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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la centrifugacion sobre la inte-
gridad y la funcionalidad de espermatozoides equinos. Empleando el método de
la vagina artificial se colecto el semen de diez reproductores equinos de la raza
criollo colombiano, ubicados en El Valle de Aburra (Antioquia, Colombia). Cada
muestra de semen fue dividida en cuatro alicuotas, entre las cuales, tres fueron
centrifugadas de forma separada a tres fuerzas de centrifugacion (600 x g, 1200 x
gy 1800 x g), durante 10 minutos a temperatura ambiente, mientras la cuarta no
fue centrifugada (tratamiento control). Posteriormente, se evaluo la movilidad total
y movilidad progresiva mediante un sistema analizador de clase (SCA®), al igual
que se evaluaron el potencial de membrana mitocondrial, la vitalidad espermatica
y la integridad del acrosoma, mediante los ensayos fluorescentes JC1, SYBR/IP
y FITC/PNA, respectivamente. Se concluye que incluso bajos niveles de fuerza de
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centrifugacion, logran alterar la movilidad total, la movilidad progresiva, la
integridad del acrosoma y el potencial de la membrana interna mitocondrial
de los espermatozoides equinos.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of centrifugation on the
integrity and functionality of equine spermatozoa. Semen of ten stallion of
Colombian Creole breed were collected using the artificial vagina method.
The stallions were located in El Valle de Aburra (Antioquia, Colombia). Each
sperm sample was divided in four aliquots, three of them were centrifuged
at one of three forces of centrifugation (600 x g, 1200 x g 1800 x g) du-
ring 10 minutes at room temperature, while the fourth was not centrifuged
(control treatment). Subsequently, total motility and progressive motility
were evaluated by a computer analyzer system (SCA), as well mitochon-
drial membrane potential, sperm viability and acrosome integrity by JC1,
SYBR / Pl and FITC/PNA fluorescent assays, respectively. It is concluded
that even low levels of centrifugal force, can alter total motility, progressive
motility, acrosome integrity and mitochondrial membrane potential of sta-
llion spermatozoa.

RESUMO

0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da centrifugacdo sobre a integri-
dade e a funcionalidade dos espermatozoides equiinos. Usando o método
0a vagina artificial, 0 sémen de dez eqtiinos da raga crioulo colombiano, lo-
calizados no Valle de Aburra (Antioquia, Colémbia) foram coletados. Cada
amostra de sémen foi dividida em quatro aliquotas, das quais trés foram
centrifugadas em uma das trés forgas de centrifugagao (600 xg, 1200x g
1800 xg) durante 10 minutos a temperatura ambiente, enquanto a quarta
nao foi centrifugada (fratamento controle). Posteriormente, a mobilidade
total e a motilidade progressiva foram avaliadas por un sistema de andlise
computarizado (SCA), assim como o potencial de membrana mitocondrial,
a viabilidade espermatica e a integridade do acrossoma foram avaliados
por meio das provas fluorescentes JC1, SYBR/IP e FITC/PNA, respectiva-
mente. Conclui-se que mesmo niveis baixos de forga centrifuga, podem
alterar a mobilidade total, a motilidade progressiva, a integridade do acros-
soma e 0 potencial da membrana interna mitocondrial dos espermatozoi-
des eqiinos.

INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una tecnologia reproductiva de critica im-
portancia en la produccion animal [1]. En equinos, este proceso biotecno-
logico permite el progreso genético, siendo fundamental contar con semen
de buena calidad, para la obtencion de embriones viables y gestaciones a
término. La integridad y por ende la funcionalidad de estructuras del esper-
matozoide, como el nucleo, el citoplasma, el acrosoma y las mitocondrias,
son susceptibles a diversas alteraciones derivadas de los procesos de
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criopreservacion [2]. La centrifugacion es un proce-
so utilizado durante el tratamiento del semen, para su
almacenamiento en refrigeracion y congelacion [3,4].
De igual forma, se utiliza dada la necesidad de aumen-
tar la concentracion de los espermatozoides, para la
inseminacion artificial de las yeguas [5,6].

Posiblemente, el principal uso de la centrifugacion
en el procesamiento del semen equino, radica en la
necesidad de retirar el plasma seminal, considerado
perjudicial sobre la capacitacion de los espermatozoi-
des [7]. Se conoce que la refrigeracion del semen de
algunos caballos, en presencia de plasma seminal,
resulta en menor calidad y vitalidad espermatica [8].
De tal forma, que la centrifugacion del semen equino
se ha convertido cada vez mas, en un procedimien-
to comun en la industria equina dedicada a la cria [9.
No obstante, la centrifugacion es uno de los procesos
que afecta la viabilidad de los espermatozoides [10],
generando alteraciones de diversa indole sobre éstos
[11]. Un aumento en el tiempo de centrifugacion o en
la fuerza gravitacional, puede disminuir 1a movilidad de
los espermatozoides e incluso su calidad en general,
debido a las fuerzas mecanicas asociadas [12].

En las dltimas dos décadas, se han desarrollado
técnicas de evaluacion seminal, basadas en méto-
dos fluorescentes, que permiten una valoracion mas
precisa de la integridad de diversos compartimen-
tos y estructuras celulares como las mitocondrias,
el ADN nuclear y la membrana plasmatica y acroso-
mal [12], asi como han permitido evaluar diferentes
aspectos de la capacidad funcional de las células
espermaticas [13, 14]. A diferencia de los métodos
convencionales de evaluacion seminal, las técni-
cas recientes permiten reconocer de manera mas
precisa, las alteraciones celulares ocasionadas por
procedimientos como la centrifugacion, haciendo
mas factible, realizar los ajustes necesarios en los
procesos de separacion espermatica. Este estudio
tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes
fuerzas de centrifugacion sobre algunos aspectos
relacionados con la integridad y la funcionalidad de
los espermatozoides equinos.

METODO
Localizacion

El material de investigacion se recolecto en las zonas
norte y sur del Valle de Aburrd, en el Departamento

de Antioquia. Las muestras se procesaron y evalua-
ron en el laboratorio de Biotecnologia animal del Cen-
tro de experimentacion y laboratorios del Politécnico
Colombiano Jaime Isaza Cadavid ubicado en el mu-
nicipio de Bello.

Obtencidn del material de investigacion

Diez ejemplares equinos (Equus caballus) de la raza
criollo colombiano, se utilizaron para la recoleccion
de un eyaculado por animal. Los animales estuvieron
sujetos a condiciones similares de alimentacion, am-
biente y manejo reproductivo. La condicion corporal
de los equinos estuvo entre 4 y 6 (escala 1-9). La co-
leccion del semen se realizd mediante el método de
la vagina artificial, en una vagina modelo Missouri,
lubricada con gel no espermicida. Se utilizé una yegua
con la finalidad de aumentar la estimulacion sexual. La
fraccion en gel del eyaculado se removié con un filtro
estéril. EI semen recién colectado se diluy6 en propor-
cion 1:1 en diluyente EquiPlus® (Minitube, Tiefenbach,
Alemania), el cual se precalento a 37°C. Posterior-
mente, el semen se transporto hacia el laboratorio en
condiciones de refrigeracion (5°C), dentro de las tres
horas posteriores a la colecta.

Tratamientos de centrifugacion seminal

Se evaluaron tres (3) fuerzas de centrifugacion semi-
nal, de la siguiente manera: 600 x g, 1200 x g y 1800
x g. El tiempo de centrifugacion para todos los trata-
mientos fue de 10 minutos. Adicionalmente, se incluyo
un (1) tratamiento control con semen no centrifugado.
Posterior a la centrifugacion, el precipitado de esper-
matozoides se rediluyd en medio EquiPlus®, en can-
tidad suficiente para una concentracion de 100 x 10°
espermatozoides/mL.

Evaluacion seminal

Movilidad espermatica. La movilidad de los esper-
matozoides se evalué mediante un sistema de analisis
computarizado. Se utilizé un microscopio de contraste
de fase Eclipse E200 (Nikon Inc., Mellville, USA), con
una camara digital Scout SCA780 (Basler, Ahrensburg,
Alemania), adaptada a un computador dotado del soft-
ware SCA® (Microptic S.L, Barcelona, Espana). Dentro
del estudio se incluyeron los parametros de movilidad
total (MT) y movilidad progresiva (MP).

Vitalidad. La vitalidad de los espermatozoides (VE),
se evalu6 mediante un procedimiento previamente



122
=

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol 14 No.1 (119-125) Enero _ Junio 2016

descrito [14], utilizando el kit Live/Dead® Sperm Via-
bility (Molecular Probes, QOregon, USA). Se preparo
una suspension de células (20x10¢ espermatozoides
/ mL), en solucion Hanks Heppes (HH), suplemen-
tada con 1% de albamina sérica bovina (BSA). Di-
cha suspension se incub6 con 6 mM de SYBR14,
durante 8 minutos a 37°C. Y luego, se incubo con
0,48 mM de yoduro de propidio (PI), bajo las mismas
condiciones. Muestras de 5 uL de la suspension, se
evaluaron mediante el conteo de 200 espermatozoi-
des, en un microscopio E200 con fluorescencia HBO
(Nikon Inc., Mellville, USA).

Potencial de membrana mitocondrial. La evaluacion
del potencial de la membrana interna mitocondrial
(PM) de los espermatozoides, se realizd mediante
la sonda JC-1 (Molecular Probes, Oregon, USA), de
acuerdo con un protocolo previamente descrito [13].
Semen diluido a una concentracion de 20x10° esper-
matozoides / mL, se incubo con 2mM de JC-1 en di-
metilsulfoxido (DMSQ0), durante 8 minutos a 37°C. Las
lecturas se realizaron mediante un microscopio E200
con fluorescencia HBO (Nikon Inc., Mellville, USA). A
partir del conteo de 200 espermatozoides, se calcu-
10 el porcentaje de espermatozoides con patrones de
fluorescencia roja, correspondientes a altos niveles de
potencial de membrana mitocondrial.

Integridad acrosomica de los espermatozoides. El
estado de integridad acrosomal de los espermatozoi-
des (IA), se evalué mediante la metodologia FITC-PSA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), de acuerdo a repor-
tes previos [15]. Se realizaron extendidos de semen,
los cuales se fijaron con etanol al 95% vy se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Luego, se tifieron con 25 uL de una solucion de FITC-

Cuadro 1. Resultados para los modelos ajustados.

PSA, preparada en solucion buffer fosfato (PBA) a una
concentracion de 1 mg/mL. Posteriormente, los exten-
didos se dejaron secar por 30 minutos, a temperatura
ambiente y en la oscuridad. Se realizd el conteo de
200 espermatozoides por muestra, mediante con un
microscopio E200 con fluorescencia HBO (Nikon Inc.,
Mellville, USA). Se consideraron como espermatozoi-
des con la pieza acrosomica integra, aquellos en los
que se observo el acrosoma completo.

Analisis estadistico

Para la evaluacion estadistica se realizd un disefio
completamente al azar. Los resultados fueron analiza-
dos mediante el ajuste de un modelo lineal generaliza-
do (GLM), para cada uno de los parametros de calidad
seminal (variables dependientes). Se incluyeron como
covariables de calidad seminal, aquellos parametros
que presentaron correlaciones significativas con la
variable dependiente, después de un andlisis de corre-
lacion de Pearson. Las medias para cada tratamiento
(fuerza de centrifugacion), se compararon por la prue-
ba de Tukey (HSD).

El modelo general ajustado fue:

Y

w=H+E+T+C +e, donde:

Y., esla varfable dependiente, que puede ser MT,
MP, VE, PM 6 IA.

u: Media para la caracteristica.

E Efecto fijo del equino (/). (i=1-10).

T Efecto fijo del tratamiento (j). (1-4).

C, Efecto fijo de la(s) covariable(s) de calidad
seminal (k)

e Error residual.

Variable Media = DE (%) CV (%) Max (%) Min(%) R? ES
MT 63,3+26,5 41,9 96,1 7,1 0,9 E, T, MP
MP 41,8+21,6 51,8 74,5 2,3 0,9 E, T, MT

PMM 541+14)5 26,8 86 20 0,8 E, T
VE 48,8+13,2 27,1 78 20 0,8 E, T
IA 67,8+14,9 22,1 96 40 0,8 ET

Coeficiente de variacion (CV), Coeficiente de determinacion (R?), efectos significativos (P<0,05) para el modelo (ES), movilidad total (MT), movilidad
progresiva (MP), potencial de membrana mitocondrial (PMIM), vitalidad espermatica (VE), integridad acrosomica (IA), equino (E), tratamiento (T)
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RESULTADOS

Un total de 10 eyaculados provenientes del mismo nu-
mero de equinos, fueron evaluados bajo los diferentes
tratamientos. EI Cuadro 1, muestra los resultados de los
modelos estadisticos ajustados, para cada uno de los
parametros de calidad seminal (variables dependientes).

En cada uno de los modelos estadisticos, las variables
de calidad seminal fueron explicadas en una alta pro-
porcion por los efectos incluidos (R? = 0,8), siendo en
todos los casos significativos, los efectos del equino
y el tratamiento de centrifugacion. En otras investiga-
ciones se ha encontrado que una amplia proporcion
de la variabilidad en parametros como la movilidad
progresiva, la vitalidad y la integridad de membrana,
es debida a los efectos del reproductor y del eyaculado
[16]. Las medias encontradas para los parametros de
calidad seminal (Cuadro 2), del semen fresco no cen-
trifugado (control), son similares a algunas reportadas
en la literatura [9].

Se observd un efecto perjudicial de la centrifugacion,
sobre los diferentes parametros de integridad y funcio-
nalidad espermatica (cuadro 2), los cuales fueron in-
feriores (P<0,05) para todos los tratamientos (fuerzas
de centrifugacion), respecto al semen no centrifugado
(control). Como excepcion, para la VE solo se obser-
v0 una reduccion significativa cuando se centrifugo a
1800 x g. Entre todos los demas tratamientos (600 x
g, 1200 x g, 1800 x g), no se encontro diferencia es-
tadistica (P<0,05) para MT, MP PMM e IA. La figura
1 muestra ejemplos de las pruebas fluorescentes de
VE, PMM ¢ IA.

En concordancia con los resultados encontrados en
este trabajo, diferentes investigadores reportan que

Cuadro 2. Resultados de la comparacion de medias.

Figura 1. Pruebas fluorescentes de evaluacion seminal.

A: Prueba de vitalidad espermatica (SYBR/PI), fluorescencia en nucleo.
B: Prueba de potencial de membrana mitocondrial (JC1), fluorescencia
en pieza media. C: Prueba de integridad acrosomica (FITC-PNA), fluo-
rescencia en acrosoma intacto.

la centrifugacion, genera dafios mecanicos sobre los
espermatozoides equinos, los cuales dependen de la
duracion y la fuerza con que sea ejecutada [6]. Se ob-
servo que incluso la menor fuerza de centrifugacion
evaluada (600 x g), produjo una reduccion en la in-
tegridad y funcionalidad espermatica. Sin embargo,

Tratamiento MT (%) MP (%) PMM (%) VE (%) 1A (%)
Control 767 +206: | 504 +203 | 627+10,9° 54,4+13 62 75,5+14,12
600 g 57,2276 39,2227 53+12,7b 48,1+8,7° 66,80+15,20
12009 61,6+27,6 40,6+23,20 51,9+15,7° 47+14,50 66+14,8"
1800 g 54,5+29 40 34,9+21 40 48,8+16,3 45,9+155 63=15,18

Los resultados son expresados como Media + Desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencia estadistica (P<0,05). Movilidad total (MT),

movilidad progresiva (MP), potencial de actividad mitocondrial (PMM), vitalidad espermética (VE), integridad acrosomica (IA).
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para la VE podria considerarse que la centrifugacion
comienza a constituirse en un factor deletéreo a fuer-
zas cercanas a 1800 x g.

En otro estudio, se observo que la menor pérdida de
células espermaticas, por dafnos asociados a la cen-
trifugacion, se presento a 600 x g durante 10 minutos
[4]. Otras investigaciones que involucraron iguales
condiciones de centrifugacion seminal, presentaron
valores de MT y MP, similares o incluso menores a
los obtenidos en este trabajo [4, 17]. En semen cen-
trifugado a 1000 x g durante 20 minutos, se observo
una reduccion en los porcentajes de movilidad y en
la velocidad del movimiento [17], mientras los niveles
de integridad acrosdmica bajo estas mismas condicio-
nes, serian equivalentes a las alcanzadas después de
48 horas de refrigeracion [18].

De forma general, puede considerarse que un alta
fuerza de centrifugacion, es perjudicial para la inte-
gridad de los espermatozoides [19]. Mas aln cuando
estudios donde se han evaluado bajas fuerzas de cen-
trifugacion (300 x g y 400 x g), han permitido man-
tener niveles de vitalidad espermatica, superiores al
75% [3, 20]. Sin embargo, algunos estudios indican
que el aumento de la fuerza hasta 1800 x g o 2400
X ¢, durante un periodo corto de tiempo (5 min.), es
necesaria para reducir considerablemente la pérdida
de espermatozoides en el sobrenadante después de la
centrifugacion [21].

Trabajos donde se han utilizado diferentes fuerzas de
centrifugacion, buscando una maxima recuperacion
celular, han demostrado que los incrementos en dicha
fuerza, pueden conducir a pérdidas entre el 15% v el
20% de los espermatozoides [22]. De acuerdo a lo
anterior, es importante continuar evaluando alternati-
vas de centrifugacion que conduzcan a una maxima
recuperacion celular, condicionada a la menor reduc-
cion posible en la integridad y la funcionalidad de los
espermatozoides equinos.

CONCLUSIONES

El uso biotecnologico del semen equino involucra la
manipulacion excesiva y el sometimiento de los es-
permatozoides a condiciones estresantes. Se conoce
que la centrifugacion es intrinsecamente nociva, y
puede generar alteraciones celulares. La disponibili-
dad de métodos de evaluacion seminal por sistemas
computarizados y fluorescencia, permiten valorar de

una forma mas precisa el impacto de la centrifugacion
sobre la integridad y la funcionalidad de las células es-
permaticas.

De este estudio se concluye que incluso bajos niveles
de fuerza de centrifugacion, logran alterar la movilidad
espermatica, la integridad del acrosoma y el potencial
de la membrana interna mitocondrial de los esperma-
tozoides equinos; mientras la vitalidad espermatica
como indicador asociado con la funcionalidad de la
membrana plasmatica, pareceria indicar una mayor
tolerancia de esta estructura al estrés originado por
la centrifugacion en niveles inferiores a los 1800 x g.
La informacion derivada de este estudio podria cons-
tituirse en un insumo importante para el ajuste e im-
plementacion de nuevos esquemas de separacion de
espermatozoides equinos.
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