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RESUMEN: Se evalu¢ la efectividad de cuatro técnicas de separacion espermatica en semen descongelado de
ovino. Se utilizaron 160 pajillas de 0.5 ml, con una concentracion de 200X10%ml. En cada sesion de trabajo se
descongelaron 4 pajillas a 37.5°C por 45 segundos, y se mezcld el contenido de ellas. Se tomaron 200 pl para
realizar cada una de las siguientes técnicas: swim-up, Percoll, filtracion a través de fibra de vidrio y filtracion por
Sephadex. La movilidad progresiva de los espermatozoides se incrementd en las pruebas obtenidas mediante swim-
up, fibra de vidrio y Sephadex (56.1%, 66.4% y 56.8%, respectivamente), con diferencia significativa (p< 0.05).
Los espermatozoides vivos con reaccion acrosomal se incrementaron en todas las técnicas de separacion espermatica,
con una diferencia significativa (p<0.05) en los obtenidos con swim-up, fibra de vidrio y Sephadex, cuyos valores
fueron superiores al 50.0%. Los espermatozoides muertos, con y sin reaccion acrosomal, disminuyeron en todas
las técnicas con excepcion de los obtenidos mediante Percoll, en el que se observo una diferencia significativa
(p<0.05) con relacion al control, con excepcion de los obtenidos mediante swim-up y Sephadex al evaluar los
muertos con reaccion acrosomal. Al evaluar los espermatozoides vivos sin RA, se encontré una disminucion de
este indicador en todos los tratamientos (13.1, 9.1, 9.3 y 10.8%, swim-up, Percoll, fibra de vidrio y Sephadex,
respectivamente). La viabilidad espermatica evaluada con la prueba hipoosmética y loduro de propidio, determinaron
que se obtienen un mayor porcentaje de espermatozoides vivos cuando son filtrados con fibra de vidrio (73.0% y
68.3%, prueba hipoosmética e loduro de propidio, respectivamente); no se observa diferencia significativa (p>0.05)
entre estas dos ultimas pruebas.
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Effect of sperm separation techniques on the viability and acrosome reaction of frozen-thawed
ovine spermatozoids

ABSTRACT: The effectiveness of four sperm separation techniques on thawed ovine semen was evaluated. A hundred
and sixty straws with 0.5 ml of semen with a concentration of 200x10%ml were used. In each work session, four
straws were thawed at 37.5°C for 45 sec mixing their contents. Then, 200 pl were taken to perform one of the
following techniques: Swim-up, Percoll, filtering through glass fiber or filtering through Sephadex. Increased
progressive motility of spermatozoids was obtained through swim-up, glass fiber and Sephadex (56.1%, 66.4%,
and 56.8%, respectively), which was significantly different (p<0.05) in those recovered from glass fiber. The numbers
of live spematozoids with acrosome reaction were high with all the separation techniques, with a significant difference
(p<0.05) in those obtained from swim-up, glass fiber and Sephadex, whose values were higher than 50.0%. The
numbers of dead spermatozoids, with and without acrosome reaction, were low in all the techniques, with the exception
of those obtained by Percoll, which was significantly different (p<0.05) to the control, excepting those obtained
by Sephadex and swim-up when the dead ones with acrosome reaction were evaluated. When evaluating live
spermatozoids without acrosome reaction, a low value of this indicator was found in all the treatments (13.1, 9.1,
9.3 and 10.8%, swim-up, Percoll, glass fiber and Sephadex, respectively. The sperm viability evaluated with the
hypo-osmotic test and propidium iodide concluded that a higher percentage of live spermatozoids were obtained
when they were filtered with glass fiber (73.0% and 68.3%, hypo-osmotic test and propidium iodide, respectively);
no significant differences (p<0.05) were observed between these two last test.
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INTRODUCCION

Las técnicas de reproduccién asistida como inse-
minacion artificial, fecundacion in vitro (FIV) e inyec-
cion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI),
ofrecen claras ventajas en el mejoramiento genético,
reduccion de enfermedad y produccion econdmica de
alimentos de origen animal (1). En muchos de los ca-
sos, estas técnicas se llevan a cabo con semen des-
congelado, pero se sabe que la mayoria de los
espermatozoides se dafian durante el proceso de con-
gelacion y descongelacion. Dicho proceso es perju-
dicial para las membranas de los espermatozoides,
pues afecta su organizacion, fluidez, permeabilidad y
composicion lipidica, lo que ocasiona bajos porcen-
tajes de movilidad y dafios en las estructuras
membranales, por lo tanto, una corta vida en el tracto
genital de la hembra y bajo porcentaje de fertilidad,
ejerciendo los espermatozoides muertos un efecto
téxico vy litico (1). Por lo que es necesario, una vez
realizada la descongelacion, separar los
espermatozoides moéviles de los no méviles, remover
el plasma seminal, los crioprotectores, agentes in-
fecciosos y desechos celulares (2). Existen cuatro
métodos basicos para separar espermatozoides mo-
viles y viables: 1: dilucién y lavado mediante
centrifugacion 'y resuspension de los
espermatozoides; 2: migracion espermatica como el
procedimiento de swim-up; 3: lavado selectivo de
subpoblaciones a través de centrifugacion de
gradientes de densidad, ejemplo Percoll; 4: empleo
de sustancias adhesivas para eliminar
espermatozoides muertos, como la filtracion con fi-
bra de vidrio o Sephadex (3).

En la especie humana es donde mas se han traba-
jado las técnicas de separacion espermatica en se-
men fresco, para incrementar la movilidad, viabilidad y
morfologia normal de los espermatozoides (4, 5) y eli-
minar espermatozoides con dafio en suADN (6, 7). En
algunas especies de interés productivo se utilizan es-
tas técnicas para mejorar la calidad espermatica; asi
por ejemplo, tenemos que en ganado bovino se han
aplicado en semen criopreservado, para separar
espermatozoides de buena calidad (8, 9) y usarlos en
la produccion de embriones in vitro (1, 2, 10); también
para separar espermatozoides con cromosoma X (11).
En equinos se han utilizado para obtener una mejor
calidad seminal en semen refrigerado y semen conge-
lado-descongelado (3), y en porcinos para recuperar
espermatozoides de buena calidad, a partir de cerdos
subfértiles (12). En caprinos se ha usado en semen
posdescongelado para comparar el Percoll con un
gradiente especifico de la especie (13), y en ovinos se
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han aplicado en semen fresco (14). Existen pocos da-
tos concernientes a la efectividad de los métodos de
separacion espermatica en semen posdescongelado
de ovino. Por lo que el objetivo de este estudio fue la
evaluacion espermatica de semen posdescongelado
de ovino, antes y después de ser sujeto a una de las
siguientes técnicas de separacion espermatica: swim-
up, Percoll y filtracion a través de fibra de vidrio o
Sephadex.

MATERIALESY METODOS

Se utilizaron 160 pajillas de 0.5 ml de semen des-
congelado de ovino, con una concentracion de 200X 108/
ml, obtenidos de sementales criollos, de 4 a 5 afios de
edad, con una dieta equilibrada y agua ad libitum, con
fertilidad probada. En cada sesion de trabajo se des-
congelaron 4 pajillas a 37.5°C por 45 segundos, mez-
clandose el contenido de ellas; dicha suspension se
evalud y se consideré como control. Posteriormente,
se tomaron 200 ul para realizar cada una de las técni-
cas, las cuales se llevaron a cabo en una campana de
flujo laminar para mantener condiciones de esterilidad.

El medio que se uso para realizar las técnicas de
filtracién y migracion espermatica fue Fluido Tubarico
Humano (HTF) (15).

Preparacion de la técnica de swim-up

Para realizar la migracion espermatica mediante la
técnica de swim-up, se colocaron 200 yl de muestra
de semen en un tubo de vidrio, previamente atemperado
a 37.5°C al que se le adicionaron 1000 pl de medio
HTF. El tubo se inclind 45° y se incubd a 37.5°C duran-
te una hora. De la parte superior se recuperaron 200 pl
para su evaluacion (16).

Columna de gradiente de densidad de Percoll

Para preparar esta columna se utilizé una solucién
de Percoll al 90% (10 ml de medio HTF, 90 ml de
Percoll® ,SIGMA P1644, 29 mg de CaCl,, 8 mg de
MgCl,, 109 mg de NaHCO, (8). Para preparar el
gradiente de densidad de 45%, se tomaron 250 ul de
Percoll al 90% y 250 ul de medio HTF. En el fondo de
un tubo eppendorf estéril de 2 ml se colocaron 500 pl
del gradiente de mayor densidad; posteriormente se
colocaron en la parte superior 500 ul del gradiente de
menor densidad, teniendo cuidado de no mezclar am-
bos gradientes, y por ultimo se depositaron 200 pl de
la mezcla de semen. Dicha columna se centrifugé a
200 gravedades durante 10 minutos (Eppendorf,
Centrifuge 5702). El pellet recuperado del fondo del
tubo se diluyé en 200 pl de medio HTF, para evaluarse
inmediatamente (10).



Columna de filtracion con Sephadex

Se preparo, 24 horas antes de su uso, una suspen-
sion de Sephadex G-15 (Sigma, GE17-0020) al 20%
en 1500 ul de medio HTF en jeringuillas desechables
de 10 ml. Antes del filtrado del semen se pasé a través
del Sephadex 1 ml de medio HTF a 37.5 °C. Posterior-
mente se colocaron 200 ul de semen en la columna, y
se adicion6 1 ml de medio HTF. La muestra filtrada se
recupero en un tubo de ensayo con una temperatura
de 37.5°C (3).

Columna de filtracion de fibra de vidrio

Se colocaron 0.125 g de fibra de vidrio (Sigma, 18421)
en una pipeta Pasteur. Se lavé dos veces con 1 ml de
medio HTF a 37.5°C para atemperar la fibra, eliminar
fibras de vidrio sueltas, asi como otras particulas. El
filtrado fue el mismo procedimiento que se describid
para Sephadex (17).

Evaluacion de los espermatozoides

Los parametros espermaticos evaluados fueron:
movilidad progresiva, estado acrosomal y viabilidad.

Para evaluar la movilidad progresiva de los
espermatozoides se colocaron 10 ul de semen sobre
un portaobjeto, cubierto con un cubreobjeto, para ser
observados en un microscopio de contraste de fase
(Nikon, ECLIPSE TE 200) a 400X con termoplatina
(18).

La viabilidad se evalué mediante la prueba
hipoosmética (HOST) y la prueba de loduro de propidio
(IP). En la prueba HOST se us6 una solucion de citrato
de sodio (4.9 g/l) y fructosa (9.0 g/l). Se afiadieron 10pl
de muestra de semen en 100 ul de solucién
hipoosmética y se incubd por 30 minutos a 37.5°C (1).
Los espermatozoides fueron clasificados como vivos
si presentaban algun grado de hinchazén de su flage-
lo, que nos indica integridad y habilidad de la membra-
na espermatica para transportar fluidos y muertos si
presentaban su flagelo recto (5).

Para determinar el estado funcional de los
espermatozoides (100 pl de cada muestra procesa-
da), se utilizé la doble tincién de Isotiocianato de
fluoresceina con Peanut aglutinina (FITC-PNA) (Sigma,
L7381) e IP (Sigma P4170) (19,20). A 10 pl de esta
suspension se le adicionaron 10 ul de glutaraldehido
y se les realiz6 el frotis, que se observd con un mi-
croscopio de epifluorescencia (Nikon eclipse E600) a
400 aumentos. La tincion con FIT-PNA se evalu6 con
un filtro B-2A (rango de excitacion azul, con un filtro
de excitacion de 450-490 nm), mientras que la tincién
con IP se evalud con un filtro G-2A (rango de excita-
cién verde con un filtro de excitacién 510-560 nm) (1).
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El estado funcional de los espermatozoides se eva-
lud y clasificé de acuerdo a los siguientes patrones de
tincion:

- Espermatozoides vivos con acrosoma intacto: célu-
las espermaticas con tincién de FITC-PNA a nivel
acrosomal, sin tincién de IP a nivel postacrosomal.

- Espermatozoides vivos con RA: células espermaticas
sin tinciéon acrosomal (FITC-PNA) y sin tincion IP.

- Espermatozoides muertos con acrosoma intacto:
células espermaticas con tincion de FITC-PNA a ni-
vel acrosomal, y con tincion nuclear (IP).

- Espermatozoides muertos con RA: células
espermaticas sin tincién acrosomal (FITC-PNA) y
con tincién nuclear (IP).

Se contaron 100 espermatozoides por frotis.
Andlisis estadistico

Para determinar si existian diferencias significati-
vas entre las caracteristicas espermaticas, antes y
después de los tratamientos, se utilizé la prueba de
Kruskal-Wallis del programa NCSS version 10 (21).

RESULTADOS

En la movilidad progresiva de los espermatozoides
obtenidos mediante swim-up, fibra de vidrio y
Sephadex, se encontré un incremento (56.1%, 66.4%
y 56.8%, respectivamente) con respecto a la mues-
tra control (43.1%), mientras que en los obtenidos a
través de Percoll este parametro disminuyé (30.5%),
con diferencia significativa (p < 0.05) en todos los
tratamientos.

En el porcentaje de espermatozoides vivos con re-
accion acrosomal (RA) se observé un incremento sig-
nificativo (p< 0.05) en las muestras obtenidas con swim-
up, fibra de vidrio y Sephadex. Los valores son supe-
riores al 50.0%, sin diferencia significativa (p>0.05) en-
tre la muestra control y lo recuperado con Percoll
(35.6% y 41.2%, respectivamente).

En el analisis de los espermatozoides muertos, con
y sin RA, se observé una disminuciéon en los
espermatozoides tratados, con relacién a la muestra
control, excepto los obtenidos mediante Percoll, don-
de se incrementan los espermatozoides muertos con
RA (30.4% vs 41.4), con una diferencia significativa
(p< 0.05) entre todos los valores, con excepcion de los
muertos con RA en las muestras obtenidas con swim-
up y Sephadex.

Al evaluar los espermatozoides vivos sin RA, se
encontré una disminucion después del tratamiento con
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swim-up, Percoll, fibra de vidrio y Sephadex (13.1%,
9.1%, 9.3% y 10.8%, respectivamente) con respecto
ala muestra control (18.2%), con una diferencia signi-
ficativa (p < 0.05) (Tabla 1).

Enla Tabla 2, se encuentran los datos de viabilidad
espermatica evaluada con la técnica HOST e IP antes
y después de los tratamientos de separacion
espermatica. Se observa un incremento de
espermatozoides vivos después del tratamiento en
swim-up (60.1-64.7%), fibra de vidrio (73.0-68.3%) y
Sephadex (62.9-64.2%), con relacién a la muestra con-
trol (52.9-53.8%), mientras que disminuyeron los
espermatozoides vivos en la muestra tratada con
Percoll (43.5-50.3%).

Los espermatozoides obtenidos por filtracion de fi-
bra de vidrio tuvieron el porcentaje mas alto de
espermatozoides vivos, en los dos métodos de evalua-
cion (73.0% y 68.3%, HOST e IP, respectivamente),
con una diferencia significativa (p < 0.05) de todos los
tratamientos, con relacién al control en la prueba HOST.
Esta diferencia significativa solo se observé en las
muestras obtenidas en el tratamiento con fibra de vi-
drio en la prueba de IP. No se encontré diferencia signi-

ficativa (p > 0.05) al evaluar la viabilidad espermatica
por medio de HOST 6 IP.

DISCUSION

La movilidad progresiva de los espermatozoides es
un requisito esencial para llevar a cabo la fertilizacion
(1, 9). Las técnicas de swim-up y filtrado con fibra de
vidrio y Sephadex incrementaron el numero de
espermatozoides con movilidad progresiva de semen
de ovino pos-descongelado, lo que coincide con repor-
tes previos (2), donde trabajando con semen pos-des-
congelado de toro se determind un incremento de
espermatozoides con movilidad progresiva después de
haberlos procesado en swim-up), o filtrados en fibra de
vidrio o Sephadex (1).

Con la técnica de Percoll se redujo el nimero de
espermatozoides con movilidad progresiva (30.5%),
mientras que otros investigadores que han trabajado
con semen pos-descongelado de toro reportan un in-
cremento de 70.8% (1) y de 83.0% (9). Resulta impor-
tante considerar que con la técnica de Percoll se tra-
baja con diferentes gravedades de centrifugacion y di-

TABLA 1. Promedio de las caracteristicas de semen pos-descongelado de ovino, después de ser sometido a diferentes
técnicas de separacion espermatica./ Average characteristics of post-thawed ovine semen after subjected to several
spermatic separation techniques.

Percoll Fibra vidrio Sephadex
4000 4000 4000
% MP+DE 43.1+6.2° 56.1+11.3° 30.5+9.6° 66.4+7.5° 56.8+12.7°
% VRA+ DE 35.6+15.7° 51.7+10.6° 41.2+12.0 59.0+12.4° 53.5+15.9°
% MRA+ DE 30.4+8.1° 26.6+9.7° 41.4+14.0° 23.8+8.2° 28.3+12.9°
% VSRA+ DE 18.2+9.22 13.1£9.0° 9.1+7.9° 9.3+5.7° 10.8+8.0°
% MSRA+ DE 15.8+9.5%, 8.7+5.5° 7.545.4° 7.8+6.4° 7.546.0°

*P=Valores con diferente letra en la misma linea tienen diferencia significativa (P < 0.05).

n= numero de espermatozoides evaluados. MP= Motilidad progresiva. VRA= Vivos con reaccién acrosomal.
MRA= Muertos con reaccidon acrosomal. VSRA= Vivos sin reaccidon acrosomal.

MSRA= Muertos sin reaccién acrosomal. DE= Desviacion estandar.

TABLA 2. Porcentaje de viabilidad espermatica en semen de ovino descongelado, determinado mediante la prueba
hipoosmoética (HOST) y loduro de propidio (IP) antes y después de ser sometidos a diferentes técnicas de separacion
espermatica./Percentage of spermatic viability in thawed ovine semen determined by the hypo-osmotic test (HOST) and
propidium iodide (IP) before and after being subjected to several spermatic separation techniques.

Control Swim-up Percoll Fibra vidrio Sephadex
Prueba HOST 52.9+11.7° 60.1+13.0° 43.5+17.4° 73.0+10.0° 62.9+13.6"
Prueba IP 53.8+12.5" 64.7£11.7* 50.3+£14.1° 68.3+10.7° 64.2+£14.8"

> Valores con diferente letra en la misma linea tienen diferencia significativa (p< 0.05).
No se observé diferencia significativa entre valores de la misma columna (p > 0.05).
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ferentes tiempos. En esta investigacion se utilizé 200
g por 10 minutos, mientras que Hae-Lee et al. (1) utili-
zaron 300 g por 20 minutos, y Trentalance y Beorlegui,
(9) emplearon 900 g por 10 minutos. También es im-
portante tener en cuenta la cantidad de Percoll que se
usa de cada uno de los gradientes. En el presente
estudio se adiciond 500 ul de cada gradiente, mientras
que los anteriores autores (1, 9) utilizaron 1.5mly 2.0
ml, respectivamente. Aunado a lo anterior, varios auto-
res (3, 4, 13) concluyen que la centrifugacion de los
espermatozoides tiene un efecto detrimental en la ca-
lidad espermatica.

La viabilidad espermatica y estado acrosomal eva-
luados con la doble tincion de FITC-PNAYy IP, determi-
nd un incremento en el porcentaje de espermatozoides
vivos con RA en todas las técnicas de separacion
espermatica (51.7% a 59.0%). Lo anterior concuerda
con lo encontrado por Lucio et al. (11), quienes traba-
jando con una tincién vital de Azul Tripan/Giemsa en
semen descongelado de toro, encontraron un incre-
mento de espermatozoides vivos con RA después de
haberlos sometido a la técnica de swim-up (59.2%) y
gradientes de Percoll (71.8%) con relacion a la mues-
tra control (52.0%). Varios autores (11, 13) reportan
que los procedimientos de seleccion espermatica in-
ducen la RA.

Con relacion a los espermatozoides muertos con
RA, solo se observo un incremento en las muestras
sujetas a Percoll, contrario a lo encontrado por otros
investigadores (8, 11) quienes reportan una disminu-
cion de este parametro (20.0% y 5.9%, respectivamen-
te) con relacion al control (32.3% y 35.6%).

En el porcentaje de espermatozoides vivos sin RA,
se determind una disminucién, después de los trata-
mientos, con un rango de 9.1% a 13.1%. Lucio et al.
(11) reportan, con la técnica de swim-up 9.7% y con
Percoll 7.0%, realizando la evaluacién con tincion vital
de Azul Tripan/Giemsa en semen descongelado de toro.
Es muy importante considerar esta caracteristica, ya
que solo los espermatozoides vivos con acrosoma in-
tacto tienen la posibilidad de fertilizar al ovocito, con
excepcién del uso de ICSI, donde se pueden usar
espermatozoides que han sufrido su reaccion
acrosomal, requiriéndose ademas un nimero minimo
de espermatozoides, en funcidn del nimero de ovocitos
disponibles para la inyeccion.

Los espermatozoides muertos sin RA disminuye-
ron a menos del 9% después de los tratamientos; esta
misma tendencia la encontraron Lucio et al. (11), quie-
nes teniendo un valor de 6.3%, disminuyd a 3.2% des-
pués del swim-up y a 1.6% en Percoll.
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En esta investigacidén se evalué la viabilidad
espermatica por medio de la prueba de HOST y de IP,
siendo en la prueba de fibra de vidrio donde se obtuvo
el mayor porcentaje de viabilidad con ambos métodos
de evaluacion (73.0% con HOST, 68.3% con IP). Lo
anterior confirma lo reportado por Hae-Lee et al. (1),
quienes usando una prueba de fluorescencia y la de
HOST, determinaron que la fibra de vidrio es el método
mas eficiente para recuperar espermatozoides vivos
en semen descongelado de bovino (87.0% y 75.5%,
fluorescencia y HOST, respectivamente), en compara-
cion con las técnicas de Sephadex (66.9% y 54.0%) y
Percoll (74.9% y 58.3%, respectivamente).

Bajo las condiciones de esta investigacion, el me-
jor método para recuperar espermatozoides con ma-
yor movilidad y viabilidad de semen posdescongelado
de ovino es a través de la filtracion en fibra de vidrio, y
la evaluacion de la viabilidad espermatica se puede
realizar con la prueba HOST o la prueba IP, ya que sus
valores son similares.
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