentracion de espermatozoides, los resultados indican que SLC
no es eficiente en la separacion de diferentes poblaciones de espermatozoides en muestras
normospérmicas de semen de carnero con altas concentraciones de espermatozoides.
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Introduccion

La motilidad es una caracteristica importante relacionada con el avance de los
espermatozoides a lo largo del tracto reproductivo femenino™ y a su penetracion en los
ovocitos. La evaluacion de la motilidad es esencial en la evaluacion de la calidad del
semen y la potencial fertilidad masculina®. Se sabe que los eyaculados de los mamiferos
estan constituidos por un conjunto de células heterogéneas, mas varias subpoblaciones de
espermatozoides. Con el fin de seleccionar los mejores espermatozoides se han
desarrollado muchos procedimientos para reducir la cantidad de residuos, células no
espermatozoides y bacterias en las muestras de semen, asi como para eliminar el plasma
seminal y asi evitar el proceso de la capacitacion temprana®. Este procesamiento del
eyaculado pueda mejorar los resultados de la inseminacién artificial (IA) y es
fundamental en la implementacion de otros procedimientos biotecnolégicos, como la
produccién in vitro y la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides
(intracytoplasmatic sperm injection — ICS1)®. En numerosas especies, Percoll, el cual
consiste en particulas de silice recubiertas de polivinilpirrolidona, fue uno de los coloides
mas utilizados en la separacion de los espermatozoides®”. Sin embargo, su uso se ha
reducido en respuesta a la deteccion de endotoxinas que ejercen un efecto negativo sobre
los espermatozoides. Para superar las deficiencias del Percoll se han disefiado nuevos
medios. Los coloides de silice recubiertos de silano son actualmente las soluciones méas
utilizadas, ya que se ha demostrado que son mas estables y estandarizadas®. Estos
coloides se emplean en una variedad de procedimientos, como la centrifugacion de doble
capa (double-layer centrifugation - DLC) o en una simplificacién de esta técnica llamada
centrifugacion de una sola capa (single-layer centrifugation - SLC)®,

El volumen de una muestra de semen y su concentracién de espermatozoides puede
afectar la eficacia de estos procedimientos®?. En este contexto, DLC se considera poco
practica como medio para procesar eyaculados completos destinados a la IA®. Esta
indicado para los eyaculados oligospérmicos, pero no para las muestras normospérmicas
completas. Una técnica mas facil es SLC, lo cual requiere menos tiempo y se ha utilizado
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ampliamente en equinos®Y. Hay pocos informes sobre su uso en otras especies. Los
estudios llevados a cabo en toros han mostrado que los espermatozoides seleccionados
por SLC exhiben un aumento en la integridad de la cromatina del esperma®? y un alto
potencial de membrana mitocondrial, aunque aumenta la produccion de superoxido®®,
Sin embargo, esta técnica solo mejora la motilidad de los espermatozoides cuando se
procesan muestras de semen de baja calidad®®. Una comparacion entre las fracciones
obtenidas por la centrifugacion coloidal del semen humano muestra que los
espermatozoides aislados en el sedimento inferior mostraban una menor fragmentacion
del ADN espermatico, aunque su longevidad era menor que la del semen puro®®). Estos
hallazgos sugieren que se debe de llevar a cabo un analisis mas profundo a las fracciones
de espermatozoides obtenidas mediante diferentes procedimientos de enriquecimiento o
separacion de espermatozoides con el fin de determinar su eficiencia en términos de la
viabilidad, la concentracion y otros variables.

Los eyaculados que contienen una alta concentracion de espermatozoides (por ejemplo,
los de los rumiantes) dificulta el uso de las técnicas de centrifugacién en capas para
procesar eyaculados enteros“?. Muy pocos estudios han evaluado el efecto de la
separacion coloidal en el eyaculado fresco, entero y normospérmico de carnero. En este
trabajo se utilizaron muestras de semen de carnero que contenian diferentes
concentraciones de espermatozoides. El objetivo fue cuantificar la tasa de recuperacion
de espermatozoides y su calidad, asi como la distribucion de las diferentes subpoblaciones
de espermatozoides moviles en cada fraccion del semen después de la separacion por
SLC.

Material y métodos

Animales y colecta de semen

Para este estudio se utilizaron cuatro carneros maduros de la raza Merino de entre 3y 5
afios de edad. Los animales se alojaron en corrales individuales ubicados en la Diputacion
de Cérdoba (Espafia). Se alimentaron con un concentrado comercial (0.5 kg/dia), heno de
alfalfa, agua y minerales. Se tomaron muestras de semen una vez a la semana durante la
temporada de no reproduccién (marzo-junio) mediante una vagina artificial con una oveja
como celadora. Los eyaculados se mantuvieron a 37 °C y se cuantificaron la motilidad de
la masa (utilizando una escala de 1 a 5; aumento de 40x; Olympus, Tokio, Japdn), la
concentracion de espermatozoides (Accurread, Tecnologias IMV, Francia) y el volumen
del eyaculado. Se utilizaron los eyaculados con una motilidad de masa >4, una
concentracion >3000 x 10° espermatozoides/ml y una motilidad individual >70 %.

Todos los experimentos se autorizaron por el Comité de Bioética de la Universidad de

Cordoba (n. 2018P1/ 29) y se llevaron a cabo de acuerdo con el Reglamento Espafiol de
Proteccion Animal (RD 53/2013), tal y como establece el Reglamento UE 2010/63.
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Disefio experimental

Después de su evaluacion, los eyaculados de los cuatro carneros se diluyeron (1:2) con el
diluyente TCFEY: Tris (33.19 g¢/L), fructosa (9.55 g/L), 10% de yema de huevo
clarificada, &cido citrico (17.29 g/L), penicilina G (4 g/L) y estreptomicina (3 g/L). Se
combinaron en agua bidestilada, se tomaron dos alicuotas de semen y se colocaron en
tubos conicos para centrifugacion (300 xg durante 20 min) (Figura 1). Después de
eliminar el sobrenadante, se afiadio TCFEY hasta alcanzar una concentracion final de 800
x 10° espermatozoides/ml (C800) y 3000 x 108 espermatozoides/ml (C3000). La calidad
de los espermatozoides se evalud en cada concentracion.

Figura 1: Disefio experimental para la evaluacion de la calidad de los espermatozoides
y las subpoblaciones en las diferentes fracciones producidos por SLC de muestras con
concentraciones de 800 y 3000 x 10° esp/ml (C800 and C3000).

[ Colecta de esperma

.

Evaluacion de semen

v

Dilucion en TCFEY ]

v

Semen combinado

~—

: b

[ Fresco ] [ CR00 (K00 x 10° acn/ml ) ] [ 3000 (3000 x 10° esn/mT ) ]

Fl F2 F3 F1 F2 F3
[ I T
[ Evaluacion de los espermatozoides ]

Se prepard SLC a base de silice recubierta de silano (BoviPure y BoviDilute, Nidacon,
Suecia), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Aunque estas soluciones se
desarrollaron para el esperma de toro, se pueden usar también para los pequefios
rumiantes. En resumen, se coloc6 una capa de 1.5 ml de BoviPure al 80% (v/v) en un
tubo cénico de 15 ml. En la parte superior se coloco una capa de una muestra de semen
de C800 o C3000 y se centrifugd a 300 xg por 20 min. Se descartd el plasma seminal
(aprox. 1.5 ml) y se aislaron tres fracciones distintas por muestra: la superior (F1), la
media (F2) y la inferior (F3). Cada fraccion tenia un volumen de aproximadamente 0.5
ml. Se extrajeron utilizando pipetas Pasteur en movimientos circulares. En cada fraccion
de cada muestra se cuantifico la tasa de recuperacion de espermatozoides (TRE), su
calidad (la motilidad, concentracién, viabilidad, morfologia y funcionalidad de la
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membrana del esperma) y las subpoblaciones de ellos. Se replicd el experimento seis
veces utilizando un total de 24 eyaculados.

Tasa de recuperacion de los espermatozoides

Se diluyeron las muestras a 1:200 y se evaluo su concentracion por medio de una camera
de conteo Thoma. Se calcul6 la TRE por cada fraccion usando la formula:

_ conc. post centrifugacion x vol. post centrifugacion

TRE x 100

conc. pre-centrifugacion x vol. pre-centrifugacion
Evaluacién de la motilidad de los espermatozoides

Para evaluar la motilidad de los espermatozoides se diluyeron las muestras con TCFEY
hasta alcanzar una concentracion final de 25 x 10° espermatozoides/ml. Se mantuvieron
las muestras a una temperatura de 37 °C durante 10 min y posteriormente se colocé una
gota (5 pl) de cada muestra en un portaobjetos cubierto con cubreobjetos de 22 x 22 mm.
Se tomaron imagenes a una velocidad de 25 fotogramas por segundo de manera aleatoria
de cuatro campos, 0 hasta alcanzar imagenes de un minimo de 500 espermatozoides. Se
considerd un area de la cabeza de los espermatozoides de entre 10 y 70 pm?. Los
espermatozoides con una velocidad promedia de trayectoria (VAP) >10 um/seg se
clasificaron como mdviles, y los que se desviaron <80 % de una linea recta se clasificaron
como moviles de manera linear. En cada muestra de esperma analizada se midieron diez
pardmetros: motilidad total (TM, %); motilidad progresiva (PM, %), velocidad curvilinea
(VCL, um/seg); velocidad en linea recta (VSL, um/seg); velocidad de la trayectoria
promedia (VAP, um/seq); rectitud (STR, %); linealidad (LIN, %); oscilacion lateral de la
cabeza del espermatozoide (WOB,%); amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
(ALH; um); y frecuencia de latido/cruzamiento (BCF; Hz). Se utilizo el software ISAS
v.1.2 (Proiser, Valencia, Espafia) para la evaluacion de la motilidad de los
espermatozoides.

Evaluacion de la funcionalidad de la membrana de los espermatozoides

Se utilizd la prueba de hinchazon hipoosmotica (HOST)® para medir el estado funcional
de la membrana de los espermatozoides. Se diluyeron 10 ul de cada fraccién de semen en
100 pl de solucién de citrato de sodio hipoosmético (1.351 g de fructosa, 0.735 g de
citrato de sodio y 100 ml de agua bidestilada; 100 mOsmol/Kkg), y se entibié la solucion a
la temperatura ambiente durante 30 min. Después de la incubacion, las muestras se fijaron
en glutaraldehido al 2% y se observaron con microscopia de contraste de fase (aumento
400x). La membrana de los espermatozoides se consideré intacta y funcional cuando la
cola de los espermatozoides exhibia enrollamiento. Se analizaron un total de 200
espermatozoides y los resultados se expresaron como un porcentaje de la endosmosis
positiva.
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Evaluacién de la morfologia de los espermatozoides

Se uso la tincion de hemacolor (Merck, Darmstadt, Alemania) para identificar las
diferentes anormalidades morfoldgicas del esperma®”. Se colocaron 10 ul de semen
sobre un portaobjetos y se tifid siguiendo las indicaciones del fabricante. Se cuantificé el
porcentaje de las anormalidades basado en el conteo de aproximadamente 200 células
espermatozoides (aumento de 1000x) (Olympus, Tokio, Japon).

Evaluacion de la viabilidad de los espermatozoides

La viabilidad de los espermatozoides se evalu6 mediante tincion con eosina-nigrosina®),
En resumen, se disolvieron 0.67 g de Eosin Y (Panreac, Barcelona, Espafia) y 0.9 g de
cloruro de sodio (Panreac, Barcelona, Espafia) en agua bidestilada (100 ml) bajo un
calentamiento suave, y luego se agregaron 10 g de nigrosina (Panreac, Barcelona,
Espafia). Se mezclé una gota de 10 pl de muestra de semen con una gota de 10 pl del
colorante sobre un portaobjetos de vidrio y se realizo el frotis. Para la evaluacion, se
analizaron 200 espermatozoides (aumento de 1000x) (Olympus, Tokio, Japén). Los
espermatozoides se clasificaron como vivos (es decir, con la membrana intacta) cuando
las células no estaban tefiidas, o muertas (es decir, con la membrana alterada) cuando se
tiferon de rosa con eosina. Los resultados se expresaron como porcentaje de
espermatozoides Vvivos.

Analisis estadistico

Los datos se muestran en forma de la media + DE. Se probo la normalidad de los datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilks, y cuando los datos no eran normales se
transformaron. A las variables expresadas como porcentajes (LIN, STR y WOB) se
transformaron en arcoseno, mientras que los que estan expresados como valores absolutos
(VCL, VSL, VAP, ALH y BCF) se transformaron por medio de un logaritmo. Para
identificar la TRE y la calidad de los espermatozoides, se aplicé un ANOVA de una via
para comparar los pardmetros de los espermatozoides en las diferentes fracciones
producidas por SLC, en las dos concentraciones (C800 y C3000), con los valores de
esperma fresco. Se utilizd la prueba post hoc de Bonferroni cuando se detectaron
diferencias significativas entre las fracciones (P<0.05).

Con el fin de identificar las subpoblaciones de espermatozoides especificas en funcién a
los parametros cinematicos, se evalud un total de 20,485 observaciones de semen fresco
y procesado por medio de procedimientos de agregacion. Para comenzar, se realizé un
analisis de componentes principales (PC) de los datos para reducir las ocho variables
estudiadas (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH y BCF) al menor namero de las
combinaciones lineales de las variables iniciales (Ilamados PC) que guardarian la mayor
cantidad de la informacion contenida en las variables originales. Es de esperar que
algunos pocos de las PC explican una alta proporcién de la varianza total. Se utiliz6 el
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método de rotacion varimax y se selecciono el nimero de las PC aplicando el criterio de
Kaiser para identificar aquellos con un valor propio superior a 1. Se utilizd un
procedimiento de agregacion de dos pasos para analizar los indices derivados de los
espermatozoides producidos por los PC. Se identificaron las diferentes subpoblaciones y
se detectaron valores atipicos. Se analizo el tipo de subpoblacién de espermatozoides en
cada muestra de semen y se utilizo la prueba de Ji-cuadrada para comparar las frecuencias
relativas de subpoblaciones dentro de cada muestra (o fraccion) de semen. Los analisis
estadisticos se hicieron con el paquete SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL, EE. UU.).

Resultados

Tasa de recuperacion por SLC

El porcentaje de recuperacion de espermatozoides por SLC en la fraccion que, en teoria,
contendria los mejores espermatozoides (F3) no difiri6 (P>0.05) entre las
concentraciones de C800 (36.1%) y C3000 (27.5%) (Figura 2). En la F1, el porcentaje de
recuperacion fue mayor en las muestras C3000 que en las C800; lo contrario ocurrio en
la F2. En las muestras de C800, no hubo diferencias entre las tres fracciones, mientras en
las de C3000 el porcentaje de recuperacion en la F1 fue mayor que en la F3.

Figura 2: Tasa de recuperacion de espermatozoides (%) en las tres fracciones
producidas por SLC en muestras de semen con concentraciones de 800 y 3000 x 10°
esp/ml; (C800 and C3000)

80 -
70
60 -
50 -
40 1 C800

30 - ¥C3000

20

Tasa de recuperacion de espermatozoides (%)

10 A

F1 F2 F3

* Diferencias (P<0.05) entre las dos concentraciones dentro de la misma fraccion.
A B Diferencias (P<0.05) entre las fracciones dentro de la misma concentracion.
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Evaluacidn de los espermatozoides

Los valores de motilidad que corresponden a los espermatozoides aislados en las
diferentes fracciones no difirieron entre las fracciones ni entre las concentraciones (C800
a

nd C3000) (Cuadro 1).

Cuadro 1: Valores promedios (= DE) de la motilidad y de pardmetros cinematicos para
las fracciones SLC de espermatozoides en muestras de dos concentraciones

Parametros Fraccion C800 C3000
FRESCO SLC FRESCO SLC
F1 89.0+2.0 86.0+ 3.5
™ F2 88.4+6.8 86.5+4.0
F3 895+25 88.5+6.1
(%) 89.8 +
N 8+
Completo 87.9+3.7 3.06
F1 50.3+7.0 48.2+4.8
PM F2 41.7+9.6 56.2+12.2
(%) F3 37.0+18.4 48.4 +20.2
Completo 48.8+12.2 50.2+9.0
121.4 +
+
F1 176 119+5.3
1273 +
+
VeL F2 128 120 +9.7
(um/s) N 129.9 +
F3 133+ 18.6 12.9
1179 + 124.2 +
Completo 111 47
F1 72.2+13.9 69.7+7.1
VSL F2 66.5+12.4 81.8+11.8
F3 69.1+12.3 71.7 £14.6
(um/s) 58.2 1
N 2+
Completo 59.9 +18.6 181
F1 949+ 16.5 9015+74
VAP F2 94.2+15.4 100.2 +6.9
(um’s) F3 96.5+14.5 95.1+12.0
H comojetg 8023% 77.9+
P 18.0 175
LIN F1 50.4+6.3 584+ 35
%) F2 52.2+9.0 68.4+12.3
° F3 529+11.2 56.7 +14.9
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46.6 +
Completo 50.0 +£10.2 129
F1 76.1+£55 76.1+21
STR F2 70.5+5.7 81.3+8.7
(%) F3 71.4+6.9 747+7.38
Completo 72.8+6.3 73.7+£5.8
F1 77.9+4.6 76.8+34
F2 73.7+8.3 83.8+7.8
V;{)Z)B F3 73.5+10.6 74.6 £13.3
62.5+
Completo  66.7 £9.4 123
F1 34x£04 35+£04
ALH F2 3.8+04 3.1+05
(um) F3 39109 39+1.2
Completo 3.78+0.3 43+04
F1 89132 10.3+0.3
BCF F2 89127 10.0+£0.8
(Hz) F3 10.1+4.0 109+2.0
Completo 11.9+0.9 129+1.6

C800= muestra de 800 x 10° esp/ml; C3000= muestra de 3000 x 10 esp/ml; SLC= centrifugacién de una

sola capa; F1= fraccion superior; F2= fraccion media; F3= fraccion inferior; TM= motilidad total; PM=

motilidad progresiva; VCL= velocidad curvilinea; VSL= velocidad en linea recta; VAP= velocidad de la

trayectoria promedio; STR= rectitud; LI=: linealidad; WOB= oscilacion lateral de la cabeza del esperma;
ALH= amplitud del desplazamiento de la cabeza; BCF= frecuencia latido/cruzamiento.

Los resultados de la viabilidad, la morfologia y la funcionalidad de la membrana de los
espermatozoides mostraron que la F3 tuvo los valores mas altos (Cuadro 2), aunque no
fueron diferentes (P>0.05) de los valores de las otras fracciones ni entre las dos
concentraciones.
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Cuadro 2: Los valores promedios (+ DE) de la viabilidad, la morfologia y la
funcionalidad de la membrana de los espermatozoides en las diferentes fracciones SLC
en muestras con dos concentraciones

Parametros Fraccion C800 C3000
FRESCO SLC FRESCO SLC
F1 81.2+ 91.3+
- F2 92.0+ 935+
0,
Viabilidad (%) F3 95.4 + 94.8 +
Completo 89.0+8.9 89.5
F1 61.0+ 835+
F2 80.7 90.3 +
1 0,
Morfologia (%) F3 85.3 + 935+
Completo 87.6+5.1 90.1+ 3.3
F1 64.5 + 75.3
Funcionalidad de la F2 655+ 78.7%
membrana (%) F3 68.3 + 80.7
Completo  65.4 +1.7 80.6 +4.5

C800= muestra de 800 x 10° esp/ml; C3000= muestra de 3000 x 108 esp/ml; SLC= centrifugacion de una
sola capa; F1= fraccion superior; F2= fraccion media; F3= fraccion inferior.

Las subpoblaciones de los espermatozoides

Entre los 20,485 espermatozoides individuales motiles evaluados en este estudio, se
identificaron tres subpoblaciones (Cuadro 3).

Cuadro 3: Los valores promedios (+ DE) de los parametros cinematicos y de velocidad
usados en la caracterizacion de las tres subpoblaciones de espermatozoides identificadas
en las muestras frescas de semen ovino.

VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH BCF
(Hm/s) (pmis) (umis) (%) (%) (%) (um) (Hz)
65,5+ 185+ 389+ 31+ 52+ 60+ 29+ 55+
414 134 27.4 2 2 1 1.7 2.5
121+ 931+ 1069 77+ 87+ 88+ 31+ 94+
36.2 317 +344 1 1 8 1.2 2.8

Subpop. N %

SP1 3,906 19.1

SP2 8,950 43.7

1544 614+ 967+ 40+ 65+ 63+ 54+ 129
SP3 7,629 37.2
’ +352 26.7 26.9 2 2 1 14 £31

1228 671+ 901+ 55+ 72+ 73+ 39+ 10+
+48.6  38.7 39.6 2 2 2 1.8 3.9
VCL= velocidad curvilinea; VSL= velocidad de linea recta; VAP= velocidad de la trayectoria
promedio; STR= rectitud; LIN= linealidad; WOB= oscilacion lateral de la cabeza del esperma;
ALH= amplitud del desplazamiento de la cabeza; BCF= frecuencia latido/cruzamiento.

Total 20,485 100
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En el andlisis de PC se identificaron tres componentes que explicaron un 76.70 % de la
varianza total (Cuadro 4). Los parametros de VCL, VSL y VAP se asociaron con el PC1,
losde STRy LIN con el PC2y el WOB con el PC3.

Cuadro 4: El anélisis de los componentes principales (PC) con ocho parametros del
esperma, utilizando la rotacién varimax

PC1 PC2 PC3
Valor propio 2.55 2.27 1.31
Porcentaje 3191 28.35 16.44
Porcentaje cumulativo 31.91 60.26 76.70
VCL 0.96 0.01 -0.06
VSL 0.70 0.64 0.24
VAP 0.92 0.16 0.29
ALH 0.46 -0.18 -0.28
BCF 0.23 0.13 -0.02
LIN 0.11 0.82 0.53
STR 0.06 0.98 0.15
WOB 0.17 0.39 0.89

Pesos >0.70 estan en negritas.

Los espermatozoides incluidos en la subpoblacion 1 (SP1) mostraron una velocidad méas
baja (basada en VCL, VSL y VAP) que los de las otras fracciones y ninguna motilidad
progresiva (valores bajos de LIN, STR, WOB, ALH y BCF); un total del 19.1 % de los
espermatozoides pertenecian a la SP1. Los que estaban en la SP2 mostraron una velocidad
alta (VCL, VSL, VAP y ALH), una progresividad alta (altos valores de LIN, STR y
WOB) y buenos valores para el ALH y BCF. Se podria definir esta subpoblacion como
constituida por espermatozoides rapidos y progresivos; el 43.7 % de los espermatozoides
pertenecian a la SP2. Los que estaban en la SP3 mostraron valores altos de VCL, ALH y
BCF, pero bajos valores de LIN y STR. Estos espermatozoides se podrian definir como
rapidos y no lineales, y representaron el 37.2 % del total.

En las muestras de C800, la SP3 fue mas alto (P<0.05) en las F2 y F3 que, en la F1,
mientras que las SP1 y SP2 fueron mas altos (P<0.05) en la F1 que en las demas
fracciones (Figura 3). El patron era diferente en las muestras de C3000. La SP2 (rapido y
progresiva) fue méas alta (P<0.05) en la F1 que en las F3 (fraccion selectiva) y F2. La alta
concentracion causé que la mayoria de los espermatozoides en la F3 (la que, en teoria,
contiene los mejores espermas) provenian de la SP3 (rapido y no progresivo).
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Figura 3: Distribucion relativa de las frecuencias
de las subpoblaciones de los espermatozoides en las fracciones de semen producidos
por SLC en las muestras con concentraciones espermaticas de 800 y 3000 x 10° /ml
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ab Djstintas letras entre las fracciones de la misma concentracion indican diferencia (P<0.05).
Discusion

El presente estudio evalu6 la capacidad de separacién de espermatozoides y las
caracteristicas de las fracciones de semen aisladas después de SLC en muestras
normospérmicas de carnero. Con el proposito de confirmar si este procedimiento de
separacién de espermatozoides podria ser eficaz con eyaculados frescos de carnero, se
prepararon las muestras con un volumen de alrededor de 1.5 ml y concentraciones de 800
0 3000 x 10° espermatozoides/ml. Mas aln, el enfoque en ocho parametros cinematicos
permitié la identificacion de tres subpoblaciones de espermatozoides diferentes en los
eyaculados frescos enteros y en las fracciones separadas por SLC.

Se sabe que la centrifugacion del semen puede afectar la motilidad y la integridad de la
membrana en los espermatozoides de pequefios rumiantes®®2%. Sin embargo, el uso de la
centrifugacion combinada con coloides es una opcion prometedora para la seleccién de
los mejores espermatozoides con el propdsito de mejorar los resultados de la IA. Con base
en los parametros aplicados en el presente estudio (motilidad, viabilidad, morfologia y
funcionalidad de la membrana), los resultados sugieren que SLC no produce una
separacion adecuada de los espermatozoides en el semen normospérmico de carnero. Esto
concuerda con un estudio reciente llevado a cabo en ciervo rojo®Y, en el cual se demuestra
que el tipo de coloide utilizado afecta la eficiencia de la técnica SLC, y que DLC ofrece
una mejor capacidad de separacion si las muestras de semen son de baja calidad??.
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De las tres fracciones de espermatozoides aislados por SLC se esperaba encontrar los de
mejor calidad en la F3. Sin embargo, los espermatozoides de esta fraccion no lograron
una mayor motilidad (total y progresiva) que los de las F2 y F1. Los resultados
confirmaron que las anomalias morfoldgicas se reducen mientras los espermatozoides
cruzan las capas coloides, pero las diferencias no fueron significativas. Estos resultados
estan de acuerdo con reportes sobre rumiantes silvestres®® y llamas®¥, en donde no se
encontraron diferencias morfologicas entre los espermatozoides frescos y los separados
en muestras de semen de buena calidad. En otro estudio de esperma de toro, los
procedimientos coloidales aumentaron el numero de espermatozoides con una morfologia
normal en muestras de semen de mala calidad®®. Sin embargo, cuando se utiliz6 SLC
con muestras normospérmicas no se produjo una ventaja en términos de la separacion de
espermatozoides con una morfologia normal.

Los valores de la funcionalidad de la membrana de los espermatozoides no variaron
después de la aplicacion de SLC, no importa la concentracion de los espermatozoides
(C800 o C3000). Aparentemente, la aplicacion de SLC no excluy6 de manera eficaz a los
espermatozoides con una funcionalidad de membrana, una morfologia y/o una viabilidad
de bajo nivel. Esto concuerda con los resultados de la separacion del semen de equinos
por medio de SLC usando Androcoll®®. Otros estudios sobre el semen normospérmico
de toro no hallaron un efecto de SLC en comparacion con muestras no tratadas®.

Segun el conocimiento de los autores, este es el primer estudio en analizar las
subpoblaciones de espermatozoides de carnero en diferentes fracciones de semen
producidas por la SLC. Se confirmd que los eyaculados de carnero contienen
subpoblaciones de espermatozoides heterogéneas. Estos determinan la fertilidad, ya que
el éxito reproductivo post inseminacion ocurre mediante la seleccion natural de los
espermatozoides®”). Se puede mejorar la fertilidad que ofrece un eyaculado por medio de
procedimientos como la seleccion de espermatozoides con la centrifugacion usando los
coloides. Con base en investigaciones previas®®??, y después de la evaluacion de
pardmetros cinematicos individuales en muestras de espermatozoides de carnero en el
presente estudio, se pudieron identificar tres subpoblaciones distintas con caracteristicas
diferenciales. Como es de esperar en los eyaculados normospérmicos, la subpoblacién
gue mostraba espermatozoides con motilidad baja y no progresiva (SP1) representaba la
proporcion mas chica en la muestra de semen (19.1 %). Por el contrario, la SP2
(clasificado como rapida y progresiva) representaba el 43.7 %, la subpoblacion maés
grande. Finalmente, la SP3 (rapidos, no lineares) tenia altos valores de VLC y ALH, bajo
valores de LIN y STR, y representaba un 37.2 % de los espermatozoides, lo cual esta de
acuerdo con estudios previos@29),

El procesamiento del esperma de carnero por SLC y el aislamiento de sus diferentes
fracciones no es eficaz en la separacion de la subpoblacion con la mejor motilidad, no
importa la concentracion de los espermatozoides (C800 o C3000). Por ejemplo, la SP2
no fue la subpoblacion més abundante en la F3, como se esperaba. De hecho, muchos de
los espermatozoides en la SP2 (considerada como la mejor subpoblacion) fueron
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retenidos en la segunda interfaz. Una posible explicacion para este resultado es que el alto
namero de espermatozoides incluidos en la muestra podria haber impedido que otros
espermatozoides Optimos logren nadar hasta el fondo de los tubos®?. En estudios
anteriores®V, se recomienda utilizar SLC para el procesamiento de grandes volimenes de
semen, lo cual sugiere que la alta concentracion de espermatozoides (3000 x 108 esp/ml)
impidio el funcionamiento adecuado de esta técnica. Los resultados presentes concuerdan
con estudios anteriores®®, ya que muestran que las técnicas de seleccion de semen no
mejoran la calidad de los espermatozoides en muestras de semen no estresadas.

Conclusiones e implicaciones

La centrifugacion coloidal no es un método eficaz en la seleccion de espermatozoides en
muestras que contienen una alta concentracion de espermatozoides de buena calidad (es
decir, normospérmicas). En futuros estudios seria informativo aplicar la misma técnica
con muestras de semen de baja calidad para cuantificar la eficiencia de la separacion de
semen de carnero por centrifugacion coloidal. Ademas, sera importante determinar la
capacidad de congelacion de las fracciones de espermatozoides separadas por
centrifugacion coloidal.
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