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RESUMEN: Los procedimientos de criopreservacion inducen cambios morfofuncionales en los espermatozoides. Es importan-
te post descongelacion espermética utilizar procedimientos de seleccién que permitan recuperar espermatozoides altanaleste funcio
El objetivo del presente estudio fue comparar la eficiencia del Swim-up y Equipure® en la seleccién de espermatozoides &mciona
semen descongelado de equino. Semen de 4 potros reproductores Criollos Chilenos (A, B, C y D), fueron descongeladosteeparadamen
y procesados (n=15) por: |.- Swim-up (SU) y II.- Equipure® (EQ). Post descongelacion se determind por citometria dafilipald vi
e integridad de membrana plasmética (SYBR-14/PIl), potencial de membrana mitoc&fsimalJC-1), integridad de la membrana
acrosomal (FITC-PSA/PI). La motilidad progresiva (%) en dos animales fue més alta (P<0,05) por SU comparado con E8)8%6(55,7
v/s 38,1%3,7%) y C (37,57% vs. 322,1%, respectivamente). La integridad de la membrana plasmética (%), tres animales presentaron
diferencias (P<0,05), siendo més alta por SU en dos animales comparado con EQt(A7 54,386,%1,9, C: 36,15,7 vs. 29,448y
D: 34,4:9,4 vs. 52,%5,2; respectivamente), solamente un animal fue superior EQ."Bnel%), diferencias significativas (P<0,05)
fueron detectadas en los cuatro animales, siendo mas altos en SU comparado con E€8(8%69s147,43,3%, B: 59,3412,3% vs.
24,8t1,5%, C: 54,912,3% vs. 43,23,1% y D: 53,+17,6% vs. 37,55,7%; respectivamente). Los resultados obtenidos en el presente
estudio demostraron que los métodos de seleccion espermatica Swim-up y Equipure® permiten recuperar espermatozoides de diferent
calidad funcional en semen congelado-descongelado de equino, presentandose diferencias individuales entre los anineales con resp
a los métodos. Se observo una tendencia del método Swim-up en seleccionar espermatozoides de equino descongelados con mayo
calidad funcional comparado con Equipure®.

PALABRAS CLAVE. Equino; Espermatozoide; Swim-up; Equipure®

INTRODUCCION

La aplicacion de técnicas de asistencia reproductiwdbtenidas con semen fresco o refrigerado, e incluso inferio-
tales como inseminacion artificial (IA) con semen congelaes a la obtenida en otras especies domésticas (Lopez-
do permiten aumentar el potencial reproductivo de Idsernande=zt al, 2007). Es importante sefialar que, existe
equinos (Pojprasatét al, 2011). La criopreservacion deun alto grado de variabilidad en la calidad del semen entre
espermatozoides es de gran relevancia para la industridatemachos e incluso entre los eyaculados de un mismo ani-
reproduccion equina, permitiendo el almacenamiento poral (Dowsett & Knott, 1996) como también en resistir los
periodos de tiempo prolongados y el transporte de semepracesos de congelacién-descongelacién, en términos de su-
lugares distantes (Hoffmaret al, 2011) y utilizar a los pervivencia de los espermatozoides después de la descon-
potros simultdneamente en reproduccion y en competicigslaciéon (Hoffmanret al). Es conocido que los procedi-
(Schobetet al, 2007). A pesar de la creciente demanda cmientos de congelacion y descongelacion inducen una serie
mercial para utilizar semen congelado de equino, la tasadkeefectos nocivos en las células espermaticas y consecuen-
prefiez después de la IA es mas baja comparadas contdasente una baja tasa de prefiez. En equinos, se ha demos-
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trado que inducen fragmentacion del ADN espermaticp b) Motilidad progresiva, porcentaje de espermatozoides
(Baumberet al, 2003), disminucién delam (Brumet que exhiben un movimiento lineal y rapido. En el estudio
al., 2008), dafios en el acrosoma (Atroshcherdtoal, solo se utilizaron muestras con motilidad progresiva >60%
2011) y generacion de ROS espermatico (anién superoxididarcias-Garciat al).
intracelular) (Burnaughkt al, 2007).
Medios. |. Medio de transporte (MT). Para el trasporte
En la etapa de post-descongelacién es importarge utilizé el medio compuesto por 2,4 g de leche
utilizar procedimientos de seleccion de espermatozoidésscremada, 4,9 g de glucosa, 2 ml de NaHCO3, 100,000
que permitan recuperar una poblacion espermatica alid-de penicilina G sddica, 10 mg de estreptomicina, 98 ml
mente funcional, condiciones indispensables para logid& agua desionizada, pH 7,35; 350 mOsm (Pojprasath
tasas Optimas de concepcién. En equinos, varias técniahk Il. Medio de congelacion (MC): A 25 ml medio de
han sido utilizadas, incluyendo las basadas en separadi@msporte se le adicion6é 20 ml yema de huevo, 0,5 ml
por columnas (Sephadex y lana de vidrio) y por gradienguex STM paste [Nova Chemical Sales, Scituate, MA,
de densidad (Sienwt al, 2003; Stuhtmanat al, 2012). USA], 50 ml lactosa al 11%. pH 7,0; 300 mOsm (Pojprasath
Previos estudios en espermatozoides descongeladostel). Ill. Medio modificado de Tyrode (TALP): 72 mM
equino, han demostrado que el Equipure® (Sibkl, NaCl, 25 mM KCl, 25 mM NaHCO3, 0,36 mM NaH2PO4,
2013) y el procedimiento de Swim-up (Siesteal, 2003), 2 mM CaCl-2H20, 0,4 mM MgCI-6H20, 25 mM HEPES,
permiten la separacién de espermatozoides con morfofoimM glucosa, 21,6 mM lactato de sodio y 0,25 mM
gia normal y alta motilidad. En presente estudio se evalpmuvato de sodio, pH 7,4 (Bruet al).
la eficacia de Swim-up y Equipure® en la recuperacion de
espermatozoides descongelados de equino de alta cali@adgelacion y descongelacion del semeEn cada ensa-
con respecto a la integridad de las membranas plasmatigaexperimental (n=15), la congelacién del semen de cada
acrosomal yAm. uno de los potros se realizé de acuerdo a lo descrito pre-
viamente por Ortega Ferrusodd al. El semen fue
centrifugado a 600 x g por 10 min, el plasma seminal eli-
MATERIAL Y METODO minado y el pellet diluido en MC para obtener una con-
centracion ajustada a 200 ¥ #8permatozoides/ml, a tem-
peratura ambiente. Posteriormente, la suspension
Animales. Se utilizaron 4 potros criollos chilenos con edaespermatica fue enfriada gradualmente hasta los 4°C du-
des entre 7-18 afios. Los animales permanecieron en el Créazte 1 hora (0,3 °C/min) y almacenadas en pajuelas de
dero Santa Teresa, Caivico, IX Region de la Araucania, Chilés ml a una concentracion de 200 K d§permatozoides/
y fueron controlados periédicamente por un Médico Vetennl. Las pajuelas fueron colocadas en atmdsfera de vapor
nario, mantenidos con una dieta balanceada en pesebrede yitrégeno liquido (LN2) de manera horizontal a 4 cm
libre acceso al agua. durante 10 min y posteriormente sumergidas y almacena-
das en nitrégeno liquido (-197°C) por una semana para su
Coleccion y transporte del semeha coleccion de las mues- posterior evaluacion. Las pajuelas con semen de cada uno
tras de semen se realizé durante la temporada reproductiealos animales fueron descongeladas en un bafio de agua
septiembre-marzo (Ortega Ferrus@tal, 2010). EI a 37°C por 30 seg. El semen descongelado fue diluido en
eyaculado de cada potro fue obtenido a través dALP a una concentracion ajustada a 200 x 106 células/
estimulacién con una yegua en celo (Fostat, 2011) y el ml. El mismo volumen de suspension espermatica (0,5 ml)
semen fue recolectado en una vagina artificial tipo coloraflee procesado por Swim-up y por centrifugacién por
a de 40-50°C. Posterimente, fue filtrado y diluido (1:3 v/ gradientes Equipure® (Nidacon, International AB,
v) en un medio de transporte (Marcias Gagtial, 2011) Molndal, Sweden), compuesta por: Bottom Layer® (den-
en tubos Falcon de 50 ml y transportado al laboratorio detlad de 80%) y Top Layer® (densidad de 40%).
CEBIOR a una temperatura aproximada de 35°C. El exa-
men microscopico inmediato del semen se realiz6 por dBeleccidén espermatica_a técnica Swim-up se realiz6 de
servacion directa de 1l de muestra depositada en uracuerdo al procedimiento descrito por Sieinal (2003)
portaobjeto y cubierto con un cubre objeto de 22 x 22, enn algunas modificaciones. Una alicuota de 0,5 ml (vo-
un microscopio de luz 6ptica (Axiolab drd, KT 450905lumen inicial) de suspension espermatica descongelada fue
Zeiss) con aumento de 400x. Se categoriz6 el movimiertdolocada en dos tubos (0,25 ml cada uno) que contenian 1
espermatico de acuerdo a descrito previamente por Brinskbde medio TALP. Se incubaron por 30 min a 37°C, en
et al (2011) en: a) Motilidad total, que es el porcentaje derma inclinada. Desde la parte superior de cada tubo se
espermatozoides que tienen cualquier tipo de movimiergatrajeron 0,8 ml de medio, los que fueron mezclados,
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centrifugados a 1000 x g por 10 miny el pellet resuspendidmalisis estadisticoLos analisis estadisticos fueron reali-
en 0,5 ml (volumen final) de TALP. Para la técnica comados con el programa GraphPad Prism®, versién 5
Equipure®, en un tubo Falcon de 15 ml se le agreg6 2 (@raphPad Software, San Diego CA). Los datos que se ob-
de Bottom Layer® (80%) y 2 ml Top Layer® (40%), en lduvieron, para los diferentes parametros funcionales que se
parte superior de la gradiente se depositaron 0,5 ml (vokwalud por citometria de flujo, fueron presentados como
men inicial) de suspension espermatica descongelada.dramediot desviacion estandar (DE). El analisis estadisti-
gradiente de Equipure® fue centrifugada a 400 x g por £6 se aplicaron las pruebas de comparacion multiple de
min. Después de la centrifugacion, el sobrenadante sobnenn’s y e comparacion mdultiple de Tukey para datos
la fraccién espermatica fue cuidadosamente removido. paramétricos, con las muestras seleccionadas por Swim-up
fraccion de espermatozoides fue diluida en 4 ml de TALP Equipure® asi se determiné diferencias entre los grupos,
centrifugada y el pellet resuspendido en 0,5 ml (volumerdemas una prueba t para datos paramétricos y no
final) de TALP. paramétricos para comparar los método por cada animal en
las muestras seleccionadas por Swim-up y Equipure®. Las
Evaluacion funcién espermaticaPost seleccidon se ana-diferencias fueron consideradas significativas para un
lizé la funcién espermatica, los espermatozoides provie<0,05.
nientes de cada uno de los métodos ensayados fueron di-
luidos en medio TALP, centrifugados a 600 x g por 5 min,
se eliminaron los sobrenadantes y los pellets fuer®&ESULTADOS
resuspendidos en medio TALP a una concentraciéon de 1 x
106 espermatozoides/ml. Se utilizaron 0,25 ml de suspen-
sién espermatica para cada tincion. Los protocolos utili- La motilidad progresiva obtenida (Promedi®E)
zados para las tinciones por citometria de flujo han side los espermatozoides al comparar SU y EQ en cada uno
descritos previamente para espermatozoides de equinade los animales, se observé que dos animales presentaron
diferencias significativas (P<0,05) entre ambos métodos,
Viabilidad e integridad dela membrana plasmatica.Se siendo superior la motilidad obtenida por SU: A (%5,8%
utiliz6 SYBR-14/PI [LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit; vs. 38,1%3,7%)y C (37,%7% vs. 322,1%). Sin embargo,
Molecular Probes Eugene, OR, USA] (Hoogevdisal, en los otros dos no se observaron diferencias significativas
2010). (B: 24,2£3,2% vs. 21,82,2% y D: 36,45,3% vs.
37,5t5,2%, respectivamente) (Fig. 1a).
Potencial de membrana mitocondrial AWm). Se utilizé
JC-1 (Ortega Ferrusokt al). Los porcentajes (%, Promedia DE) de
espermatozoides de equinos viables con membrana
Integridad de la membrana acrosomasSe utilizé el Kit plasmatica intacta al comparar SU y EQ no present6 dife-
FITC-PSA/ Pl [Sigma St. Louis MO, USA] (Salazdral, rencia significativa (P>0,05) en un animal B (%2 vs.
2011). En cada ensayo el analisis de cada tincion fue rep&f;6t0,7). Sin embargo, se observé diferencia significativa
do tres veces. en tres animales, siendo superior SU en dos de ellos (A:
54,3t1,7 vs. 36,21,9, C: 36,%5,7 vs. 29,44,8 y D:
Citometria de flujo. Las evaluaciones se realizaron en uf34,4t9,4 vs. 52,%5,2, respectivamente) (Fig. 1b).
citdbmetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA). Las células fueron excitadas Los de espermatozoides de equinos con um&ia
por un laser de argén de 488 nm. Cada analisis consistié&(&) Promedia DE) al comparar SU y EQ se observo en los
la adquisicion de un minimo de 10.000 espermatozoides teratro animales diferencias significativas (P<0,05), siendo
fidos, los cuales fueron cuantificados simultaneamente panayor en SU (A: 69:8,6% vs. 47 ,43,3%, B: 59,3412,3%
fluorescencia verde y roja. Se evaluaron 10.000 células/ssa 24,81,5%, C: 54,212,3% vs. 43,23,1% y D:
través del laser. De acuerdo a parametros de granulari®&&ql+17,6% vs. 37,55,7%, respectivamente) (Fig. 1c).
relativa (Sidescatter-SSC) y tamafo relativo
(Forwardscatter— FSC) las células fueron separadas, de ma- Los porcentajes (%, Promedia DE) de
nera que solo las que poseian caracteristicas de dispersigpermatozoides con la membrana acrosomal intacta al com-
de luz tipicas de espermatozoides de equino fueron analiparar SU y EQ, se observo en los cuatro animales diferen-
das para fluorescencias. Los datos para los canales de fitias significativas siendo mayor en dos animales con EQ (A
rescencia verde y roja fueron obtenidos por escai®2,2t2,7% vs. 34,62,7%, B: 12,28,0% vs. 7,40,9%, C:
logaritmica y analizados por medio de un Software BD CedB,3t4,1% vs. 18,22,4% y D: 14,18,3% vs. 26,83,1%;
Quest™ Pro. P<0,05, respectivamente) (Fig. 1d)
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Fig. 1. Porcentaje (Media DE, n=15) de los diferentes parametros estudiados: A) Matilidad progresiva, B) Viabilidad e integridad de
membrana plasmatica, C) Integridad de membrana mitochondrial, D) Integridad de membraba acrosomal, en espermatozoides de equino
descongelados. Los datos fueron agrupados en un grafico por cada parametro analizado. *= Indica diferencias significdjvas (P<0

DISCUSION

En equino se ha demostrado que existe un alto grado de  El presente estudio evalu la eficiencia de dos técni-
variabilidad en la calidad del semen entre los machos e @&s de seleccion espermatica Swim-up y Equipure® (SU y
cluso entre los miltiples eyaculados de un mismo aninfa) en semen descongelado de equino, con respecto a la
(Dowsettet al) como también entre los animales a los prasbtencion de una poblacion con mayores porcentajes de
cesos de congelacion-descongelacion (Hoffmainal). espermatozoides con integridad de membrana plasmatica,
Ademas, los procedimientos de congelacion y descongefiencial de membrana mitocondrial, integridad de la mem-
cion en los espermatozoides de equino, inducen camblwana acrosomal.

estructurales y funcionales en los espermatozoides, fragmen-

tacion del ADN espermatico (Baumiggal), translocacién Con respecto a la motilidad progresiva de los
de la fosfatidilcerina (Thomas al, 2006), disminucion del espermatozoides se observaron diferencias solamente en dos
YDm (Brumet al), dafios en el acrosoma (Atroshchenko &nimales (Ay C), las motilidades obtenidas por SU fueron
Bragina, 2011). mas altas. Sin embargo, en los otros dos animales no se pre-
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sentarordiferencias significativas. Los resultados obtenigelacion (Atroshchenko & Bragina, 2011), en el presente
dos confirman la variabilidad de los espermatozoides dstudio post descongelacién y seleccién, dos animales (A
equino y la capacidad de los diferentes métodos en selg®) presentaron mayor porcentaje de espermatozoides vivos
cionar los motiles. Cabe sefialar que, en investigaciorss acrosoma intacto en EQ, sin embargo, los otros dos (B 'y
previas realizadas en bovino con pool de semen, sefal@rfue mas eficiente en SU. Mehmoeidal en bovinos, no
que con SU a pesar de obtener una menor concentraabgeervaron diferencias entre las técnicas de selecciéon Percoll®
espermatica, sin embargo, esta poblacion celular tieneyuBU con respecto a este parametro. No obstante, Patomo
mayor porcentaje de espermatozoides motiles y con caph{1999) en espermatozoides de carnero, observaron una alta
cidad fecundante comparado con los obtenidos por méiategridad de la membrana acrosomal utilizando SU compa-
do de centrifugacién por gradiente de densidad comorabo con el Percoll®. Contrariamente, Soméaial. en
Percoll ® (Mehmooet al, 2009). No obstante, los resul-espermatozoides de bovino, sefialan que Percoll es mas efi-
tados concuerdan en que los espermatozoides obtenidieste que SU en seleccionar espermatozoides vivos con
por SU poseen una mayor capacidad fecundante (Parraciosoma intacto. Los resultados obtenidos en el presente es-
et al, 1995). Ademas, previos trabajos han reportado tadio apoyan lo reportado por estudios previos que sefialan
sas relativamente altas de fecundacion in vitro (FIV) eque en equinos la diferencia entre las técnicas de seleccién se
equino 29% y 34% con semen congelado-descongeladoeden atribuir a la variabilidad individual (Allen, 2005; Sieme
en los cuales se ha utilizado SU como método de seletal, 2008).
cién espermatica (Tornet al, 2002).
Los resultados obtenidos en el presente estudio de-

Similarmente, con respecto a la viabilidad e intanostraron que los métodos de seleccion espermatica Swim-
gridad de membrana plasmatica se obtuvieron porcentg-y Equipure® permiten recuperar espermatozoides de
jes mas altos en dos animales (A y C) con SU, y solo endiferente calidad funcional en semen congelado-descon-
animal (D) fue superior con EQ, en el otro (B) no hubgelado de equino presentandose diferencias individuales
diferencia. En investigaciones realizadas en bovino caoon respecto a los métodos. Se observé una tendencia del
pool de semen, sefialan que con SU, la poblacién celutlaétodo Swim-up en seleccionar espermatozoides de equi-
tiene un mayor porcentaje de espermatozoides viables cundescongelados con mayor calidad funcional compara-
membrana plasmatica intacta, evaluados por HOST codwe con Equipure®. Es importante considerar la variabili-
parado con los obtenidos por método de centrifugacidiad entre los animales en la eleccion del método de selec-
por gradiente de densidad como el Percoll® (Mehnabodcion a utilizar en los procedimientos de asistencia
al.). Contrariamente, Somfat al (2002) sefialan que conreproductiva.
Percoll® se obtiene una poblacién espermatica de mayor
viabilidad comparada con SU. Los resultados obtenidos
respecto a este parametro confirman la variabilidad de IN6GRADECIMIENTOS
espermatozoides de equino y la capacidad de los diferen-
tes métodos en seleccionar los viables con membrana
plasmatica intacta. Proyecto DI12-0089 (JR). Direccion de Investiga-

cion, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.

Con respecto al potencial de membrana
mitocondrial en todos los animales, SU fue
significativamente mas eficiente en recuperat

espermatozoides con una alto potencial comparado CONERERA, P SANCHEZ, R. & RISOPATRON, J. Sperm
selection in frozen/thawed semen of equine: evaluation of plasma,

EQ. Stollet al,_senalan que ef‘ Sfemen Co.ngeladO/des?(.) ‘rosome membranes and mitochondrial membrane potérttial.
gelado de equino con EQ optimiza la calldgd esper.mauj:.a}\,lorphol_, 32(2)725-731, 2014,

con respecto al potencial de membrana mitocondrial, ob-

teniendo un porcentaje (8+58%) mas alto da¥m que SUMMARY: Freeze-thaw procedures induce structural
los logrados (38,3%) en el presente trabajo. Esta diferemd functional changes in sperm. It is important to use post thaw
cia puede ser explicada por las razas utilizadas, mediospgrm selection procedures that can retrieve highly functional
procedimientos de criopreservacion. En equino, a nuestierm. The aim of this study was to compare the efficiency of the
conocimiento no existen antecedentes sobre la eficiengidM-up and Equipure® in the selection of functional sperm of

< thawed equine semen. Semen of four Chilean Criollo reproductive

de EQ con respecto a SU referente a este parametro, stallions (A, B, C and D) were frozen and thawed using a standard
. . Iﬁ)rotocol and processed separately (n = 15) : I. Swim-up (SU) and

La integridad de la membrana acrosomal, es u II(.)Equipure® (EQ). Post sperm selection,was determined by flow

de los parametros mas vulnerables en el proceso de cgfiometry. Viability and plasma membrane integrity (SYRB-14/
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P1), mitochondrial membrane potential (YDm, JC -1), acrosoméloffmam, N.; Oldenhof, H.; Morandini, C.; Rohn, K. & Sieme,
membrane integrity (FITC-PSA/PI). Progressive motility (%) was H. Optimal concentrations of cryoprotective agents for se-
higher (P<0.05) in two animals per SU compared with EQ, A men from stallions that are classified 'good' or 'poor" for
(55.7#5.8% vs. 38.1¥3.7%) and C (3757.0% vs. 322.1%, freezing.Anim. Reprod. Sci., 125(1:4)2-8, 2011.
respectively). The viability and integrity of the plasma membrane

(%), three animals showed differences (P<0.05), being highElbogewijs, M.; Rijisselaere, T.; De Vliegher, S.; Vanhaesebrouck,
for SU in two animals compared with EQ (A: 54137 vs. E.; De Schauwer, C.; Govaere, J.; Thys, M.; Hoflack, G.;
36.7#1.9, C:36.15.7 vs. 29.44.8 and D: 34 .49.4 vs. 52.%#5.2, Van Soom, A. & de Kruif, A. Influence of different
respectively), only one animal was higher EQ. In YDm (%), centrifugation protocols on equine semen preservation.
significant differences were detected (P<0.05) in all four animals, Theriogenology, 74(1118-26, 2010.

being higher in SU compared with EQ (A: 698L6% vs.

47.4:3.3% B: 59.3412.3% vs. 24.81.5%, C: 54.912.3% vs. Loépez-Fernandez, C.; Crespo, F.; Arroyo, F.; Fernandez, J. L.;
43.2t3.1% and D: 53417.6% vs. 37.55.7%, respectively). The Arana, P.; Johnston, S. D. & Gosalvez, J. Dynamics of sperm
results obtained in this study showed that sperm selection methods DNA fragmentation in domestic animals Il. The stallion.
Swim-up and Equipure® can retrieve different functional sperm Theriogenology, 68(9)240-50, 2007.

quality in frozen-thawed equine semen, and that individual

differences were registered among animals with respect kdacias Garcia, B.; Gonzalez Ferndndez, L.; Ortega Ferrusola,
methods. In the Swim-up method a tendency for selecting higher C.; Morillo Rodriguez, A.; Gallardo Bolafios, J. M.;
functional quality in thawed equine sperm was observed when Rodriguez Martinez, H.; Tapia, J. A.; Morcuende, D. & Pefia,

compared to Equipure®. F. J. Fatty acids and plasmalogens of the phospholipids of
the sperm membranes and their relation with the post-thaw
KEY WORDS: Equine; Sperm; Swim—up; Equipure® quality of stallion spermatozo@heriogenology, 75(5311-
8, 2011.
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