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DESCRIPCION
Composicion para la separacion de espermatozoides de una muestra de semen

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al campo de la medicina veterinaria, mas especificamente a composiciones y
procedimientos Utiles para procesar semen animal para su uso en reproduccion asistida.

Antecedentes de la invencion

La inseminacion artificial (Al) se ha usado en el ganado productor de leche y el ganado porcino desde hace varias
décadas. Sin embargo, se necesitan procedimientos para mejorar la calidad del esperma en las dosis de esperma
usadas para la Al debido a diversas razones: (i) para retirar los espermatozoides de los factores inhibidores en el
plasma seminal, por ejemplo, los factores decapacitantes; (ii) para seleccionar los espermatozoides maduros,
normales y viables entre la poblacion de esperma total en el eyaculado; (iii) para separar los espermatozoides de las
fuentes de especies de oxigeno reactivo que son perjudiciales para la supervivencia del esperma. Estas funciones
normalmente se realizan en el tracto reproductivo femenino durante el apareamiento natural, pero pueden estar
parcialmente ausentes cuando los espermatozoides se introducen por inseminacion artificial. Ademas, cuando los
espermatozoides han de ser usados para una fertilizacion in vitro, estos mecanismos de seleccion estan
completamente ausentes, y los espermatozoides deben ser separados del plasma seminal antes de usarlos.

La inseminacion artificial (Al) se ha usado en el ganado productor de leche y el ganado porcino desde hace varias
décadas. Sin embargo, se necesitan procedimientos para mejorar la calidad del esperma en las dosis de esperma
usadas para la Al debido a diversas razones: (i) para retirar los espermatozoides de los factores inhibidores en el
plasma seminal, por ejemplo, los factores decapacitantes; (ii) para seleccionar los espermatozoides maduros,
normales y viables entre la poblacion de esperma total en el eyaculado; (iii) para separar los espermatozoides de las
fuentes de especies de oxigeno reactivo que son perjudiciales para la supervivencia del esperma. Estas funciones
normalmente se realizan en el tracto reproductivo femenino durante el apareamiento natural, pero pueden estar
parcialmente ausentes cuando los espermatozoides se introducen por inseminacion artificial. Ademas, cuando los
espermatozoides han de ser usados para una fertilizacion in vitro, estos mecanismos de seleccion estan
completamente ausentes, y los espermatozoides deben ser separados del plasma seminal antes de usarlos.

Durante los ultimos 15 afios, se ha usado la técnica de centrifugacion con gradiente de densidad para preparar los
espermatozoides humanos para su uso en la reproduccion asistida (WHO, 1999). Originalmente, se usaban
particulas de silice recubiertas con polivinilpirrolidona, pero en las formulaciones mas recientes se han usado
particulas de silice recubiertas con silano en el gradiente de densidad.

Las suspensiones de esperma preparadas se usan inmediatamente para la fertilizacion in vitro, la inyeccion
intracitoplasmica de esperma o el depésito intrauterino.

Las formulaciones coloidales disponibles en el mercado para preparar espermatozoides humanos para la
reproduccion asistida, por ejemplo, Puresperm (Nidacon International AB), tienen una osmolaridad de 300-310
mOsm, de acuerdo con el sitio de Internet de la compafiia y la bibliografia promocional. Hasta el momento, los
Unicos productos disponibles en el mercado para los gradientes de densidad para espermatozoides de animales
mencionados en la bibliografia también tenian una osmolaridad dentro del intervalo de 300-310 mOsm, por ejemplo,
Equipure y Bovipure (ambos producidos por Nidacon International). Aunque se ha informado que Bovipure
proporciona buenos resultados cuando se usa para preparar espermatozoides bovinos para la IVF (4), el uso de
Equipure como gradiente de densidad para espermatozoides de caballo no proporciond los mismos efectos
beneficiosos sobre la calidad del esperma (5) que los que se han informado para los espermatozoides humanos (6).

La preparacién de las muestras de semen humano cominmente se realiza en alicuotas de 1,5 ml. Aunque la
preparacion de semen de animales en volumenes tan pequefios es apropiada para preparar espermatozoides para
la IVF o la ICSI, se necesitan cantidades de esperma mucho mayores para la inseminacion artificial en animales. En
consecuencia, existe la necesidad de procedimientos sencillos y convenientes para preparar espermatozoides a
partir de semen de animales en el sitio de la recoleccion y en cantidades apropiadas para usar en la inseminacion
artificial. También existe la necesidad de composiciones especificas para animales y apropiadas para usar en dichos
procedimientos.

Sumario de la invenciéon

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion para separar los espermatozoides de una
muestra de semen de acuerdo con la reivindicacion 1. Teniendo dicha composicion un pH de 7,0-7,35 y una
osmolaridad de 300-345 mOsm.

La composicién comprende

- cloruro sédico en una concentracion de 97,5-140,0 mM
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- cloruro potasico en una concentracion de 4,0-5,5 mM

- glucosa en una concentracion de 1,0-1,4 mM

- EDTA en una concentracion de 0,10-0,14 mM

- HEPES en una concentracion de 15,0-19,0 mM

- citrato tri-sédico en una concentracion de 4,8-8,3 mM

- lactato en una concentraciéon de 0-4,0 mM;

- particulas de silice recubiertas con silano en una concentracion de 300-1000 g/l, y
- agua.

En una realizacién adicional de este aspecto, la composicién tiene un pH en el intervalo de 7,10-7,25,
preferentemente de aproximadamente 7,15, antes del autoclavado. Ademas la composicion tiene preferentemente
una osmolaridad de 320-345 mOsm, tal como 320-330 mOsm. El diametro promedio de las particulas de silice
recubiertas con silano puede ser de 10-1000 nm, preferentemente 10-100 nm.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un procedimiento para preparar espermatozoides a partir de una
muestra de semen de un animal no humano como se define por la reivindicacién 2, que comprende la etapa de
separar los espermatozoides de los otros constituyentes del semen por centrifugacion a través de una sola capa de
una formulacion coloidal, en el que la formulacién coloidal es una composicién de acuerdo con la reivindicacion 1.

El procedimiento hace uso de la composicion de acuerdo con el primer aspecto.

En una realizacion de este aspecto, la densidad de la formulacion coloidal esta en el intervalo de 1,05-1,14 g/ml, tal
como 1,051-1,11 g/ml. La formulacién puede tener un pH de 6,8-7,4, preferentemente 7,0-7,3 y tiene una
osmolaridad de 320-330 mOsm.

En una realizacién de este aspecto, el procedimiento se lleva a cabo en un recipiente que no es de plastico, tal como
un recipiente de vidrio.

En una realizacion de este aspecto, el procedimiento se lleva a cabo en recipientes con un volumen de 10 ml o
superior a 10 ml, tal como 50-200 ml. La altura de la formulacién coloidal en el recipiente puede ser de 30-45 mm.

En una realizacion de este aspecto, se procesa el eyaculado completo.

En una realizacién de este aspecto, el animal es un ave o un mamifero, tal como un caballo, un toro, un cerdo o un
perro.

En una realizacion de este aspecto, el diametro promedio de las particulas de silice recubiertas con silano es de 10-
1000 nm, preferentemente 10-100 nm.

En una realizacion de este aspecto, la muestra de semen no es oligospérmica.

En una realizacion de este aspecto, los espermatozoides se separan del plasma seminal y los componentes
celulares y no celulares del plasma seminal, tales como bacterias, virus, leucocitos, particulas, etcétera. Cada
componente separado puede usarse por separado.

En una realizacién de este aspecto, el procedimiento se usa para prolongar la duracion de la motilidad del esperma.
Esto se describe con mayor detalle en los ejemplos mas adelante.

En una realizacién de este aspecto, el procedimiento se usa para reducir la variacién en la calidad del esperma entre
los eyaculados. Esto se describe con mayor detalle en los ejemplos mas adelante.

Las diferentes realizaciones del procedimiento de acuerdo con este aspecto pueden combinarse entre si.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un procedimiento para separar una subpoblacion de esperma de
interés a partir de una muestra de semen de un animal no humano como se define en la reivindicaciéon 10 que
comprende las etapas

proporcionar un gradiente de densidad que comprende al menos dos capas de la composicién de acuerdo con el
primer aspecto, teniendo cada capa una densidad diferente;

separar las subpoblaciones de esperma en la muestra de semen por centrifugacion a través del gradiente de
densidad; y

seleccionar la subpoblacién de esperma de interés.

La subpoblaciéon de esperma puede comprender, por ejemplo, espermatozoides haploides o espermatozoides que
tienen una motilidad normal, por ejemplo, de origen equino, bovino o porcino.

También se desvelan espermatozoides preparados con el procedimiento de acuerdo con la invencién y el uso de
dichos espermatozoides en Al, IVF e ICSI.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Efecto del uso de esperma fresco o almacenado para la centrifugacién coloidal sobre la supervivencia
de esperma de caballo (n = 12). Nota: dia de recoleccion = Dia 1; por lo tanto, Dia 2 = 24 horas, Dia 3 = 48
horas, etcétera.

Figura 2: Efecto del lavado (n = 38) o el uso del sedimento de esperma sin lavar (n = 38) después de la
centrifugaciéon en una sola capa sobre las estimaciones de motilidad subjetivas promedio (%).

Figura 3: Efecto de la osmolaridad del coloide sobre la proporcion de espermatozoides de caballo con
morfologia normal después de la centrifugacion coloidal (n = 15).

Figura 4: Efecto de la osmolaridad del coloide sobre los defectos de la cromatina del esperma (n = 12).

Figura 5: Efecto de la separacion de los espermatozoides del plasma seminal sin la seleccién concomitante de
los espermatozoides de buena calidad usando la densidad del coloide (n = 3).

Figura 6: Comparacioén de los coloides de distinta densidad (80 % y 60 %) usados para la centrifugacion en una
sola capa (n = 8).

Figura 7: Efecto del aumento de la escala de la centrifugacion en una sola capa sobre el rendimiento de
espermatozoides de caballo: control (4 ml de coloide mas 1,5 ml de eyaculado extendido), con un indice de 1
para cada tratamiento.

Figura 8: Motilidad subjetiva en muestras de esperma antes y después de la centrifugacion en una sola capa,
donde se comparan tratamientos pequefios (4,0 ml de coloide mas 1,5 ml de eyaculado extendido) y grandes (20
ml de coloide y 7,5 ml de eyaculado extendido) (n = 8).

Figura 9: Motilidad subjetiva en muestras de esperma antes y después de la centrifugacion en una sola capa,
donde se comparan tratamientos pequefios (4,0 ml de coloide mas 1,5 ml de eyaculado extendido) y extra-
grandes (60 ml de coloide y 22,5 ml de eyaculado extendido) (n = 4).

Figura 10: Efecto del aumento de la escala de la centrifugacion coloidal sobre la viabilidad del esperma de
caballo (n = 8).

Figura 11: Efecto del aumento de la escala de la centrifugacion coloidal sobre la motilidad del esperma de
caballo (n =7).

Figura 12: Efecto del aumento de la escala de la centrifugacion coloidal sobre la velocidad del esperma de
caballo (n =7).

Figura 13: Efecto del aumento del volumen del coloide y el volumen del eyaculado sobre la motilidad del
esperma de caballo (n = 9).

Figura 14: Efecto de la osmolaridad del coloide sobe la motilidad del esperma de jabali después de la
centrifugacion con gradiente de densidad en tubos de centrifuga pequefios y grandes: osmolaridad = 305 mOsm
(n = 4). Nota: el dia 1 es el dia de la preparacion; el dia 2 representa el transcurso de 24 horas, etcétera.

Figura 15: Efecto de osmolaridad del coloide sobre la motilidad del esperma de jabali después de la
centrifugacion con gradiente de densidad en tubos de centrifuga pequefios y grandes: osmolaridad = 330 mOsm
(n = 8). Nota: el dia 1 es el dia de la preparacion; el dia 2 representa el transcurso de 24 horas, etcétera.

Figura 16: Comparacion de la centrifugacion con gradiente de densidad y la centrifugacion en una sola capa de
espermatozoides de jabali (n = 12 eyaculados). Nota: el dia 1 es el dia de la preparacion; el dia 2 representa el
transcurso de 24 horas, etcétera.

Figura 17: Efecto de la incubacion a 37 °C sobre la motilidad de espermatozoides de jabali de preparaciones de
una sola capa (n = 18 eyaculados).

Figura 18: Comparacion de la centrifugacion coloidal con el uso de espermatozoides de jabali frescos y
almacenados (n = 12 eyaculados).

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion tiene por objeto mejorar las composiciones y los procedimientos de los antecedentes técnicos
para preparar espermatozoides a partir de eyaculados de animales, con relacion su calidad y también su simplicidad
de preparacion. La mejora en la calidad del esperma incluye la prolongacion de la supervivencia del esperma, la
mejora de la motilidad, la viabilidad y la morfologia del esperma, la integridad de la cromatina, y la capacidad de
congelamiento. Las mejoras de los procedimientos incluyen un mayor rendimiento y una mayor facilidad de
operacion, la capacidad de procesar grandes volumenes de eyaculado, seleccionar subpoblaciones de esperma y
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realizar una optimizacion para especies individuales. Esto se describe con mayor detalle en los ejemplos.

La composiciéon de acuerdo con la invencién puede producirse como una composicion madre. Esta composicion
madre tiene una densidad de aproximadamente 1,14 g/ml. Esta composicion madre puede usarse sin diluir en
determinadas aplicaciones, pero también puede diluirse con un tampoén apropiado. Las diluciones apropiadas
incluyen, por ejemplo, 80 %, 70 %, 67,5 %, 65 %, 60 % y 40 % de la composicion madre. Por supuesto, estas
composiciones diluidas también pueden prepararse de manera directa, sin producir primero una composiciéon madre.

Las particulas de silice recubiertas con silano usadas pueden ser un producto disponible en el mercado, tal como
RediGrad, disponible en GE Healthcare, o cualquier otra composicion de particulas con caracteristicas comparables.

Se describen algunos ejemplos de composiciones de acuerdo con la invencién como la Composicion madre A
(apropiada para usar con especies porcinas) y la Composicion madre E (apropiada para otras especies, tales como
especies equinas, bovinas o caninas) en la Tabla | a continuacién. El tampén E y el tampén A pueden usarse para
preparar las composiciones diluidas correspondientes, pero también pueden usarse otros tampones. A modo de
ejemplo, el tampoén A puede reemplazarse por solucién de descongelamiento Beltsville (BTS) en la dilucion de la
Composicion madre A. El pH de las composiciones madre descriptas a modo de ejemplo es de aproximadamente
7,15, pero su valor aumenta durante el autoclavado hasta aproximadamente 7,33.

Tabla |

Sustancia Composicion Composicion Tampon | Tampén | Eal80 | A al 80

o madre E madre A E A % %
quimica mM mM mM mM mM mM
NaCl 104 113 135 121 115 113
KCI 4,3 4,7 55 5,0 4,7 4,7
Glucosa 1,1 1,2 1,2 1,3 1,2 1,2
EDTA 0,11 0,13 0,13 0,12 0,13 0,13
HEPES 16 18 18 19 18 18
CaCl; 2,5 2,7 0 0 0 2,7
Citrato de Na 7,6 8,1 5,8 1,6
Lactato de Ca 3,0 2,5 0
Lactato de Na 19 3,8
H.O* 11 11 0,21 0,21
RediGrad 11 11 0,81 0,81
Densidad 1,13 £ 0,005 g/ml
Osm 320 330 320 330 320 330
pH 7,15-7,35 7,15-7,35 7,15 7,15
*con calidad de agua para inyeccion

Se necesita un procedimiento para prolongar la vida util de los espermatozoides de caballo destinados a la Al. Los
presentes inventores compararon la centrifugacion con gradiente de densidad o la centrifugacion a través de una
sola capa de coloide como procedimientos potenciales para preparar espermatozoides de caballo. Ambos
procedimientos parecieron prolongar la duracion de la motilidad del esperma en comparacion con los
espermatozoides sin centrifugar (P < 0,001), con lo que potencialmente se extenderia la vida util de los
espermatozoides de caballo tratados para la Al. Ademas, se realizé6 una comparacion de la eficacia de la seleccion
usando (i) semen de caballo recién recolectado y extendido, y (ii) muestras de semen almacenadas durante la noche
a 4 °C antes de los procedimientos.

Para el semen fresco y extendido, se observd un rendimiento de recuperacion de espermatozoides con motilidad
similar con los dos procedimientos de preparacion (27,0 + 6,56 millones de espermatozoides 32,6 + 7,79 para las
centrifugaciones en una sola capa y con gradiente de densidad, respectivamente). Sin embargo, el rendimiento se
redujo aproximadamente 18-20 % cuando se us6 semen almacenado en frio para la centrifugacion, en comparacion
con el semen fresco, y se observd una mayor variacién entre los eyaculados para los eyaculados frescos.
Nuevamente, la motilidad del esperma y la supervivencia del esperma mejoraron en las preparaciones de esperma
centrifugadas, en comparacion con los eyaculados almacenados sin procesar. Se concluyé que las dos técnicas de
centrifugacion coloidal producian preparaciones de esperma equivalentes, y que el procedimiento en una sola capa
seria conveniente para usar en el campo. Esto se describe con mayor detalle en el ejemplo 1.
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La morfologia del esperma y la integridad de la cromatina han sido relacionadas con la fertilidad de los
espermatozoides de caballo. En estudios previos con eyaculados humanos, se demostré que la proporcion de
espermatozoides con morfologia normal y cromatina intacta puede aumentarse usando una centrifugacion con
gradiente de densidad (6). Los presentes inventores investigaron si esta metodologia podia ser efectiva para el
semen de caballo, mediante el uso de centrifugacion con gradiente de densidad o el nuevo procedimiento
mencionado con anterioridad, la centrifugacion en una sola capa. Hubo un aumento significativo en la proporcion de
espermatozoides con morfologia normal en las preparaciones de esperma después de la centrifugacion coloidal,
independientemente de cual procedimiento de centrifugacion habia sido usado (antes de la centrifugacion: 67,5 +
13,06 %; después de una centrifugacion en una sola capa: 77,1 + 9,3 %; después de una centrifugacion con
gradiente de densidad: 76,7 + 8,7 %; P < 0,001). Mas aun, la variacion entre los caballos se redujo
considerablemente con la centrifugacion. Algunas de las anormalidades morfolégicas se vieron considerablemente
reducidas después de la centrifugacion coloidal, por ejemplo, la incidencia de gotas citoplasmicas proximales se
redujo 20 %, y la incidencia de gotas citoplasmicas distales se redujo 50 %, mientras que la centrifugacion coloidal
tuvo un impacto escaso sobre las proporciones de cabezas angostas o en forma de pera presentes. En general,
estos resultados sugieren que la centrifugacion coloidal es un procedimiento apropiado para cosechar
espermatozoides con morfologia normal a partir de los eyaculados que han de usarse para la Al, y ademas, puede
reducir algunas de las variaciones observadas entre los caballos. Esto se describe con mayor detalle en el ejemplo
1.

Ademas, ambos procedimientos de centrifugacion coloidal proporcionaron preparaciones de esperma donde la
integridad de la cromatina se vio significativamente mejorada (indice de fragmentacién del ADN en preparaciones no
seleccionadas: 11,0 + 4,6; centrifugacion en una sola capa: 4,8 * 2,6; centrifugacion con gradiente de densidad: 4,8
+ 2,8; P < 0,001). No hubo diferencias entre los dos procedimientos de centrifugacion. Ademas, hubo relaciones
negativas entre la morfologia normal y el indice de fragmentacion del ADN (DFI) (P < 0,001), la morfologia normal y
la desviacion estandar del DFI (SD_DFI), (P < 0,001), y el DFl y la tasa de prefiez (P < 0,03). Para los defectos
especificos, hubo una relacién directa entre la incidencia de cabezas en forma de pera y el DFI (P < 0,05), las
cavidades nucleares y el DFI (P < 0,001), y el defecto en la porcion media y el DFI (P < 0,01); entre las cabezas
separadas y la SD_DFI (P < 0,001), y entre las cabezas separadas y el DFI promedio (P < 0,05). En conclusion, la
centrifugacion en una sola capa fue tan efectiva como la centrifugacion con gradiente de densidad para enriquecer
las preparaciones de esperma de caballo en espermatozoides con estructuras de cromatina normales, por lo que
puede ayudar a mejorar las tasas de prefiez para la inseminacion artificial. La presencia de determinados defectos
morfolégicos puede ser indicativa de dafio en la cromatina, por lo que podria usarsela como marcador para predecir
la fertiidad de las dosis de inseminacion. Esto se describe con mayor detalle en el ejemplo 1. El uso de
centrifugacion coloidal para preparar espermatozoides de animales para la Al dependera del procesamiento de
grandes volumenes de eyaculados o grandes cantidades de espermatozoides. Los procedimientos para aumentar el
volumen del eyaculado que pueden usarse para reducir las pérdidas durante la centrifugacion se investigaron
alterando parametros tales como la osmolaridad y la densidad de la formulacion coloidal, y usando tubos de
centrifuga de distintos materiales (vidrio frente a plastico) y tamafios (10 frente a 50 ml). La reduccion de la densidad
del coloide usado para la centrifugacion en una sola capa permiti6 aumentar sustancialmente la proporcion de
espermatozoides con motilidad en comparaciéon con el coloide de densidad normal (promedio + SD: 72,6 + 28,9
millones en comparacion con 28,9 + 24,7 millones), al tiempo que también permitié prolongar la supervivencia del
esperma en 24 horas en comparacion con el eyaculado sin centrifugar. El uso de tubos de vidrio en lugar de tubos
de plastico permiti6 aumentar significativamente el rendimiento promedio (42,2 + 22,14 millones y 39,3 + 19,87
millones de espermatozoides para el vidrio y el plastico, respectivamente; P < 0,01). El uso de tubos de centrifuga
grandes (50 ml) junto con voliumenes aumentados de coloides y semen (“aumento de la escala”) produjo resultados
variables, probablemente debido a las diferencias entre los eyaculados. Sin embargo, volimenes de 8-10 ml de
coloide (en una o dos capas) junto con 4,5 ml de semen extendido en tubos de 50 ml proporcionaron los mayores
rendimientos, en comparacion con los volumenes usuales en tubos de 10 ml, lo que indica que deberia ser posible
recuperar suficientes cantidades de espermatozoides para la Al. Esto se describe con mayor detalle en el ejemplo 3.

En una comparacion de formulaciones coloidales con dos osmolaridades diferentes, “normal” (320 mOsm) y “alta”
(345 mOsm), los rendimientos promedio para la centrifugacién en una sola capa fueron de 30,19 (+ 16,9) y 25,8 (+
18,5) millones de espermatozoides para cada osmolaridad, respectivamente, mientras que los rendimientos para la
centrifugacion con gradiente de densidad fueron de 31,84 (+ 19,7) y 26,46 (+ 20,0) millones de espermatozoides,
respectivamente, con una variacion considerable entre los eyaculados. Estas diferencias no son de significacion
estadistica. Sin embargo, el uso de un coloide de mayor osmolaridad para la centrifugacién en una sola capa resulté
en un aumento en la cantidad de espermatozoides con morfologia normal en la preparacion (P < 0,001). Ademas,
esta tendencia también se observé para las centrifugaciones con gradientes de densidad, aunque la diferencia no
tuvo una significacion estadistica tan marcada (P < 0,051). Para las anormalidades morfolégicas individuales, las
diferencias en la capacidad de las formulaciones coloidales de osmolaridad normal y alta de eliminar los
espermatozoides anormales no fueron significativas. Entonces, el aumento de la osmolaridad de la formulaciéon
coloidal puede ser beneficioso para procesar eyaculados que contienen una proporcion elevada de espermatozoides
anormales. Esto se describe con mayor detalle en el ejemplo 3.

En un ejemplo adicional, el procedimiento de centrifugacion coloidal en una sola capa se modifico para acelerar el
proceso, y se incremento la escala para permitir el procesamiento del eyaculado completo, que es voluminoso en los
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caballos, en una pequefia cantidad de tubos grandes. La omision del segundo paso de “lavado” posterior a la
centrifugacion en el protocolo original resulté en un ahorro de tiempo considerable y no afecté de manera adversa la
motilidad del esperma. Para el aumento de la escala, el uso de entre 8 y 12,5 ml de coloide (80 %) con 5 ml de
eyaculado no resulté en preparaciones de esperma con una motilidad tan buena como el uso de 4 ml de coloide en
tubos de centrifuga de 10 ml. Sin embargo, cuando se usaron 15 o 20 ml de coloide de diversas densidades (60-80
%) para centrifugar 7,5 ml de eyaculado extendido en tubos de centrifuga de 50 ml, se obtuvieron preparaciones de
esperma cuya calidad se considerd equivalente a la de las preparaciones de tamafio normal. Se descubrié que 15 ml
de coloide al 60 % proporcionaban las mejores preparaciones de esperma en términos de rendimiento de esperma y
supervivencia del esperma. La motilidad del esperma no fue diferente entre los tratamientos. Ademas, el uso de 60
ml de coloide (80 %) con 22,5 ml de eyaculado extendido en tubos de centrifuga de 200 ml proporcion6
preparaciones de esperma cuya motilidad y duracidon de supervivencia se consideraron similares a las de las
preparaciones de esperma realizadas con 4 ml de coloide en tubos de centrifuga de 10 ml. Finalmente, los
espermatozoides preparados fueron capaces de realizar la fertilizacion, ya que se obtuvieron individuos prefiados
después de llevar a cabo una inseminacion con los espermatozoides enfriados, transportados y centrifugados. Este
aumento de la escala se describe con mayor detalle en el ejemplo 4.

La capacidad de fertilizacion de los espermatozoides congelados-descongelados seleccionados se evalué usando
fertilizacion in vitro (IVF), donde los espermatozoides se prepararon en un gradiente de densidad o en una sola capa
de coloide. La tasa de fertilizacion promedio, la tasa de desarrollo de blastocistos y la cantidad total de células fueron
56,3 + 23,3 %, 23,5 + 17,4 % y 83,2 + 29,9, respectivamente, para los espermatozoides con un gradiente de
densidad, y 58,1 + 23,3 %, 24,5 + 14,3 % y 94,6 + 23,4, respectivamente, para los espermatozoides preparados en
una sola capa de coloide. Los valores promedio de los diversos parametros de los analisis computarizados de la
motilidad del esperma no fueron diferentes entre los dos procedimientos usados para preparar el esperma. Estos
resultados confirman lo informado para el caballo y el jabali, a saber, que los espermatozoides preparados en una
sola capa de coloide no tienen un comportamiento o propiedades diferentes de los espermatozoides preparados con
un gradiente, y ademas, indican que no hay diferencias en las capacidades de fertilizacion del esperma en estos dos
tipos de preparaciones. Esto se describe con mayor detalle en el ejemplo 6.

La centrifugacion coloidal habia sido usada con anterioridad para seleccionar espermatozoides con morfologia
normal. Dentro del marco de la presente invencion, se intenté seleccionar espermatozoides de tamafio normal a
partir de una poblacién polimoérfica en un eyaculado de toro. Se usaron capas individuales de coloides de distintas
densidades para identificar las densidades apropiadas para el gradiente de densidad. Usando coloides con
densidades de 55 % y 70 %, fue posible obtener dos subpoblaciones de esperma: una que contenia casi por
completo espermatozoides de tamafio normal, y otra enriquecida en espermatozoides macrocefalicos. Los
espermatozoides microcefalicos fueron eliminados en el coloide de menor densidad, por lo que no aparecieron en
ninguna de las subpoblaciones seleccionadas. Esto se describe con mayor detalle en el ejemplo 5.

Los obstaculos para el uso de la centrifugacion con gradiente de densidad en otras especies, tales como el jabali,
son similares a los mencionados para el caballo. Los presentes inventores investigaron los siguientes: (i) el efecto
del aumento de la osmolaridad de una formulacidn coloidal sobre la eficacia de la seleccién del esperma de jabali
durante la centrifugacion con gradiente de densidad, con el objeto de desarrollar formulaciones coloidales
especificas para espermatozoides de animales, (ii) una comparacioén de la centrifugacion con gradiente de densidad
con la centrifugacion en una sola capa de coloide para preparar espermatozoides de jabali, (iii) el efecto del
autoclavado del coloide sobre los espermatozoides de jabali, y (iv) el lavado de los espermatozoides después de la
centrifugacion coloidal.

Los resultados demostraron que el aumento de la osmolaridad del coloide usado para la centrifugacion con
gradiente de densidad de los espermatozoides de jabali incremento la proporcion de espermatozoides con motilidad
en la preparacion de esperma resultante. Ademas, la motilidad del esperma se mantuvo al menos 24 horas mas en
las preparaciones de esperma centrifugadas que en los controles (alicuotas sin centrifugar), es decir, 7 u 8 dias para
los centrifugados en un gradiente de densidad, en comparacion con menos de 6 dias para los espermatozoides sin
centrifugar. Para la comparacion de las centrifugaciones en una sola capa de coloide y con gradiente de densidad, la
motilidad del esperma fue significativamente mejor (P < 0,001) en las preparaciones de esperma centrifugadas
(promedios * desviaciones estandar: 79,6 + 8,1 % y 74,2 + 12,0 % para las centrifugaciones en una sola capa y con
gradiente de densidad, respectivamente) que en los controles sin centrifugar (62,9 £ 12,7 %). El rendimiento
promedio de espermatozoides con motilidad para la centrifugacion en una sola capa fue de 67,5 + 25,6 %, y para la
centrifugacién con gradiente de densidad, 59,6 % * 22,3 % (ns). La supervivencia aumentd significativamente al
efectuar la centrifugacion coloidal (preparaciones sin centrifugar: 3,1 + 0,3 dias, SL: 5,5 + 0,79 dias, DG: 5,75 + 0,62
dias; P < 0,001 para las preparaciones sin centrifugar frente a las preparaciones centrifugadas; SL frente a DG: ns).
La presencia de bacterias en las muestras de esperma sin centrifugar puede haber contribuido a la muerte de los
espermatozoides. La centrifugacion coloidal parecié eliminar las bacterias.

El autoclavado de la formulacién coloidal no tuvo efecto alguno sobre la cantidad de esperma, la motilidad del
esperma o la supervivencia del esperma, en comparacion con el autoclavado del coloide. Ademas, el lavado del
sedimento de esperma obtenido después de la centrifugacion coloidal frente al uso del sedimento de esperma sin
lavar no tuvo efecto alguno sobre la cantidad de esperma, la motilidad del esperma o la supervivencia del esperma.
Fue posible almacenar los espermatozoides de jabali durante 24 horas antes de la centrifugacion, sin que esto
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tuviera un efecto perjudicial sobre la motilidad del esperma y la duracion de la motilidad en las preparaciones
centrifugadas. En conclusion, el aumento de la osmolaridad de la formulacién coloidal mejora la seleccion de los
espermatozoides durante la centrifugacion con gradiente de densidad. En conclusion, la centrifugacion en una sola
capa de coloide produce preparaciones de esperma que tienen una motilidad y un rendimiento similares a los que
pueden obtenerse con un gradiente de densidad, y estas preparaciones presentan una motilidad del esperma y una
duracién de la supervivencia mejoradas en comparacion con las muestras de esperma control (sin centrifugar). El
procedimiento en una sola capa puede facilitar el desarrollo de un procedimiento a mayor escala para preparar
grandes volumenes de eyaculado. Esto se describe con mayor detalle en el ejemplo 6.

Los presentes inventores investigaron el uso de SLC para preparar espermatozoides de perro para la Al,
comparando la motilidad y la morfologia del esperma en muestras de esperma no seleccionadas y seleccionadas. La
motilidad del esperma promedio aumenté desde 77,2 + 19,6 % antes de la SLC hasta 87,6 + 2,7 % después de la
SLC, mientras que la motilidad progresiva promedio aumentd desde 48,6 + 18 % hasta 67,9 + 11 %. La morfologia
normal promedio fue de 62,2 + 42,8 en las muestras no seleccionadas y de 82,5 + 19,1 % en las muestras
seleccionadas por SCL. Después de un almacenamiento durante 7 dias a 4 °C, la motilidad del esperma fue <5 % en
las muestras de esperma no seleccionadas y de 57 + 11,3 % en las preparaciones de esperma seleccionadas por
SCL. El rendimiento de esperma varié entre 12 y 47 %, dependiendo de la calidad del esperma en el eyaculado
original. Conclusion: Estos resultados preliminares indican que la SLC puede ser un procedimiento Util para mejorar
la calidad del esperma de perro en las dosis de esperma que han de usarse en la Al. Esto se describe con mayor
detalle en el ejemplo 7.

Ejemplos

En los siguientes ejemplos se describen con mayor detalle algunas realizaciones especificas de la invencion. Estos
ejemplos no han de considerarse como limitativos y el ambito de la invencion es el de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1: caballo

Objetos: (i) comparar la centrifugacion en una sola capa (SLC) y la centrifugacién con gradiente de densidad (DGC)
con relacion a la calidad del esperma de caballo, en términos de motilidad del esperma, rendimiento, morfologia del
esperma e integridad de la cromatina, y supervivencia (retencion de la motilidad), usando semen de caballo recién
recolectado; (ii) comparar la calidad del esperma después de la centrifugacion coloidal de semen de caballo fresco y
almacenado.

Procedimientos: se recolecté semen de 10 caballos en tacos de Al comerciales usando procedimientos
convencionales. Los eyaculados se extendieron usando extensores de semen preparados especialmente o
disponibles en el mercado (extensor de Kenney [7], INRA 96 [IMV, France)) calentados a 37 °C, y la concentracion
de esperma se ajustd en aproximadamente 100 x 10%/ml. Se usaron alicuotas de 38 eyaculados para la DGC y la
SLC como se indica a continuacion: se prepar6 un gradiente de densidad pipeteando 2 ml de coloide E al 80 % en
un tubo de centrifuga y aplicando cuidadosamente 2 ml de la capa de menor densidad en la parte superior; se
pipeted una alicuota (1,5 ml) de semen extendido en la parte superior de la capa superior del coloide. El gradiente se
centrifugd a 300 x G durante 20 minutos, después de lo cual se descarto el sobrenadante y la mayoria del material
del gradiente. El sedimento de esperma se transfirié a un tubo de centrifuga limpio que contenia 5 ml de extensor de
Kenney y se lavo realizando una centrifugacion durante 10 minutos a 500 x G. Después del lavado, el sedimento de
esperma se suspendié nuevamente en extensor de Kenney fresco (1 ml). Para la SLC, el procedimiento fue similar
al de la DGC, con la excepcion de que se colocaron 4 ml de coloide E al 80 % en el tubo de centrifuga en lugar de
dos capas con densidades diferentes (2 ml de cada densidad).

La calidad del esperma en las muestras de esperma no seleccionadas y centrifugadas se evalu6 como se indica a
continuacion: evaluacion de la motilidad subjetiva, la morfologia del esperma (8, 9) y la integridad de la cromatina
usando el procedimiento de Evenson y col. (10) modificado por Januskauskas y col, (11, 12).

Para la evaluacion de la motilidad subjetiva, se examinaron alicuotas (0,5 pl) del eyaculado extendido y las
preparaciones de esperma con microscopia optica de contraste de fases (x200) inmediatamente después de la
preparacion, en una platina de microscopio caliente (38 °C) y una vez por dia, hasta que la motilidad hubo
disminuido hasta aproximadamente 20 %. Las preparaciones de esperma se almacenaron en el refrigerador (6 °C) o
a temperatura ambiente (22-30 °C). Cuando se evalué la motilidad de los espermatozoides que habian sido
almacenados a 6 °C, las muestras se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de tomar
las alicuotas para evaluar la motilidad.

En el segundo experimento, se almacenaron eyaculados extendidos (n = 21) durante la noche en una caja de
transporte aislada que contenia paquetes refrigerantes, es decir, usando el procedimiento convencional para
transportar semen de caballo. Se realizaron centrifugaciones con gradiente de densidad o en una sola capa al dia
siguiente, usando el semen extendido almacenado, y se realizaron estimaciones de la motilidad en las
preparaciones de esperma obtenidas con eyaculados frescos y almacenados.

Resultados: cuando se usé semen fresco extendido para la centrifugacion coloidal, las proporciones de
espermatozoides con motilidad, espermatozoides con morfologia normal y espermatozoides con cromatina intacta

8



5

10

15

20

25

30

35

40

ES 2 656 799 T3

fueron similares para los dos procedimientos de centrifugacion. Estos parametros de calidad del esperma obtenidos
con cada procedimiento de centrifugacion coloidal fueron mejores que en las muestras sin centrifugar (Tabla 1), y la
duracion de la supervivencia del esperma se vio significativamente mejorada, ya que varié entre 4 dias 10 dias a 6
°C, y entre 2 y 6 dias a temperatura ambiente.

Tabla 1: Efecto de la centrifugacion en una sola capa y la centrifugacion con gradiente de densidad sobre la
calidad del esperma de caballo, promedio + SD (n = 38).

Parametro Control sin centrifugar Después de la centrifugacion coloidal
En una sola capa Con gradiente de
P densidad

Motilidad (%) 68,0 £9,2 84,7+5472° 84,3 +5,92b
Rendimiento 270+6,6° 326+7,8°

. . ] 24+1,3 56+1,82° 57+1,93b

0 L] ) ] 3 ] 3

Supervivencia a 4 °C (dias) Intervalo 1-5 Intervalo 3-9 Intervalo 3-10
Supervivencia a temperatura 21+0,7 3,0£0,92ab 3,1+0,92b
ambiente Intervalo 1-3 Intervalo 2-6 Intervalo 2-5
(dias)
Morfologia normal (%) 67,5+ 13,0 771+932b 76,7 £8,72b
Dario en la cromatina (%) 11,0+4,6 48+262b 48+28ab
a diferencia significativa después de la centrifugacion; ° sin diferencias entre los procedimientos.

Cuando se us6 semen almacenado en frio para la centrifugacién, el rendimiento se redujo 18-20 % en comparacién
con el semen fresco, y se observé mas variacion entre los eyaculados que con los eyaculados frescos. Nuevamente,
la motilidad del esperma y la supervivencia del esperma fueron mejores en las preparaciones de esperma
centrifugadas en comparacion con los eyaculados almacenados sin procesar (Figura 1).

Conclusiones: las dos técnicas de centrifugacion coloidal producen preparaciones de esperma equivalentes, con
una calidad de esperma mejorada en comparacion con las muestras control sin centrifugar. La SLC o la DGC
podrian efectuarse con semen almacenado y también con semen fresco, aunque la calidad del esperma en las
preparaciones de esperma resultantes fue mejor cuando se usé semen fresco. Como la SLC es mas simple y se
realiza mas rapidamente que la DGC, seria mas conveniente para usar en el campo.

Ejemplo 2: caballo

Objetos: (i) investigar los cambios en la motilidad y la viabilidad del esperma, y la integridad de la cromatina
producidos por el almacenamiento después de la centrifugacion coloidal; (ii) investigar la necesidad de lavar el
sedimento de esperma con un analisis de datos retrospectivos.

Procedimientos: se recolecté semen de 4 caballos en tacos de Al comerciales usando procedimientos
convencionales. Los eyaculados se extendieron usando extensores de semen preparados especialmente o
disponibles en el mercado (extensor de Kenney, INRA 96) calentados a 37 °C, y la concentracién de esperma se
ajustd en aproximadamente 100 x 108/ml. Se usaron alicuotas de estos eyaculados para la SLC como se describio
con anterioridad, usando 1,5 ml de eyaculado extendido aplicado sobre 4 ml de coloide (80 %). El sedimento de
esperma no se lavo. La calidad del esperma (motilidad del esperma, viabilidad del esperma, integridad de la
membrana e integridad de la cromatina) se evalué en las muestras preparadas por SLC y las muestras control sin
centrifugar, inmediatamente y después de 24 y 48 horas. Los procedimientos son como los que se describieron en el
Ejemplo 1, con la adicion del procedimiento para el analisis computarizado de la motilidad del esperma (CASA) (13),
la viabilidad del esperma y la integridad de la membrana (14). Las preparaciones de esperma se almacenaron en el
refrigerador (6 °C). Cuando se evalué la motilidad de los espermatozoides que habian sido almacenados a 6 °C, las
muestras se dejaron equilibrar a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de realizar la evaluacion.

Para el analisis retrospectivo, se realizd6 una comparacion de los datos de motilidad subjetiva de los 38 eyaculados
preparados por centrifugacion en una sola capa, con el lavado subsiguiente del sedimento de esperma, y 39
eyaculados donde no se lavo el sedimento de esperma después de la centrifugacion en una sola capa.

Resultados: hubo un deterioro rapido en la motilidad del esperma en las muestras sin centrifugar a las 48 horas,
acompafado por una disminucion en la viabilidad del esperma, la integridad de la membrana vy la integridad de la
cromatina. En contraste, en las muestras preparadas por SLC, todos estos parametros de calidad del esperma
fueron mejores que en las muestras sin centrifugar y se mantuvieron durante 48 horas (Tablas 2-5).
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Tabla 2: Parametros de motilidad (subjetiva y CASA) de las muestras de esperma antes de la centrifugacion
coloidal, inmediatamente después de la centrifugacion coloidal y 24 horas y 48 horas después de la
centrifugacion coloidal con un almacenamiento a 5 °C (10 eyaculados).

Muestra Tiempo | Motilidad Motilidad total Mot. c Mot. no I. Mot. |
subjetiva CASA
Sin 0 64 + 3,9 72,11+ 13,1 2,26 £ 46,7+14,4 | 34,8+229
centrifugar 0,93
+ 24 31,56+15,1 33,3+19,4 4,77+54 | 59,95+94 | 9,69+ 8,6
+48 10+6,6 12,1+12,2 1,97+24 | 459+21,3 | 10,3124
Centrifugadas | 0 77+75 85,7+£9,0 5,6 +3,6 27,1+14,3 | 59+ 18,1
+ 24 72,5+18,7 71,3+2,34 12,25 31,0+£22,0 | 49,8 +23,1
6,2
+48 48,5+ 14,9 61,7+27 10,97 £ 38,31+ 44,68
4,9 25,0 23,2

Nota: motilidad CASA = poblaciéon mdétil total de acuerdo con CASA; mot. ¢ = motilidad circular; mot. no | =
motilidad no lineal; mot. | = motilidad lineal progresiva.

1) Motilidad subjetiva: las muestras centrifugadas tuvieron una motilidad significativamente mayor que las
muestras no centrifugadas en todos los puntos de tiempo (P < 0,001).

2) CASA: Las muestras centrifugadas tuvieron una motilidad mayor que las muestras sin centrifugar en todos los
puntos de tiempo (0 horas, P < 0,05, 24 y 48 horas, P < 0,001); los valores de mot. ¢ y mot. | fueron
significativamente mayores para las muestras centrifugadas que para las muestras sin centrifugar en todos los
puntos de tiempo, mientras que los valores de mot. no | fueron significativamente menores (P < 0,05).

Tabla 3: Efecto del almacenamiento a 5 °C sobre la viabilidad del esperma (coloracion SYBR-14/Pl) en el
tiempo en muestras de esperma no seleccionadas y seleccionadas por SLC (n = 10).

No seleccionadas Seleccionadas por SLC

vivos muertos moribundos vivos muertos moribundos
0 64,7 + 9,304 27,4 + 9,12 79+26° 79,5+9,2° 16,4 + 8,12 41+2,0°
+24 | 50,3 18,3« 40,0+£20,7° 10,0 £4,7° 79,1+8,8¢ 159 +6,7° 50+2,6°
+48 | 32,8+10,9¢¢ 56,8 + 24,8 10,5+6,8ns 75,6 £6,8¢ 18,5+5,6°¢ 59+20ns

a, b, c = diferencia significativa entre las muestras sin centrifugar y centrifugadas, P < 0,05, P < 0,01, P < 0,001,
respectivamente.
d = diferencia significativa entre las muestras sin centrifugar en distintos puntos de tiempo, P < 0,05

Tabla 4: Cambios en la estabilidad de la membrana plasmatica de los espermatozoides de caballo con el
almacenamiento a 5 °C; coloracion con anexina V/ioduro de propidio (n = 10).

AN-/PI- AN-/Pl+ AN+/Pl+ AN+/PI-
Tiempo | 7° sLc | sLc | sLc | SLC
seleccionadas seleccionadas seleccionadas seleccionadas
74,6 13,4 91+ 29+
0 69,3+82nsP | +76 | 23,9+6,02b +33(48+33° T 12,0+0,420 D
s 2 4,44 0,52
741 131
+ a ) a 79+ a 50+
24 67,1+12,2ns 10,4 28,7+11,9 32,8 25+1,3 568 1,7+0,9 374
ns
74,9 15,7 70+ 2,4+
48 56,6 + 14,7 ab +55 | 39,1+ 14,7 ab +41 (31+x11°2 2’95 1,3+0,8ns?® 1,5
a a ’ ns

Nota: AN-/Pl- = espermatozoides vivos con membranas estables; AN+/Pl- = espermatozoides con membranas
inestables pero intactas; AN-/Pl+ y AN+/Pl+ = espermatozoides con membranas dafiadas. SLC = centrifugacion
en una sola capa

a = diferencia significativa entre las muestras sin centrifugar y centrifugadas, P < 0,05.

b = diferencia significativa entre las muestras sin centrifugar después de 0 horas y 48 horas, P < 0,05.

ns = no significativo
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Tabla 5: Efecto del almacenamiento en la integridad de la cromatina en el tiempo en muestras de esperma no
seleccionadas y seleccionadas usando el ensayo de la estructura de la cromatina del esperma (SCSA) (n =

10).

No seleccionadas Seleccionadas

DFI DFI promedio SD-DFI DFI DFI promedio | SD-DFI
0 22,1+9,72 414,9 + 34,0° 23,8+ 3,99 11,3 +£4,92 4149+31,7° | 242+39
+24 | 29,6+10,0° 413,8 £ 42° 21,8+3,1° 14,8 £ 6,82 412,2+ 35,2 | 30,5+2,3°
+48 | 41,1+£20,3° 393,8 £45,6 21,3+3,3 11,6 £5,3° 418,6 + 37,0 28,3+ 3,72
a = diferencia significativa entre las muestras sin centrifugar y centrifugadas, P < 0,01
b= diferencia significativa entre las muestras sin centrifugar y centrifugadas, P < 0,001.

En la comparacion retrospectiva del uso del sedimento de esperma lavado y sin lavar después de la centrifugacion
en una sola capa, no hubo diferencias en la motilidad subjetiva promedio de las preparaciones de esperma
preparadas por SLC (Figura 2).

Conclusiones: la calidad del esperma (motilidad, viabilidad e integridad de la cromatina) en las muestras
centrifugadas se mantuvo durante el almacenamiento por 48 horas, ya sea a 6 °C o a temperatura ambiente,
mientras que la calidad del esperma de las muestras sin centrifugar se deterior6. El lavado del sedimento de
esperma después de la centrifugacion en una sola capa no es un requerimiento absoluto en términos de la calidad
del esperma, por lo que esta etapa puede omitirse para ahorrar tiempo.

Ejemplo 3: caballo

Objetos: investigar el efecto de la osmolaridad y la densidad de las formulaciones coloidales sobre el rendimiento y
la calidad de las muestras de esperma de caballo, y también el uso de tubos de centrifuga de distintos materiales
(vidrio frente a plastico) y distintos tamafios (10 frente a 50 ml) sobre la tasa de recuperacion de esperma de la
centrifugacion coloidal (SLC).

Procedimientos: la centrifugacion coloidal se realizd como se describi6é con anterioridad, con las siguientes
modificaciones en funcién de las distintas investigaciones: (i) se usaron coloides de dos osmolaridades, 320 y 345
mOsm, para la centrifugacion en una sola capa y la centrifugacion con gradiente de densidad de alicuotas de 15
eyaculados de caballo; (ii) se usaron coloides (4 ml) de distintas densidades para la SLC, como se indica a
continuacion: 40 % (densidad baja), 60 % (densidad intermedia) y 80 % (densidad convencional); (iii) se prepararon
alicuotas de 7 eyaculados por SLC en tubos de centrifuga de vidrio y plastico; (iv) se realizé una comparacion
usando SLC o DGC en tubos pequefios (gradiente: 2+2+2,5 ml, una capa: 4+1,5 ml) y tubos grandes (gradiente:
4+4+3, 5+5+4,5, 9+9+6 y 9+9+7,5; una capa: 8+3, 8+4,5 y 12+3), cada uno en una ocasion. Las cifras hacen
referencia al volumen en la capa inferior, el volumen en la capa superior (para los gradientes de densidad), o el
volumen en la capa unica, y el volumen del eyaculado extendido, respectivamente. Los parametros usados para
evaluar la calidad del esperma en todos estos estudios fueron la motilidad del esperma subjetiva y la tasa de
recuperacion (rendimiento), y también la morfologia del esperma y la integridad de la cromatina para la comparacion
de las distintas osmolaridades, como se describié con anterioridad.

Resultados: (i): la tasa de recuperacion fue algo menor para los coloides de mayor osmolaridad en comparacion
con aquellos de osmolaridad normal, aunque estas diferencias carecieron de significacion estadistica (Tabla 1). La
supervivencia del esperma no se vio afectada por la osmolaridad del coloide.

Tabla 6. Efecto de la osmolaridad del coloide en el nimero de espermatozoides con motilidad en el
sedimento después de la centrifugacion en un coloide (promedio * SD). n = 20.

305-320 mOsm 330-345 mOsm
Una sola capa Gradiente de densidad Una sola capa Gradiente de densidad
30,19 x 10%+ 16,9 31,84 x 108+ 19,7 25,8 x 10° + 18,5 26,46 x 108 + 20,0

El uso de un coloide de osmolaridad alta resulté en un aumento en la cantidad de espermatozoides con morfologia
normal en la preparacion (P < 0,001) (Figura 3). Ademas, esta tendencia también se observé para los gradientes de
densidad, aunque en este caso, la diferencia no tuvo una significacion estadistica tan marcada (P < 0,051).

Sin embargo, para las anormalidades morfolégicas individuales, las diferencias en la capacidad de las formulaciones
coloidales de osmolaridad normal y alta de eliminar los espermatozoides anormales no fueron significativas. En
contraste, el uso de un coloide de osmolaridad alta para la centrifugacion en una sola capa no incrementé la
efectividad de la remocion de espermatozoides con cromatina dafiada (Figura 4).

Resultados (ii): después de la centrifugacion en una sola capa de baja densidad, las preparaciones de esperma
fueron muy similares al control (semen sin centrifugar) en términos de la cantidad de espermatozoides con motilidad,
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la presencia de restos celulares, etcétera. Sin embargo, la supervivencia del esperma se extendié aproximadamente
24 horas en las preparaciones centrifugadas (Figura 5). Cuando los espermatozoides se prepararon en una sola
capa de densidad intermedia, las preparaciones presentaron una mayor proporcion de espermatozoides con
motilidad, y estos espermatozoides sobrevivieron mas tiempo que los controles (alicuota sin centrifugar), aunque
ningun parametro fue tan bueno como en las muestras preparadas por centrifugacion en una sola capa normal
(Figura 6). La cantidad de esperma aumenté sustancialmente (P < 0,01) para las muestras preparadas en el coloide
al 60 % en comparacion con el coloide al 80 % usual (promedio + SD: 72,6 + 28,9 millones, en comparacién con 28,9
+ 24,7 millones).

Resultados (iii): el uso de tubos de centrifuga de vidrio en lugar de tubos de centrifuga de plastico para siete
eyaculados resulté en un aumento significativo (P < 0,01) en la cantidad de espermatozoides que aparecieron en los
sedimentos. Los valores promedio fueron 42,2 millones y 39,3 millones para los tubos de vidrio y plastico,
respectivamente.

Resultados (iv): hubo diferencias considerables en el rendimiento entre los eyaculados de un caballo, expresados
como una proporcion de la carga inicial. Los gradientes a mayor escala proporcionaron rendimientos
consistentemente menores que el gradiente usual, pero dos de los volimenes mas grandes de coloide usados como
capas Unicas y uno de los gradientes produjeron mayores rendimientos que la capa Unica de tamafio usual (Figura
7). El aumento de los volumenes sobre estos niveles no incrementd la recuperacion. La proporcion de
espermatozoides con motilidad se redujo ligeramente en el tubo grande en comparacién con el tubo pequefio
(promedio 75 % frente a 80 %), independientemente de qué combinacién de volumenes se hubiera usado. La
duracion de la supervivencia del esperma no se vio afectada por el aumento de la escala.

Conclusiones: el rendimiento de espermatozoides de caballo obtenido después de la SLC puede aumentarse
disminuyendo la densidad del coloide usado para la cromatografia en una sola capa, aunque la calidad del esperma
no es tan buena como la que se obtiene cuando se usa la densidad normal. El rendimiento también puede
aumentarse aumentando la escala mediante el uso de tubos de centrifuga mas grande. El uso de tubos de
centrifuga de vidrio en lugar de tubos de centrifuga de plastico permite aumentar ligeramente el rendimiento, pero
puede no valer la pena si se tienen en cuenta los gastos que implican la compra, la limpieza y la esterilizacion de los
tubos. El aumento de la osmolaridad de la formulacién coloidal desde 320 mOsm hasta 345 mOsm resultdé en una
mayor proporcion de esperma con morfologia normal, pero no afectd la integridad de la cromatina, aunque puede
reducirse el rendimiento de esperma.

Ejemplo 4: caballo

Objeto: aumentar la escala de la técnica de centrifugacion coloidal para facilitar el procesamiento de eyaculados
completos en el campo.

Experimentos: (i) uso del coloide al 80 % en tubos de 50 ml y tubos de 200 ml (experimento 1); (ii) investigacion del
efecto del cambio de la densidad del coloide (60 % por 80 %) en tubos de 50 ml (experimento 2); (iii) uso del coloide
al 80 % en tubos de 10 ml, pero con un aumento del volumen de eyaculado extendido usado (experimento 3); y (iv)
comparacion del coloide al 80 % en tubos de 10 ml con la adicién de 1,5 mly 4,5 ml de eyaculado, y 67,5 % coloide
en tubos de 50 ml con la adicion de 15-18 ml de eyaculado.

Experimento 1: se transportaron alicuotas de 8 eyaculados (4 caballos, Vasterbo Stuteri) al laboratorio y se las usé
para la SLC como se describié con anterioridad, con la designacion de preparacion pequefa (1,5 ml de eyaculado
extendido en 4 ml de coloide en un tubo de 10 ml) y preparacion grande (7,5 ml de eyaculado extendido en 20 ml de
coloide en un tubo Falcon de 50 ml). Estos volimenes de coloide representan columnas de la misma altura en dos
tipos de tubos de centrifuga. Después de la centrifugacion a 300 x G durante 20 minutos, los sedimentos de
esperma resultantes se suspendieron nuevamente en extensor de Kenney fresco en un tubo limpio, usando 1 ml de
extensor de Kenney para el sedimento “pequefio” y 5 ml de extensor de Kenney para el sedimento “grande”. La
calidad del esperma se evalu6 determinando la motilidad subjetiva, empleando un CASA, determinando la viabilidad
del esperma (coloracion con SYBR-14/Pl), la integridad de la membrana (coloracién con anexina-V/Pl) y la
integridad de la cromatina del esperma usando un SCSA, como se describié con anterioridad, en las preparaciones
de esperma seleccionadas por SLC y las preparaciones de esperma no seleccionadas. La cantidad de
espermatozoides en cada sedimento de esperma se usd para calcular el rendimiento. Los analisis se repitieron
después de almacenamientos de 24 y 48 horas a 5 °C. Las evaluaciones de motilidad subjetivas continuaron hasta
que la motilidad del esperma fue <20 %. Se usaron alicuotas de otros 4 eyaculados para la SLC, como se describio
con anterioridad, con la designacion de preparacion pequefia (1,5 ml de eyaculado extendido en 4 ml de coloide en
un tubo de 10 ml), mientras que se aplicaron 22,5 ml del mismo eyaculado en 60 ml de coloide en tubos Falcon de
200 ml, lo que se denomind preparacion extra grande (SLC-XL). Los sedimentos de esperma SLC-XL se
suspendieron nuevamente en 10 ml de extensor de Kenney. Se evalué la motilidad del esperma y la duracion de la
supervivencia en las preparaciones de esperma pequefias y grandes. Los procedimientos fueron como los
descriptos con anterioridad.
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Resultados:

Motilidad del esperma: la motilidad total mejoré en las preparaciones de esperma seleccionadas por SLC en
comparacion con las preparaciones no seleccionadas, tanto de acuerdo con las estimaciones de motilidad subjetiva
como usando un CASA. De acuerdo con las mediciones de motilidad subjetiva, estas diferencias fueron significativas
en todos los puntos de tiempo (P < 0,001) y no hubo diferencias entre las preparaciones SLC-pequefia y SLC-
grande (Figura 8). Se obtuvo un resultado similar para las preparaciones SLC-XL y SLC-pequefa (Figura 9).

Los resultados del CASA también demostraron que las diferencias entre las muestras de esperma no seleccionadas
y seleccionadas por SLC eran significativas en todos los puntos de tiempo (P < 0,05), aunque también hubo algunas
diferencias entre las preparaciones SLC-pequefia y SLC-grande (P < 0,05), ya que la preparacion pequefia tuvo una
mejor motilidad que la preparacion grande (Tabla 7). Para la motilidad circular, la motilidad no lineal y la motilidad
lineal, hubo diferencias significativas entre las preparaciones de esperma seleccionadas por SLC y no seleccionadas
(P < 0,05), pero no entre las preparaciones SLC-pequefia y SLC-grande. Hubo una buena correlacion entre las
evaluaciones subjetivas y con un CASA para la motilidad total (r = 0,8, P < 0,001).

Tabla 7: Evaluaciones de motilidad (subjetiva y con un analisis de motilidad asistido por ordenador) para la
motilidad total y diversos parametros de motilidad de preparaciones de esperma pequeias y grandes
obtenidas por centrifugacion en una sola capa (promedios * ds).

Muestra Tiempo Motilidad Motilidad por | Motilidad Motilidad no | Motilidad
(horas) subjetiva (%) | CASA (%) circular (%) lineal (%) lineal (%)
Preparaciones sin | 64 +3,9 7211+13,12 | 2,26+093% | 46,7 +144 | 348+229
seleccionar
+ 24 31,56+15,12 33,3+19,42° | 477 +54% 59,95+9,4 9,69 + 8,6
+48 10+6,6 12,1 +12,2°¢ 1,97+24 459+ 21,3 10,312,4
Preparaciones
seleccionadas 0 77+75 85,7 +9,02 5,6 £ 3,6° 27,1+ 14,3 59 + 18,1
pequenas
+ 24 725+18,7% | 71,3+2,34°¢ 12,25+6,2° | 31,0£22,0 49,8 + 23,1
+ 48 485+149 | 617£27° | 1097£49 |3831:250 |5050"
Preparaciones
seleccionadas 0 77 +8,6 80,22 + 10,02 | 6,9+ 3,92 29,0+ 16,8 57,8+ 18,7
grandes
+24 69+154F 56,8 + 20,72 13,1175 33,6 +19,8 46,8 + 24,2
+48 54,5+9,8 423+18,3°¢ 10,5+5,6 39,6 £31,0 442 + 27,6
a = diferencia entre las preparaciones no seleccionadas y las preparaciones seleccionadas por SLC, P < 0,05.
f = diferencia entre las preparaciones pequefias y grandes seleccionadas por SLC, P < 0,05.

Viabilidad del esperma: en la Figura 10 se ilustran los resultados de la coloracion con SYBR-14/Pl en
preparaciones de esperma pequefias y grandes seleccionadas por SLC y no seleccionadas. La proporcion de
espermatozoides vivos fue significativamente mayor en las preparaciones de esperma seleccionadas por SLC que
en las preparaciones de esperma no seleccionadas, mientras que las proporciones de espermatozoides muertos o
vivos fueron significativamente menores en las preparaciones de esperma seleccionadas que en las preparaciones
de esperma no seleccionadas. No hubo diferencias en estas proporciones entre las preparaciones de esperma SLC-
pequefia y SLC-grande. Con el tiempo, la proporcion de espermatozoides vivos se redujo significativamente en las
preparaciones de esperma no seleccionadas, mientras que la proporcidon de espermatozoides muertos aumenté
significativamente (P < 0,05). En contraste, estas proporciones no cambiaron en las preparaciones de esperma
seleccionadas por SLC. Para las preparaciones SLC-XL, no hubo diferencias entre los valores promedio de ningun
parametro para las preparaciones de esperma SLC-pequefia'y SLC-XL (Tabla 8).

Tabla 8: Viabilidad del esperma en preparaciones de esperma no seleccionadas, pequefias y extra grandes
por centrifugacion en una sola capa usando tincion SYBR-14/Pl (promedio * desviacion estandar) (n = 4).

Pequena Extra grande

vivos muertos moribundos vivos muertos moribundos
0 horas 82,8149 14,7+53 25+0,3 854+25 12,2+1,8 2,3+0,8
24 horas | 83+6,2 14,2+6,3 2,7+0,3 86,1+1,9 11,1217 29+0,9
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(continuacion)

Pequena Extra grande
vivos muertos moribundos vivos muertos moribundos
48 horas 78879 17,7 £ 8,7 3,5+1,1 80,3+4,3 15,0+ 4,1 46+2.2

Nota: No hubo diferencias significativas entre las preparaciones de una sola capa SLC-pequefia'y SLC-XL. Los
valores de los parametros no cambiaron significativamente con el tiempo para SLC-pequefia o SLC-XL

Integridad de la membrana espermatica: los resultados de la coloracién con anexina-V/PIl se presentan en la
Tabla 9 (SLC-pequefia frente a SLC-grande) y la Tabla 10 (SLC-pequefia frente a SLC-XL). No hubo diferencias
entre las preparaciones de esperma SLC-pequefia y SLC-grande en ningun punto de tiempo: las Unicas diferencias
entre las preparaciones de esperma no seleccionadas y seleccionadas coloreadas con anexina-/Pl- (membranas
intactas) se observo para la preparacion de esperma SLC-pequefia en el tiempo correspondiente a 0 horas (P <
0,05). También hubo diferencias significativas entre las preparaciones de esperma no seleccionadas y
seleccionadas por SLC en varios otros parametros: entre las preparaciones no seleccionadas y seleccionadas por
SLC alas 0 horas, 24 horas y 48 horas para la coloracion con anexina-/Pl+ (P < 0,001); entre las preparaciones no
seleccionadas y seleccionadas por SLC a las 24 y 48 horas para la coloracion con anexina+/Pl+ (P < 0,001); entre
las preparaciones no seleccionadas y SLC-pequefia a las 0 horas y 48 horas, y entre las preparaciones no
seleccionadas y SLC-grande a las 24 horas para los espermatozoides coloreados con anexina+/Pl- (P < 0,001). No
hubo diferencias significativas entre las preparaciones SLC-pequefia y SLC-XL para ninguno de los parametros
medidos, y los valores no cambiaron significativamente con el tiempo.

Tabla 9: Integridad de la membrana espermatica en preparaciones de esperma no seleccionadas y pequenas
y grandes obtenidas por centrifugacion en una sola capa, usando una coloraciéon con anexina-V/ioduro de
propidio (promedio * ds) (n = 8).

Tiempo

Tratamiento

Anexina-V-/Pl-

Anexina-V-/Pl+

Anexina- V+/Pl+

Anexina-V +/PI-

0 horas

grande

74,287

13,8 £6,1°

84+32

36+2,0

pequena

75,2+6,0°

12,8 +2,8°

8,8+34°

32+0,6

no seleccionadas

67,4+8,1°

24,7 +6,0%

5,7 +3,5°

23+0,6

24 horas

grande

69,1 +14,8

13,8 £3,4°

11,6 £8,92

55+4,1"

20

25

pequena 75,0+9,3
65,1+ 13,1

73,3+6,4

12,7 £ 3,3°
30,3+ 12,5¢
15,1+ 3,9¢
76,9142 152+4,4° 6,1+1,6 21+1,6°¢
no seleccionadas 51,3+ 16,3 43,6 + 16,1¢d 3,7+152 1,3+0,9°¢

Nota: no hubo diferencias entre las preparaciones de esperma seleccionadas por SLC grande y pequefa en
ningun punto de tiempo. a, b, ¢ = diferencia entre las preparaciones no seleccionadas y seleccionadas, P < 0,05,
P < 0,01, P<0,001; d = diferencia entre 0 y 24 horas, P < 0,05; e = diferencia entre 24 y 48 horas, P < 0,05

7,1+3,6
25+13¢2
8,3+272

53+%4,1¢
21+1,1b¢°
34+£1,9°

no seleccionadas

48 horas grande

pequena

Tabla 10: Integridad de la membrana espermatica en preparaciones de esperma no seleccionadas y
pequeiias y extra grandes obtenidas por centrifugacion en una sola capa, usando coloraciéon con anexina-
V/ioduro de propidio (promedio * ds) (n = 4).

SLC-pequefia
Anexina- Anexina-
V-/PI- V-/Pl+

768+48 | 11,4+16

SLC-extra grande

Anexina- Anexina-
V-/PI- V-/Pl+

769+78 | 13,8+3,8

Anexina-
V +/PIl-

37+22

Anexina-
V+/Pl+

57+19

Anexina-V
+/PlI-

28+0,3

Anexina-
V+/Pl+

89+39

0
horas
24
horas
48 55+1,3 140£68 | 3417 |1,7£07
horas

Nota: No hubo diferencias significativas entre las preparaciones obtenidas por centrifugacion en una sola capa
SLC-pequeiia y SLC-XL. Los valores de los parametros no cambiaron con el tiempo en las preparaciones
pequefia o XL.

819+38 |95+£24 54+31 | 32%£17 787+39 | 131+41 |44+£18 | 38+25

80,0+23 | 129+43 1,71+1,5 | 80,8+4,8

Integridad de la cromatina del esperma (SCSA): las preparaciones de esperma seleccionadas por SLC tuvieron
una mejor integridad de la cromatina, como lo demuestra un valor de DFI menor que el de las preparaciones de
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esperma no seleccionadas (Tabla 11) en todos los puntos de tiempo (0 horas, P < 0,01; 24 y 48 horas, P < 0,001).
No hubo diferencias en el DFI promedio o la SD_DFI entre las muestras de esperma no seleccionadas vy
seleccionadas. Para las muestras XL, no hubo diferencias entre las preparaciones pequefia y grande para el DFIl o la
SD_DFI (DFI de la preparacion pequefia: 11,2 + 3,8 9, XL: 3 + 4,6; SD_DFI de la preparacion pequefia: 29,6 + 3,2,
XL: 27,4 + 6,0). Sin embargo, hubo una diferencia significativa entre el DFI promedio de las preparaciones pequefia
y XL (416,3 + 42,8 y 258,3 * 6,5, respectivamente; P < 0,05).

Tabla 11: Parametros del ensayo de la estructura de la cromatina del esperma para preparaciones de
esperma no seleccionadas, pequenas seleccionadas por SLC y grandes seleccionadas por SLC,
almacenadas durante 48 horas a 5 °C (n = 8).

No seleccionadas gﬁguenas seleccionadas por Grandes seleccionadas por SLC
pr | PPl | spDF | DF DFI | sD-DFI | DFI DFI | sp-Fi
promedio promedio promedio
26,2 + 4054 143 3972 243+ | 131¢ 400,2 +
Oh 165 | 734 242241 | 542" | 711 5,1 6,4° 71,5 27,04
33,0+ 4151 16,0 £ 398,8 + 289+ | 16,0t 3934 +
24h 1 6ev | 618 224238 | 750 67,4 5,9 7,10 71,6 29,0241
48,6 + 404,3 + 13,8+ 26,0+ | 143+¢ 3941+
48 h 20.1° 448 21,4+33 590 404,8 + 69 6.4 6.6° 711 274 +4,0
Nota: a, b = DFI para las muestras no seleccionadas > seleccionadas por SLC, P< 0,01y P < 0,001,
respectivamente.

Rendimiento de esperma: hubo una diferencia considerable entre el rendimiento promedio para las preparaciones
de esperma SLC-pequefia y SLC-grande (32 + 22,3 % frente a 8,9 + 8,9 %, respectivamente, P < 0,001). En
contraste, en un experimento diferente, los rendimientos de las muestras XL fueron aproximadamente 25 % mayores
que para las muestras pequefas (25,5 + 14,1 % en comparacion con 20,2 + 5,9 %).

Experimento 2: se usaron alicuotas de 23 eyaculados (de 4 caballos en el stud Vasterbo y 10 caballos en Flyinge
AB) para realizar una SLC como se describié con anterioridad, lo que se denominé preparacion pequefa (1,5 ml de
eyaculado extendido en 4 ml de coloide en un tubo de 10 ml) y preparacion grande (7,5 ml de eyaculado extendido
en 15 ml o 20 ml de coloides con distintas densidades — 60 %, 65 %, 70 %, 75 % u 80 % — en un tubo Falcon de 50
ml). Nota: no fue posible usar alicuotas de cada eyaculado para cada uno de los 10 tratamientos en el Experimento
2 debido a la escasez de muestra.

Después de la centrifugacion a 300 x G durante 20 minutos, los sedimentos de esperma resultantes se recuperaron
y se suspendieron una vez mas en extensor de Kenney fresco en un tubo limpio, usando 1 ml de extensor de
Kenney para el sedimento “pequefio” y 5 ml de extensor de Kenney para el sedimento “grande”. La calidad del
esperma en las preparaciones de esperma resultantes se evalu6 a través de la motilidad subjetiva del esperma y la
integridad de la cromatina, como se describio en el Experimento 1, y también a través de la supervivencia y el
rendimiento del esperma. Ademas, se realiz6 una evaluacion de la motilidad objetiva usando el sistema
Qualisperm™ (15) (eyaculados de Flyinge; 9) o el analizador de movimiento MTM (13) (eyaculados de Vasterbo).

Resultados: las mediciones promedio obtenidas con la evaluacién de la motilidad subjetiva y con el sistema
Qualisperm™ para las distintas combinaciones de volumen/densidad se ilustran en la Tabla 12, junto con la
supervivencia, es decir, la duraciéon de la motilidad. Aunque no hubo diferencias entre las distintas combinaciones de
volumen/densidad de acuerdo con la evaluacion de la motilidad subjetiva, hubo diferencias significativas entre las
preparaciones de esperma pequefia y grande con los coloides de menores densidades, de acuerdo con la
evaluacion de la motilidad objetiva obtenida con Qualisperm™. Las preparaciones de esperma grandes no
retuvieron la motilidad por tanto tiempo como las preparaciones pequefias (P < 0,001).

Tabla 12: Efecto de la alteracion del volumen y/o la densidad del coloide usado para aumentar la escala de
las preparaciones de espermatozoides de caballo sobre la motilidad y la supervivencia promedio del
esperma (n = 23).

Volumen/densidad | Tratamiento I\fotllldad subjetiva |\£|Ot*llldad objetiva Supervivencia
(%) (%) (horas)
Preparacion 8510 76,5+ 20,6 112+ 27,7
15/60 pequena
Preparacion grande | 83+ 7,6 72,1+ 16,4 160 £ 13,9
Preparacion 86,7 £2,9 87,1+ 3,6 136 + 36,7
15/65 pequena
Preparacion grande | 81,7 + 14,4 59,9 + 5,9* 144 + 41,6
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(continuacion)

Volumen/densidad | Tratamiento I\!)Iohhdad subjetiva I\!)Iot:hdad objetiva Supervivencia
(%) (%) (horas)

Preparacion 91,7 +2,9* 86,9 2,6 120 £ 24,0
15/70 pequena

Preparacion grande | 80 £ 5,0* 82+79 144 + 24,0

Preparacion 81,558 86,4 + 14,4 112+ 27,7
15/75 pequena

Preparacion grande | 80 £ 10 91,6 +3,8 112 +13,9

Preparacion 85+5 69,7 + 16,1 112 + 36,7
15/80 pequena

Preparacion grande | 81,7 + 14,4 73,3+14,5 12+ 27,7

Preparacion 90 + 0* ND 96 + 24
20/60 pequena

Preparacion grande | 80 + 5* ND 80 + 36,7

Preparacion 900 ND 112+ 13,9
20/65 pequena

Preparacion grande | 85+ 5 ND 72 +41,6

Preparacion 86,7 + 5,8 ND 192 + 98,0
20/70 pequena

Preparacion grande | 80 £ 0 ND 104 £ 50,0

Preparacion 76,7 + 8,2 ND 84 +29.4
20/80 pequena

Preparacion grande | 77,5 + 6,89 ND 92 + 18,1

Notas: *Qualisperm™. 1) Motilidad: No hubo diferencias significativas entre las preparaciones grandes. Diferencias
significativas entre los tratamientos para las preparaciones de tamafio pequeno: 15/70 frente a 15/60, P < 0,05;
15/70 frente a 15/80, P < 0,05; 15/70 frente a 20/80, P < 0,05; 20/60 frente a 20/80, P < 0,05; 20/65 frente a 20/80,
P < 0,05. 2) Supervivencia: No hubo diferencias significativas entre las preparaciones de tamafio pequefio; la
preparacion grande 20/65 tuvo una supervivencia significativamente menor que la preparacion grande 15/60; no
hubo diferencias significativas entre otras preparaciones grandes. Nota: pequefia, 0 horas frente a 24 horas, NS;
grande, 0 horas frente a 24 horas, NS; pequefia frente a grande, 0 horas P < 0,05; 24 horas, NS.

Los resultados del DFI (Tabla 13) indicaron nuevamente que hubo diferencias entre las preparaciones control (SLC-
pequena) y las preparaciones SLC-grandes donde se usaron coloides de menor densidad, por ejemplo, 60 % y 65 %
(P < 0,05 alas 0 horas), pero no donde se us6 70 % o mas. Sin embargo, estas diferencias desaparecieron a las 24
horas. No hubo diferencias significativas entre el DFI de las preparaciones SLC-pequefias a las 0 horas y 24 horas,
o para las preparaciones SLC-grandes a las 0 horas y 24 horas.

Tabla 13: Efecto de la alteracion del volumen y/o la densidad del coloide usado para aumentar la escala de

las preparaciones de espermatozoides de caballo sobre los valores promedio del DFI (%) (n = 23).

Volumen/densidad Tratamiento DFI (%) 0 horas DFI (%) 24 horas
15/60 pequefia 86+44 11,3+ 6,7
grande 13,7+7,5 10,2+4,3
15/65 pequefia 14,92 + 1 52+1
grande 11,63 +1 22,4 +
15/70 pequefia 12,2+5,9 8,826
grande 15,2+11,5 11,5+6,4
15/80 pequefia 12,06 18,6 £ 9,1
grande 55+19 50+21
20/60 pequefia 7.5 7.0
grande 12,6 14,3
20/65 pequefia 13,7+2,9 18,2 £ 3,0
grande 71+21 8,7+3,6
20/70 pequefia 55 5,0
grande 8 6,9
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(continuacion)

Volumen/densidad

Tratamiento

DFI (%) 0 horas

DFI (%) 24 horas

20/80

pequena

143+54

16,0+7,5

grande

13,1+6,4

16,0+ 7,1

Experimento 3: las preparaciones de esperma “pequefas” se procesaron como se describié para los experimentos
1y 2, usando 1,5 ml de cada uno de los 7 eyaculados extendidos. Se realizaron SLC adicionales con un volumen
aumentado de eyaculado (4,5 ml) sobre 4 ml de coloide en tubos de centrifuga de 10 ml, lo que se denomind “SLC-
Inc”, vale decir, volumen aumentado). Después de la centrifugacion, cada sedimento de esperma “SLC-Inc” se
suspendié nuevamente en 3 ml de extensor de Kenney fresco, y todas las suspensiones de esperma se
almacenaron a 5 °C. Se determind la concentracion de esperma para todas las preparaciones de SLC y se calculé el
rendimiento de esperma. La motilidad de las preparaciones de esperma y el eyaculado extendido se evalud
diariamente usando CASA (13), mientras que la integridad de la membrana se midié 24 horas después de la
preparacion por SLC (14).

Resultados: los resultados de la motilidad determinada por CASA se ilustran en la Figura 11. No hubo diferencias
en la motilidad entre las preparaciones de esperma SLC-pequefia y SLC-Inc, aunque hubo diferencias significativas
entre las preparaciones no seleccionadas y ambos tipos de preparaciones seleccionadas a las 24 y 48 horas. La
suspension de esperma no seleccionada no tuvo una motilidad mensurable después de 48 horas.

Los datos de velocidad tampoco fueron diferentes entre los dos tipos de preparaciones de esperma seleccionadas
por SLC (Figura 12). Aunque el rendimiento promedio para las preparaciones SLC-Inc fue mayor que para las
preparaciones SLC-pequeias (41,2 + 28,3 % y 33,3 = 21,3 %, respectivamente), esta diferencia no fue de
significacion estadistica. La viabilidad del esperma no fue diferente entre los dos procedimientos de SLC (pequefias,
vivos: 72 + 0,3 %; Inc, vivos: 72 + 0,3 %).

Experimento 4: igual que el experimento 3, pero con la adicion de un segundo procedimiento de aumento de la
escala, usando 15 ml de coloide (densidad: 67,5 %) mas 15 ml de eyaculado extendido, en un tubo Falcon de 50 ml
(lo que se denomind preparacion grande). Se realizaron mediciones de la motilidad subjetivas y por CASA (13)
diariamente, las evaluaciones de la viabilidad se realizaron a las 0 horas y las 24 horas, al tiempo que se congelaron
alicuotas para realizar un analisis subsiguiente de SCSA a las 0 horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas.

Resultados: los resultados de la motilidad subjetiva y la motilidad determinada por CASA fueron similares a los
obtenidos en el Experimento 3, sin diferencias entre ninguno de los procedimientos de SCL (Figura 13). Hubo una
buena correlacién entre los resultados del CASA y la determinacion de la motilidad subjetiva (r = entre 0,7 y 0,9 para
las muestras centrifugadas y sin centrifugar, respectivamente; P < 0,001). Los rendimientos no fueron
significativamente diferentes entre los tres tratamientos de SLC (promedio + desviacion estandar: pequena: 33,3 +
20 %; Inc: 36,3 + 15,8 %; grande: 40 + 21,7 %). Ademas, no hubo diferencias en la viabilidad del esperma entre
ninguno de los procedimientos de aumento de la escala de la SLC (Tabla 14).

Tabla 14: Proporcion de espermatozoides viables en distintas preparaciones de esperma por SLC a las 0
horas y 24 horas, promedio * desviacion estandar (n = 9).

Centrifugacion con volumen
pequeno

Centrifugacion con volumen
aumentado

Centrifugacion con volumen
grande

Oh

78 +11,3

84,9+8,9

81,4115

+24

76,5+ 11,3

81,4+8,9

76,6 +9,0

No hubo diferencias significativas entre ninguno de estos tratamientos de centrifugacion.

Se hallaron diferencias significativas en el DFI promedio entre las muestras sin centrifugar y centrifugadas, aunque
hubo una interaccion con el tiempo, ya que las muestras sin centrifugar presentaron un deterioro de la calidad del
esperma con el almacenamiento, mientras que la integridad de la cromatina de las muestras centrifugadas no se
deterioro con el tiempo (Tabla 15).

Tabla 15: Efecto de distintos procedimientos de aumento de la escala sobre la integridad de la cromatina de

espermatozoides de caballo, promedio * desviacion estandar (n = 9).

Centrifugacion con Centrifugacion con volumen Centrifugacion con volumen
volumen pequeno aumentado grande

0 horas 20,7 £10,2 142+7,7 13,9+6,8

24 19,2+ 11,3 12,9+8,0 19,2+ 10,4

48 horas 15,0+ 8,0 13,0+ 8,0 21,0+ 14,0

72 horas 17,0+ 10,0 18,0+ 11,0 22,0+8,0
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Conclusion: es posible aumentar la escala de la SLC incrementando el volumen de eyaculado extendido usado en
4 ml de coloide. Sin embargo, para continuar incrementando el volumen, es necesario usar un tubo de centrifuga
mas grande y ajustar la densidad del coloide, como se ilustra en la Tabla 16. Estos ajustes producen preparaciones
de esperma que son equivalentes a la original con relacion a la calidad y el rendimiento del esperma, sobre la base
de la motilidad y la viabilidad del esperma, y la integridad de la cromatina.

Tabla 16: Comparacion de parametros que proporcionan una calidad comparable en preparaciones a mayor
escala de esperma y la preparacion original.

. Densidad del coloide | Volumen de eyaculado
Volumen de Coloide (ml) (%) extendido (ml)
Original 4 80 1,5
Volumen aumentado 4 80 4.5
Aumento de la escala 15 67.5 15-18
grande

Ejemplo 5: toro

Objetos: (i) investigar la capacidad de fertilizacion en una IVF de espermatozoides bovinos preparados con un
gradiente de densidad o en una sola capa de coloide; (ii) investigar el uso de centrifugacion coloidal para seleccionar
espermatozoides de tamafio normal a partir de una poblacién polimérfica en un eyaculado de toro.

Procedimientos: para el primer experimento, se obtuvieron pajuelas de espermatozoides de toro criopreservadas
en la Universidad de Gante, donde se realiz6 la prueba de IVF. Antes de la centrifugacion, las pajuelas de semen
extendido se descongelaron en agua a 37 °C por 12 segundos, y la concentracion se ajustd en 100 x 108 millones
por ml. La centrifugacion coloidal se realiz6 como se describié para el semen de caballo, usando coloide E al 80 %
para la centrifugacion en una sola capa y 2 ml de coloide E al 40 % mas 2 ml de coloide E al 80 % para el gradiente
de densidad. Un operador experto realizé un analisis computarizado de la motilidad del esperma (CASA) en los
controles sin centrifugar y en ambos tipos de preparaciones de esperma usando un analizador de la motilidad
Hamilton Thorne. Se recolectaron datos para los siguientes parametros: velocidad en un trayecto sencillo, velocidad
en linea recta, velocidad en una curva, amplitud de la desviacion lateral de la cabeza, frecuencia de batido, rectitud,
linealidad, concentracion, % de motilidad, % de motilidad progresiva, % de motilidad rapida, % de motilidad media,
% de motilidad lenta y % de espermatozoides estaticos. Se usaron procedimientos convencionales (16) para
determinar la tasa de fertilizacion (10) en los procedimientos de IVM e IVF. El cultivo de los oocitos fertilizados se
prolongd por 8 dias, después de lo cual se evalud el % de desarrollo hasta blastocistos y la cantidad total de células.
Para el segundo experimento, se recolectaron eyaculados de un toro del que se sabia que producia
espermatozoides diploides y haploides. Los espermatozoides eran muy polimoérficos y habia espermatozoides
macrocefalicos y microcefalicos presentes, junto con un intervalo completo de espermatozoides que eran de un
tamafno aproximadamente normal. El semen se criopreservo en la Universidad de Helsinki, Finlandia, de la manera
usual. Las pajuelas se enviaron a SLU para realizar mas examenes. Antes de la centrifugacion, las pajuelas de
semen extendido se descongelaron en agua a 37 °C por 12 segundos, y el semen se extendié con tampon B. Se
usaron capas individuales de coloide con distintas densidades, las cuales variaron entre 40 y 90 % del coloide
madre, para identificar las densidades apropiadas para el uso subsiguiente en un gradiente de densidad. La
centrifugacion coloidal se realiz6 como se describid con anterioridad, y el sedimento de esperma resultante se
suspendié nuevamente en tampon B. Se usaron portaobjetos precoloreados (Testsimplets; Online Diagnostics,
Alemania) para colorear los espermatozoides y realizar el examen microscopico. Se registré la proporcion de
espermatozoides macrocefalicos cada 200 espermatozoides en las muestras de esperma sin centrifugar y
centrifugadas.

Resultados (primer experimento): la tasa de fertilizacion promedio, la tasa de desarrollo de blastocitos y la
cantidad total de células fueron 56,27 % + 29,1, 235 % + 17,4 y 83,2 + 29,9, respectivamente, para los
espermatozoides preparados con un gradiente de densidad, y 58,1 % + 23,3, 24,5 % * 14,3 y 94,6 + 23,4,
respectivamente, para los espermatozoides preparados en una sola capa de coloide. Los valores promedio de los
diversos parametros del analisis computarizado de la motilidad del esperma no fueron diferentes entre los dos
procedimientos de preparacion de esperma (Tabla 17).

Tabla 17: Parametros del CASA de los espermatozoides bovinos preparados por centrifugacion con
gradiente de densidad y en una sola capa.

. Una sola Gradiente de . Una sola Gradiente de
Parametro . Parametro .
capa densidad capa densidad
VAP 112,36 £+ 9,93 | 111,1 £8,87 Conc. 37,68 +17,69 | 36,96 + 20,3
VSL 95,4 + 8,87 94,92 + 10,58 % de mot. 75,4 +£10,5 71,4 £17,09
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(continuacion)

Parametro Una sola Grad!ente de Parametro Una sola Grad!ente de

capa densidad capa densidad
vCL ek 167,44 + 16,18 % de mot. prog. | 61,4+133 | 548+ 168
ALH 7,08 £ 0,57 6,98 + 0,71 % de mot. rapida | 69,4 + 11,04 64,6 £ 17,87
BCF 23,12+ 5,63 23,3+5,54 % de mot. media | 6,6 + 1,95 6,6 +1,95
STR 82,2+2,28 83 +4,04 % de mot. lenta 14 £ 6,12 15,2 £ 9,49
LIN 55,6 + 4,05 56,2 + 3,70 % de estaticos 10,4 £ 6,69 13,4+ 8,53
Nota: no hay diferencias significativas.

(i) Los resultados de la centrifugacién en una sola capa con los espermatozoides polimoérficos se indican en la
Tabla 18. Casi todos los espermatozoides fueron capaces de pasar a través de las capas Unicas de coloide al 40
% y 50 %. La mayor proporcion de espermatozoides macrocefalicos se halld después de que el sedimento
hubiera pasado a través de una capa Unica al 60 % (49 % de macrocefalicos), y luego se redujo nuevamente
hasta 27 % de macrocefalicos cuando la densidad del coloide disminuy6 hasta 70 %. Usando un gradiente de
densidad con capas de 70/55 %, fue posible identificar dos subpoblaciones: una enriquecida en esperma de
tamafio normal en la interfase entre las dos capas (8 % de esperma macrocefalico y 92 % de esperma normal),
mientras que el sedimento de esperma estuvo enriquecido en esperma macrocefalico (34 %). Usando coloides
con densidades de 55 % y 70 %, fue posible obtener dos subpoblaciones de esperma: una que contenia casi
exclusivamente espermatozoides de tamafio normal, y otra enriquecida en espermatozoides macrocefalicos
(Tabla 19). Los espermatozoides microcefalicos fueron eliminados en el coloide, por lo que no aparecieron en
ninguna de las subpoblaciones seleccionadas.

Tabla 18: Proporciones de espermatozoides de distintos tamafnos antes y después de la centrifugacion en
una sola capa de espermatozoides de toro.

20

Grandes Pequeios Resto
Antes 24 6 70
Después de Sedimento 35,5 1 63,5
una SL al 40 % Colqide (solo pequefias 23 4 73
cantidades)
Antes 26 6 68
Después de Sedimento 49 2 49
unaSL al60 % | Coloide 14 3 82
Después de Sedimento 27 3,5 69,5
unaSLal70 % | Coloide 15 3,5 80

Tabla 19: Proporciones de espermatozoides de distintos tamafos antes y después de la centrifugacion con

gradiente de densidad de espermatozoides de toro.

Grandes Pequeios Resto

Antes 32 65 3
Sedimento 34 64,5 1,5

D . 70 coloide 17 81,5 1,5

espués

70/55 Interfase 8 92 0
Parte superior (< 55 %) 10 835 6.5
(cantidades pequenas) ’ ’

Conclusiones:

1) Los espermatozoides preparados en una sola capa de coloide no tienen un comportamiento o propiedades
diferentes respecto de los espermatozoides preparados con un gradiente de densidad.

2) Usando una combinacion de centrifugacion en una sola capa y centrifugacion con gradiente de densidad, fue
posible separar los espermatozoides en distintas subpoblaciones, por ejemplo, una que contenia casi todos los
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espermatozoides de tamafio normal y otra enriquecida en espermatozoides macrocefalicos.
Ejemplo 6: jabali

Objeto: (i) investigar el efecto del aumento de la osmolaridad de una formulacién coloidal y el tamafio del tubo de
centrifuga sobre la eficacia de la seleccion del esperma de jabali durante una centrifugacion con gradiente de
densidad, con el objeto de desarrollar formulaciones coloidales especificas para espermatozoides de animales, (ii)
comparar la centrifugacién con gradiente de densidad con la centrifugacion en una sola capa de coloide para
preparar espermatozoides de jabali, (iii) investigar el efecto del autoclavado del coloide, y (iv) investigar el efecto del
lavado del sedimento de esperma después de la centrifugacion coloidal.

Procedimientos: se recolectd la fraccion de espera libre de gel del eyaculado de 8 jabalies usando el procedimiento
de la mano enguantada, y luego se la extendié inmediatamente en una relacién de 1:1 (v/v) en solucion de
descongelamiento Beltsville. La concentracion del esperma se ajustd en 100 x 10%/ml. Las centrifugaciones con
gradiente de densidad y en una sola capa se realizaron de acuerdo con el procedimiento descripto con anterioridad,
usando coloide A al 80 % para la centrifugacion en una sola capa y 2 ml de coloide A al 40 % mas 2 ml de coloide A
al 80 % para el gradiente de densidad. En un experimento, las réplicas de sedimentos de esperma se lavaron
(suspendiendo nuevamente el sedimento en 5 ml de extensor de semen y centrifugando a 500 x G por 10 minutos) o
no se lavaron. La motilidad del esperma en las muestras de esperma no seleccionadas y seleccionadas se evaluo
subjetivamente como se indica a continuacion: se examinaron alicuotas (0,5 pl) por microscopia éptica de contraste
de fases (x200) en una platina de microscopio caliente (38 °C) inmediatamente después de la preparacion, y luego
una vez por dia, hasta que la motilidad hubo disminuido hasta aproximadamente 20 %. Para las evaluaciones los
dias subsiguientes, las preparaciones de esperma se almacenaron durante la noche a temperatura ambiente (19-24
°C, dependiendo del clima) y se incubaron a 38 °C por 15-30 minutos antes de evaluar la motilidad. La tasa de
recuperacion (rendimiento) se calculé como la proporcién de los espermatozoides cargados inicialmente en la parte
superior del coloide que aparecieron en el sedimento de esperma después de la centrifugacion.

Resultados: el aumento de la osmolaridad del coloide usado para la centrifugacion con gradiente de densidad de
los espermatozoides de jabali desde 305 hasta 330 mOsm resultd6 en un aumento de la proporcion de
espermatozoides con motilidad en la preparacion de esperma resultante (Figuras 14 y 15). La motilidad del esperma
se mantuvo al menos 24 horas mas en las preparaciones de esperma centrifugadas que en los controles (alicuotas
sin centrifugar), es decir, 7 u 8 dias para los centrifugados en un gradiente de densidad, en comparaciéon con menos
de 6 dias para los espermatozoides sin centrifugar. Para la comparacion de las centrifugaciones en una sola capa de
coloide y con gradiente de densidad, la motilidad del esperma fue significativamente mejor (P < 0,001) en las
preparaciones de esperma centrifugadas (promedio + desviacion estandar: 79,6 + 8,1 % y 74,2 £+ 12,0 % para las
centrifugaciones en una sola capa y con gradiente de densidad, respectivamente) que en los controles sin
centrifugar (62,9 £ 12,7 %). La cantidad de espermatozoides obtenidos después de la centrifugacion (Tabla 20) y el
rendimiento promedio no fueron diferentes entre los dos procedimientos (rendimiento promedio de espermatozoides
con motilidad, una sola capa: 67,5 + 25,6 %; gradiente de densidad: 59,6 % + 22,3 %). La supervivencia del esperma
(Figura 16) se vio aumentada significativamente por la centrifugacion coloidal (preparaciones sin centrifugar: 3,1
0,3 dias, SL: 5,5 + 0,79 dias, DG: 5,75 + 0,62 dias; P < 0,001, para las preparaciones sin centrifugar frente a las
preparaciones centrifugadas; SL frente a DG, ns). Para las muestras de esperma almacenadas, fue necesario
realizar una incubacion previa a la evaluacion de la motilidad (Figura 17). La presencia de bacterias en las muestras
de esperma sin centrifugar puede haber contribuido a la muerte de los espermatozoides. La centrifugacion coloidal
parecio eliminar las bacterias (evaluacion visual subjetiva). El autoclavado de la formulacion coloidal no tuvo efecto
alguno sobre la cantidad de esperma, la motilidad del esperma o la supervivencia del esperma (Tabla 21). Ademas,
el lavado del sedimento de esperma obtenido después de la centrifugacion coloidal frente al uso del sedimento de
esperma sin lavar no tuvo efecto alguno sobre la cantidad de esperma, la motilidad del esperma o la supervivencia
del esperma (Tabla 22). Fue posible almacenar los espermatozoides de jabali durante 24 horas antes de la
centrifugacion, sin que esto tuviera un efecto perjudicial sobre la motilidad del esperma y la duracién de la motilidad
en las preparaciones centrifugadas (Figura 18).

Tabla 20: Cantidad de espermatozoides de jabali obtenidos después de realizar una centrifugacion con
gradiente de densidad y una centrifugacion en una sola capa, promedio * desviacion estandar (millones) (n =

20)
Jabali Una sola capa Gradiente de densidad Valor de P
87 107,17 £ 20,3 84,5+ 20,0 NS
1500 49,5 + 28,7 452+ 15,8 NS
62 88,7+ 31,8 90,7 +25,4 NS
367 93,2+255 90,8 +32,7 NS
Nota: Diferencias significativas entre jabalies (P < 0,01), pero no entre eyaculados.
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Tabla 21: Efecto del autoclavado del coloide sobre la motilidad del esperma, la supervivencia del espermay
la cantidad de esperma en el sedimento.

Parametro Autoclavado No autoclavado
Motilidad del esperma el dia 1 (%) 78,6 £8,7 81,4+6,4
Supervivencia del esperma (dias) 47 +1,2 45+1,3
Cantidad de esperma (x 10°) 88,5 + 30,1 77,5 + 30,2
Nota: las diferencias entre los coloides autoclavados y no autoclavados no fueron significativas.

Tabla 22: Efecto del lavado del sedimento de esperma después de la centrifugacion coloidal sobre la
motilidad del esperma, la supervivencia del esperma y la cantidad de esperma.

Parametro Lavado No lavado
Motilidad del esperma el dia 1 (%) 80,7 £10,3 75,4 +£9,9
Supervivencia del esperma (dias) 6,1+1,2 54+11
Cantidad de esperma (x 10°) 82,5+32,5 73,8 +241
Nota: las diferencias entre los coloides lavados y no lavados no fueron significativas.

Conclusion: el aumento de la osmolaridad de la formulacion coloidal mejora la seleccion de los espermatozoides
durante la centrifugacion con gradiente de densidad. La centrifugacion en una sola capa de coloide produce
preparaciones de esperma que tienen una motilidad y un rendimiento similares a las obtenidas con gradientes de
densidad, y estas preparaciones presentan una motilidad del esperma y una duracion de supervivencia mejoradas
en comparacion con las muestras de esperma control (sin centrifugar).

Ejemplo 7: perro

Objeto: investigar si la centrifugacion en una sola capa (SLC) es beneficiosa para seleccionar espermatozoides de
perro de buena calidad para la inseminacion.

Procedimientos: se recolectaron eyaculados de esperma de diversas calidades de cuatro perros por manipulacion
digital. Se aplicaron alicuotas (4,5 ml) sobre 4 ml de coloide E al 80 % en un tubo de centrifuga de 12 ml. Después
de la centrifugacion a 300 x G durante 20 minutos, el sedimento de esperma resultante se suspendidé nuevamente en
extensor de yema de huevo-Tris (1 ml) (17). Se extendié una alicuota del eyaculado no seleccionado en extensor de
yema de huevo-Tris para obtener la misma concentracion de esperma que en la preparaciéon de esperma
seleccionada. Se realizé una evaluacién de la motilidad usando un analisis de esperma asistido por ordenador
(CASA) y una evaluacion morfolégica en todas las muestras de esperma no seleccionadas y seleccionadas.

Resultados: la motilidad del esperma promedio aumenté desde 77,2 £ 19,6 % antes de la SLC hasta 87,6 + 2,7 %
después de la SLC, mientras que la motilidad progresiva aumenté desde 48,6 + 18 % hasta 67,9 + 11 % (Tabla 23).
La morfologia normal promedio fue 62,2 + 42,8 en las muestras no seleccionadas y 82,5 + 19,1 % en las muestras
seleccionadas por SLC. Después de un almacenamiento a 4 °C por 7 dias, la motilidad del esperma fue <5 % en las
muestras de esperma no seleccionadas y 57 + 11,3 % en las preparaciones de esperma seleccionadas por SLC. El
rendimiento de esperma vario entre 12 y 47 %, dependiendo de la calidad del esperma en el eyaculado original.

Tabla 23: Resultados del analisis de motilidad asistido por ordenador (CASA) para las muestras de esperma
de perro no seleccionadas y seleccionadas por SLC.

Motilidad total (%) Motilidad progresiva (%) [‘:)e('lz)imie“
Perro no seleccionadas seleccionadas no seleccionadas | seleccionadas
1 48,3 84,1 34,3 81,8 12
2 82,3 90 69 68,5 47
3 87,9 89,5 32,5 54,5 47,5
4 90,4 86,9 58,7 67,5 30
Promedio (SD) | 77,2 (19,6) 87,6 (2,7) 48,6 (18) 67,9 (11) 34,1 (16,9)

Conclusion: Estos resultados preliminares indican que la SLC podria ser un procedimiento util para mejorar la
calidad del esperma de perro en dosis de esperma para la Al.
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REIVINDICACIONES
1. Composicion para la separacion de los espermatozoides de una muestra de semen, que consiste en:

- agua,
- cloruro sédico en una concentracion de 97,5-140,0 mM

- cloruro potasico en una concentracion de 4,0-5,5 mM

- glucosa en una concentracion de 1,0-1,4 mM

- EDTA en una concentracién de 0,10-0,14 mM

- HEPES en una concentracién de 15,0-19,0 mM

- citrato tri-sddico en una concentracion de 4,8-8,3 mM

- lactato en una concentracion de 0-4,0 mM; y

- particulas de silice recubiertas con silano en una concentracion de 300-1000 g/l

teniendo dicha composicién un pH de 7,0-7,35 y una osmolaridad de 320-330 mOsm.

2. Procedimiento de preparacién de espermatozoides a partir de una muestra de semen de un animal no humano,
que comprende la etapa de separar los espermatozoides de los otros constituyentes del semen por centrifugacion a
través de una sola capa de una formulacién coloidal, en el que la formulaciéon coloidal es una composiciéon de
acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la densidad de la formulacién coloidal esta en el
intervalo de 1,05-1,14 g/ml.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, en el que la osmolaridad de la formulacion
coloidal es de 320-330 mOsm.

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que la separacion se realiza en un
recipiente con un volumen de 10 ml o mas, tal como 50-200 ml.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la altura del coloide es de 30-45 mm.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en el que la composicién coloidal es una diluciéon tampén al
65-70 % de una formulacion madre coloidal que tiene una densidad de 1,14 g/ml.

8. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-7, en el que la muestra de semen no es
oligospérmica.

9. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en el que los espermatozoides se separan
del plasma seminal y sus componentes celulares o no celulares.

10. Procedimiento de separacién de una subpoblacién de esperma de interés de una muestra de semen de un
animal no humano, que comprende las etapas

proporcionar un gradiente de densidad que tiene al menos dos capas de la composicion de acuerdo con la
reivindicacion 1, teniendo cada capa una densidad diferente;

separar las subpoblaciones de esperma en la muestra de semen por centrifugacion a través de gradiente de
densidad; y

seleccionar la subpoblacién de esperma de interés.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la subpoblacion de esperma es de
espermatozoides haploides de semen de toro.
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Figura 10: Efecto del aumento de la escala de la centrifugacion coloidal sobre la viabilidad del esperma de

caballo (n = B).

ES 2 656 799 T3

100 -

i e e

g
f—

e e e

A

: e e S e
R e S e

AT

R

T T R e
e e FEEEE Ly R

st i e
| |
]

T

o o s

T S
5 o e
h-tﬂ:o?«q;v&-@-@@ﬁ-p-?;ﬂp? ““"“"ﬁ'”‘“*"*-ﬂ-&bg;q,# -

|
2 B 8 8 ¥ & & = =

{o%) uoriodoid

33

i E 5

'NWMMM“WW@MWMNWWHMMMILWWWMHHHMHWHWW g

seleccionar

mioribundos

mierios

Tratamiento



ES 2 656 799 T3

(sesoy) odwsai

1748 96 zL at ¥z [+]
- i Il . Il " I “ b ‘1 1 G
- - x.- )
N
Y - Ok
N
R 0z
N 8
"
| LA + o8
.‘u .l
el \ =
. . =
-// . or =
I __ms.&uﬁ_‘u._m..#”_ m
- ——| (=3
RUDGSS U5 — 4 — o =
*- 8
S
08
0L
—t 08
0&

(L = u) ojjeqea
ap ewladsa 2P PERIINOW B| 2lQOs |ERIC|OD :Eumm:.ﬁt..__:_mu | 9p Elease | ap ClUu2WNE |2p 01293 (L E:m_n_

34



ES 2 656 799 T3

{seJoy) odwsai

Y ¥l uozk ugE Yzl usgk Yz uo

L 1 L L L il ﬂ”_

0z

— oF

—1 0o
lo &
8
ETEEE 2
i“h.ﬁ&q_mlul : oo &
RUDROIIS U5 - - — | =
—t 0zl 3
)
o

- OFL

—t 08k

: - 1 081

-
00z

‘(£ = u) ojjeqed
ap ewladsa 2P PERIDO|aA E| 3105 |EPIO|OD :.m._umm_..__._h_._wu E| 2P E|EdSe E|] 2P OJuzlune |ap O}aal3 &L E_..m_u_

35



ES 2 656 799 T3

(sesoy) odwsail

% yzd g Uz o .
L
- - g
J.l.l..
b -t 0Z
| .
-_-.-.-.

e
o =
i =)
spueil — & — =
—— il @
sysnbiad. - @ - - =
- =2
JUsD LS — _ 1 B

(i1

— 08

&

m
(1418

(8 = u) oljeqen ap ewladsa
[P peplow e| alqos opejnaefa |8p uawnjoA |@ A ap10|02 |9p USWN|OA [8p Oluawne |ap 0)28)3 oL einbBig

36



ES 2 656 799 T3

"EI212219 ‘SEIOY ¥Z 2p 0SINISUEI] |2 Eluasaudal Z eip 12 ‘uoneledaid g) 2p BIp |2 52 | BIP |2 ‘EION

L %]

)
9 e £ 8] Z wig -y

|
5

s

(=3
=r

spundi - ¥ —
WD - -

LD ——

7

B

=]
=

2

(25) pepINoW uod saplozolewadss ap ugiiodoid

B

(# = u) wspow

02 = pepuejowso :sapuell A souanbad eBnyujuas ap sogny ua pepisuap ap auaipesB uos uoidebnyuuas
el ap sandsap yeqel ap ewiadsa |2ap pEPIOW B 2140S JPIOIOD [9P PEPUEBIOWSO B] 3p 032343 pL einbi4

37



ES 2 656 799 T3

"B1212012 ‘SEIOY $Z 2P 0SINJSUEN |2 Bluasaldal z eip 12 ‘uoineledsid g| sp BID |2 53 | BIP |2 BION

(selp) odwaiL
£Ei] 4 Ei] e £ei]

Le]

(=]

—+ 01

— 0F

- OF

- 0%

- 09

- Op

(g = u) wsow

0ee = pepuejowso :sapuelB A souanbad eBnjuiuad ap soqny ua pepisuap ap ajuaipeld uoo uooebnyua

08

{5 ‘Bagalgns ugDENEAS) PEDNNOW WOD SapoZoleuadss ap ugruodold

e| ap sandsap ljeqel ap ewliadsa |9p pepiiow g] 21gos 2pI0jod |3p PEPUEIOWSo ap 0393843 (G| einbig

38



ES 2 656 799 T3

|

"EI219019 ‘SEIOY $Z 2P 0SINJSUEN] |3 Bluasaudal Z eIp |9 ‘uoineledaud B) ap BID |2 $2 | BIP 19 (EION

e
L ——
0NV - - 4 - -

S =a

(seip) odwai

& B £80 Zwg | =g

(%) pEPIROW U0 Saplozojewadsa ap uonlodold

A._um

L ook

‘(sopenoeda z| = u) neqel ap sapiozojewsadsa ap

edea ejos eun us ugiseBnynuao e) A pepisuap ap suaipelB uos uoiseBninusd e ap uooeledwon 91 eanbi4g

39



ES 2 656 799 T3

(selp) odwsai L
E

=
-

=
[}

=]
o)

RPN

2

sopegnoy 15 —8—
SOPEENIU OU 5. - - -

B

r
o=
L=

(=4
[ =

=)
o0

(%) pEpIROW UoD SaplozZolewsadsa ap uolodold

06

‘(sopeinoeda gL = u) edea ejos eun ap

sauoloeledaid ap ljeqel ap saplozojewladsa ap pepijjow g| a1qos D, LS B uoioeqnaul e] ap 032833 : 2| eanbig

40



ES 2 656 799 T3

(seip) odwaiL
£ Eeliq Z B

—

9 B1Q

ok

r0g

- OF

{snpeusoewe 158

B02E3l 5N
foANeD O

ns

L g

2
(9) pepnow uod saplozojewladsa ap uoiaiodoid

|
|
|
[=]
=1

g

“(sopenoefa z| = uU) sopeusJew|e
A soasauy eqel ap saplozojewiadsa ap osn |8 UOD |epl0]od ugiseBnjuiuas ] ap ugoeledwoy gL einbig

41



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

