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RESUMEN

La produccion de embriones 7 vitro requiere espermatozoides
seleccionados por caracteristicas morfologicas y cinéticas, para
garantizar una fecundaciéon normal y desarrollo embrionatio
eficiente. El objetivo del trabajo fue comparar los parametros de
cinética espermatica antes y después de seleccion mediante
columna de densidad con gradiente de percoll 45/90 en bovinos.
Se utilizaron (n=8) pajillas de semen congelado comercial de
toros de fertilidad conocida, que fueron descongeladas a 37°C
por 30 segundos y analizadas antes y después de la
centrifugacion (percoll 45/90) con el computer assisted sperm
analysis (CASA) para evaluar los siguientes parametros cinéticos
VCL, VAP, VSL, LIN, STR, WOB y BCE Para la seleccion
espermatica se coloc 500 ul de percoll 45 en la parte superior y
500 pl de percol 90 en la parte inferior en un microtubo cénico y
200 pl semen descongelado en la parte superior, centrifugando a
3000RPM (1077G) por 15 minutos. En este trabajo la cinética
espermatica definida por CASA se demostré que las muestras
seleccionadas (después) tuvieron mayor velocidad que las
muestras descongeladas (antes).
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ABSTRACT

Production of embryos 7z witro requires selected by
morphological and kinetic features, to ensure normal
fertilization and embryo development efficient sperm. The m
objective was to compare the kinetic parameters of sperm
before and after selection by column percoll density
gradient 45/90 in cattle. (n = 8) straws of frozen semen
commercial bulls known fertility were thawed at 37 © C for
30 seconds and analyzed before and after centrifugation
(percoll 90/45) with computer assisted sperm analysis
(CASA) were used for evaluate the following kinetic m
parameters VCL, VAP, VSL, LIN, STR, WOB and BCFE. To
500 pl sperm selection Percoll 45 in the top and 500 ul of
Percoll 90 in the bottom was placed in a microtube and 200
ul conical thawed semen top, centrifuging at 3000 RPM
(1077G) for 15 minutes. In this paper defined by CASA

sperm kinetics showed that the selected samples (after)
were faster than thawed samples (before).
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INTRODUCCION

El espermatozoide de mamifero consiste en cabeza, con un
nucleo altamente compactado de genoma haploide y el flagelo
conteniendo las mitocondrias que generan la energfa necesaria
y la propulsion para la motilidad espermatica (Turner, 2003).
LLa medida de motilidad espermatica es subjetiva debido a que
depende individualmente del observador y la precision de la
estimacion de la motilidad es muy importante, siendo de alta
correlacion con la fertilidad, si se usa como wvariable el
promedio de la estimacién de diferentes técnicos (Foote,
2003). El sistema computarizado de analisis de semen (CASA-
Computer - Assisted Sperm Analyzer) ha sido usado para
resolver el problema de la variabilidad y se ha encontrado una
correlacion significativa con la fertilidad (Hirai ezal, 2001).

La produccion de embriones 2 vitro requiere espermatozoides
seleccionados por caracteristicas morfoldgicas y cinéticas, para
garantizar una fecundacién normal y desarrollo embrionario
eficiente. Segun Henkel y Schill (2003) la seleccion ideal de
espermatozoides con alta capacidad fecundante debe ser
rapida, facil y economica. Clasificar espermatozoides méviles,
sin causar daflos o alteraciones no fisiologicas en las células
espermaticas es muy importante, asimismo se debe eliminar
los espermatozoides muertos u otras células, tales como
leucocitos, bacterias y sustancias toxicas o bioactivos tales
como factores de decapacitacién o especies reactivas de
oxigeno (Morrell and Rodriguez-Martinez, 2011). Los
métodos de seleccion espermaticamente comunmente usados
son lavado por centrifugacion, swim-up, gradiente de Percoll,
filtracién Sephadex y la lana de vidrio. La centrifugacion en
gradiente de densidad (Percoll) es el método mas utilizado y ha
sido utilizado para la separaciéon de espermatozoides en
diferentes especies (Pertoft, 2000).

El objetivo del trabajo es comparar los pardmetros de cinética
espermatica antes y después de seleccion mediante columna de
densidad con gradiente de percoll 45/90 en semen congelado
de bovinos, previo ala exposicién de los espermatozoides alos
ovocitos madurados en gotas de fecundacion.

El estudio se realizé en el Laboratorio de Biotecnologfa
Reproductiva “Carlos Rodrignez 1illegas” de la Facultad de
Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria .a Molina en
Lima — Pert. Se utilizaron (n=8) pajillas de semen congelado
comercial de toros de fertilidad conocida, que fueron
descongeladas a 37°C por 30 segundos y analizadas antes y
después de la centrifugacién (petrcoll 45/90) con el computer
assisted sperm analysis (CASA- ISAS®, Proiser, Espafia) los
siguientes parametros cinéticos velocidad curvilinea (VCL),
velocidad media (VAP), velocidad rectilinea (VSL), indice de

. La seleccion espermatica se realizé en gradiente de densidad

(petcoll 45/90). Se colocéd una muestra de 500 ul de percoll 45
en el gradiente superior y 500 ul de percol 90 en el gradiente

 inferior en microtubo conico y 200 ul semen descongelado en

la parte superior, llevaindose a la primera centrifugacion a
3000RPM (1077 G) por 15 minutos, posteriormente se
eliminé el sobrenadante y el pellet (porcion espermatica), se
diluyo a una concentracién final de 1x10° espermatozoides/ml

y se realiz6 el andlisis CASA post procedimiento a la seleccion.
Este procedimiento se realiz6 con modificaciones de
Ripamonte ezal. (2011).

Para la comparacion de parametros de cinética espermatica, se
utilizé un disefio de bloques completamente al azar con igual
nimero de repeticiones por tratamiento, para la comparacion
de medias antes y después se utiliz6 la prueba de Tukey

(P>0.05).

RESULTADOS

Los resultados del analisis CASA de las comparaciones de
antes y después de la seleccion paralos parametros evaluados
se enumeran en la tabla 01.

Tabla 01: Comparaciéon de los pardmetros de cinética
espermatica post descongelacion (ANTES) y post seleccion
espermatica (DESPUES).

Parametros de n° antes después
cinética toros “post descongelacion” “post seleccion”

VSL (um/s) 8 26,09+3,54" 35,79+13,14°
VAP (um/s) 8 41,38+4,65 53,55+13,11°
VCL (um/s) 8 73,16%9,09° 88,4£19,07
LIN (%o 8 35,76+3,85" 39,74+8,32"
STR (%) 8 63,05+4,17* 65,3+10,05*
WOB (%) 8 56,6+2,92" 60,36+4,35"
BCF (Hz) 8 8,06£1,32" 7,78£1,69°

a’bLetms diferentes dentro de una misma fila muestran diferencias significativas (P< 0.05)

DISCUSION

El analisis espermatico es comunmente realizado en
laboratorios, debido a su simplicidad, rapidez y bajo costo, sin
embargo, la correlacién con la fertilidad es muy variable, baja y
en muchos casos contradictoria (Tardif e a/, 1999). La
subjetividad de los resultados de motilidad espermatica
depende individualmente del observador y la precision de la
estimacion de la motilidad, siendo esto muy importante
cuando se correlaciona con la fertilidad.

La cinética espermatica puede ser definida objetivamente,
utilizando un sistema computarizado de analisis de semen
(CASA) y se ha encontrado una correlacion significativa con la
fertilidad (Hirai e al, 2001). En este trabajo la cinética
espermatica fue definida por CASA (ISAS®, Proiser, Espafia)
y se demostr6é que las muestras seleccionadas tenfan mayor
velocidad curvilinea de 73,1619,09b a 88,4+19,07a antes y
después respectivamente y la velocidad promedio de
41,38£4,65b a 53,55%£13,11a antes y después
respectivamente. Mostrandonos diferencias = significativas
para estos parametros. (ver tabla 1). Segin Benon y Linet
(2008), reportan que hay un aumento significativo en ALH,
VCL, y en menor proporcion VSL. Esto parece caracterizar
un aumento significativo en el esperma hiperactivado.
Samardzija et al. (2003) reportan que las muestras de semen
congelado bovino procesadas con percoll (90/45) 'y
Bovipure® (Nidacon, Suecia) incrementaron la proporcion
de motilidad progresiva en 14 y 16%, la reaccién osmotica
(HOS) en 16y 13% yla proporcion de vivos (SYBR-14/PI) en
26 y 28%, respectivamente, correspondientemente se

rbserv() una tasa de division embrionaria de 65y 75% y tasa de




blastocistos (dfa, 7) de 28 y 21%, indicando que una mayor
motilidad y viabilidad espermatica post seleccion puede
incrementar la tasa de fecundacién y produccion de
blastocistos 2 vitro.

CONCLUSION

Elmétodo de seleccién espermatica utilizada, percoll 45/90 es
eficiente para la separacion de espermatozoides con
velocidades rapidos medios, lentos y estaticos, siendo mayor la
velocidad curvilinea y promedio.
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