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RESUMEN

Enelpresente trabajo, se evalud el efectode dos
métodos de seleccion de esperma congelado de
bovino sobre los indices de fecundacién y division in
vitrode ovocitos bovinos madurados y fecundados in
vitro. Para tal objetivo se emplearon dos sistemas
habituales de seleccién de esperma: el método de
lavado por centrifugacién y el de gradiente de densi-
dad con Percoll. Los resultados obtenidos mostraron
que los indices de fecundacion in vitro obtenidos
usando el método de gradiente de densidad con
Percoll (61,7 p.100) fueron significativamente méas
altos (p<0.001) que aquellos obtenidos utilizando el
método de lavado convencional (40,2 p.100). Del
mismo modo, el sistema de seleccién de esperma
mediante el uso del Percoll obtuvo unos indices de
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divisién (65 p.100) muy superiores estadisticamente
(p<0.001) alos conseguidos por el sistema tradicio-
nalde lavado (44,8 p.100).

Enconclusién, nuestros resultados han demos-
trado claramente que el uso del Percoll como método
de seleccion de esperma congelado de bovino, em-
pleadoentécnicas de fertilizacion in vitro, increment6
los indices de fecundacién y divisién de ovocitos
bovinos maduradosy fecundados in vitro, en compa-
racion con el método habitual de lavado.

SUMMARY

In the present work, the effect of two selection
methods of bovine frozen sperm on in vitrofertilization
and cleavage rates of in vitro matured and fertilized
bovine oocytes was evaluated. Two usual sperm
selection systems were used: the washing method
and the Percoll density gradient.
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The results obtained in our study showed thatthe
in vitro fertilization rates obtained using the Percoll-
sperm selection method (61.7 p.cent), were
significantly higher (p<0.001) than those obtained in
the washing method (40.2 p.cent). Furthermore, the
sperm selection systemusing Percollgradientobtained
cleavage rates (65 p.cent) which were statistically
higher (p<0.001) that those obtained in the washing
system (44.8 p.cent).

Inconclusion, ourdata have clearly showed that
the use of Percoll gradient as a frozen bovine-sperm
selection method, employed in in vitro fertilization
techniques, was better as the fertilization and cleavage
rates of in vitromatured and fertilized bovine oocytes
increased, in comparison with the usual washing
method.

INTRODUCCION

Lapreparacion del esperma congela-
do para su utilizacion en programas de
fertilizacion asistida, tanto en la especie
humana como en animales domésticos,
lleva consigo algun tipo de protocolo
inicial con el objetivo de separar los
espermatozoides vivos del propio plas-
ma seminal, crioconservantes, e incluso
delos espermatozoides muertos (Parrish,
1991). En la especie humana, en donde
puede existir un escaso numero de esper-
matozoides moviles e incluso unelevado
numero de espermatozoides anormales,
los procedimientos de seleccion de esper-
matozoides con una morfologia 6ptima
pueden ser de vital importancia.

Entre los sistemas mas habituales para
la preparacion de esperma congelado de
bovino, usado en programas de fecun-
dacion in vitro, destacan los siguientes:
método de lavado por centrifugacion,
denominado también washing (Parrish
et al., 1986), gradiente de densidad con
Percoll (Saekietal.,1990 yDelos Reyes
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etal., 1996), filtracion mediante colum-
nade fibra de vidrio (Stabbings y Wosik,
1991), y elmétodo de migracion/sedimen-
tacion (Risopatron et al., 1996). La téc-
nica de seleccion espermatica mas am-
pliamente utilizada es la del lavado
por centrifugacion. Sin embargo, en los
ultimos anos se esta utilizando cada vez
mas el método del gradiente de densidad
con Percoll*, debido probablemente al
elevado porcentaje de espermatozoides
moviles, viables y con morfologia nor-
mal que pueden ser recuperados (De los
Reyes et al., 1996).

El objetivo del presente trabajo fue
evaluarel efecto de dos diferentes méto-
dos de seleccion de esperma congelado
debovino (lavado y gradiente de Percoll)
sobre los indices de fecundacion y divi-
sion in vitro de ovocitos madurados y
fecundados in vitro.

MATERIAL Y METODOS

METODO DE SEPARACION DEL ESPERMA
CONGELADO

Para llevar a cabo este trabajo se
empleo semen congelado de toros de raza
Limusin. Pajuelas de semen de 0,5 ml de
capacidad fueron descongeladas en un
bafio a37°C durante | minuto. Se usaron
dos métodos de separacion de esperma:
el primero fue el método mediante lava-
do, descrito previamente por Parrish et
al. (1986). Este método consistio en de-
positar el contenido de una pajuela de
semen, previamente descongelada, sobre
un tubo de plasticode 15 ml conteniendo
I mlde medio sp-TALP. Tras sucentrifu-
gacion a 750x g durante 10 minutos, se

*Percoll, pharmacia LBK Biotecnology AB, Uppsala,
Sweden
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elimino el sobrenadante y se afiadio 5 ml
de medio de cultivo, se resuspendio el
botdn celular y se volvio a centrifugar.
Esta operacion de cambio de medio tras
la centrifugacion se repite entre 2-3 ve-
ces, conel objetivo de eliminar los restos
de crioconservantes y esperma muerto.
Finalmente, y una vez eliminado el
sobrenadante en el ultimo lavado, se
ajusto la concentracion de espermaentre
1-2 millones de espermatozoides/ml en
medio sp-TALP. El segundo método
empleado fue el llamado método de
gradiente de densidad con Percoll, el cual
consiste en colocar en un tubo de plastico
de 15 ml de capacidad, 2 ml de una
solucion de Percoll al 45 p.100, y sobre
éstos se colocaron otros 2 ml de otra
solucion de Percoll al 30 p.100. Poste-
riormente, el contenido de una pajuelade
semen, previamente descongelada, se
deposito sobre dichas capas de Percoll.
Tras una primera centrifugacion a 750x
g durante 30 minutos, se elimino el
sobrenadante y el boton celular conte-
niendo la mayor parte de los espermato-
zoides moviles, se resuspendieron en 5
ml de medio sp-TALP y se volvio a
centrifugar. Esta operacionde cambiode
medio y centrifugacion serealizo entre 2-
3 veces. Finalmente, se ajusto la concen-
tracion final de esperma entre 1-2 millo-
nes de espermatozoides/ml.

FERTILIZACION IN VITRODE OVOCITOS PRE-
VIAMENTE MADURADOS IN VITRO

Se obtuvieron ovocitos bovinos, se
maduraron durante 24 h, y se eliminaron
las células del ciimulo siguiendo un me-
todo estandar descrito previamente por
Parrish etal. (1988). A continuacion, los
ovocitos se distribuyeron al azar en poci-
llos de placas Terasaki (5 ovocitos/poci-
llo), y se afiadio | ml de medio de fecun-

dacion Fert-TALP. Aproximadamente
70 ml de espermatozoides previamente
preparados segun el método de lavado o
de Percoll, fueron anadidos alos ovocitos.
Alas 24 hdelapuestaencontactoconlos
dos tipos de gametos, los ovocitos se
procesaron segun el procedimiento des-
crito previamente por Ocaiia et al. (1995),
con el fin de estudiar el porcentaje de
ovocitos en los diferentes estadios. A las
72 h se analizaron los ovocitos fecunda-
dos con el fin de analizar el estadio del
desarrollo alcanzado pordichos ovocitos
tras su fecundacion.

CRITERIO DE CLASIFICACION Y ANALISIS
ESTADISTICOS

Los ovocitos se clasificaron atendien-
do al siguiente criterio: (a) los ovocitos
que mostraban un pronucleo macho y
otro hembra fueron considerados como
fecundados; (b) los ovocitos que pre-
sentaban mas de dos pronucleos y cabe-
zas de espermatozoides descondensados
se consideraron como polispérmicos; (c)
los ovocitos que mostraban un citoplas-
ma vacuolizado 6 fragmentado fueron
catalogados como degenerados; (d) los
ovocitos que no presentaban pronuacleos
se consideraron como no fertilizados, ()
y finalmente, los cigotos que presentaron
dos o mas blastomeros se consideraron
comodivididos. Las diferencias entre los
distintos indices de fecundacion y divi-
sion de los dos métodos de separacion
espermatica se analizaron estadistica-
mente mediante una prueba de Chi-cua-
drado con un nivel de significacion del
99,9 p.100.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los indices de fecundacion in vitro
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Tabla I. Efecto del método de separacion de esperma de bovino sobre los indices de fecundacion
in vitro de ovocitos de bovino madurados in vitro. (Effect of bovine sperm separation method on in vitro
fertilization rates of bovine oocytes matured in vitro).

Sistemade NUmerode Ovocitos Ovocitos (p.100)

seleccion ensayos inseminados Fertiizados Polispermia Degenerados Nofecundados
Lavado 6 231 93 (40,2) 14 (8) 22 (9,5) 102 (44,1)
Percoll 6 235 145 (61,7)° 17 (7,2) 19 (8) 54 (22,9)

*"Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p<0,001)

obtenidos para cada uno de los dos méto-
dos de separacion de esperma utilizados
en el presente trabajo quedan reflejados
enlatablal. Comopodemosverendicha
tabla, el porcentaje de ovocitos que al-
canzaron el estadio de fecundacion, tras
emplear el método de seleccion de esper-
ma basado en la utilizacién de un
gradiente de densidad de Percoll (61,7
p.100), fue muy superior estadistica-
mente (p<0.001) que el conseguido porel
meétodo tradicional mediante lavado (40,2
p-100). Sin embargo, no existieron dife-
rencias significativas para los grupos de
ovocitos polispérmicos y degenerados en
uno uotrométodo analizado. Del mismo
modo, y como refleja la tabla II, los
indices de division obtenidos usando el

método de gradiente de densidad con
Percoll (65 p.100), fueron superiores
significativamente (p<0.001) a los con-
seguidos por el método de lavado (44,8
p-100). No observandose diferencias sig-
nificativas, entre ambos sistemas de se-
leccion, para el estadio de ovocitos dege-
nerados.

Unodelos inconvenientes fundamen-
tales de la utilizacion de semen congela-
do en técnicas de fecundacion in vitro es
lareducida viabilidad de los espermato-
zoides, debidoal efecto directo del proce-
so de congelacion/descongelacion sobre
la membrana plasmatica del esperma-
tozoide (Watson et al., 1992). Este dafio
del esperma puede verse incrementado
durante la centrifugacion y lavado a que

Tabla II. Efecto del método de separacion de esperma de bovino sobre los indices de division in
vitro de ovocitos de bovino madurados y fecundados in vitro. (Effectof bovine sperm separation method
on in vitro cleavage rates of bovine oocytes matured and fertilized in vitro).

Sistemade Niumerode Ovocitos Estadios deldesarrollo (p.100)
seleccién ensayos fecundados Divididos Degenerados Nodivididos
Lavado 6 225 101 (44,8)2 25(111) 99 (44)
Percoll 6 220 143 (65)° 22 (10) 55 (25)

**Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (p<0,001)
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es sometido el esperma durante su selec-
cion (Sanchez et al., 1995). Por este
mismo motivo, en los ultimos afios se
estan utilizando, cada vez mas, técnicas
alternativas de seleccion de esperma con-
gelado para su utilizacion en programas
de fecundacion in vitro. Unode los méto-
dos mas usados es el de gradiente con
Percoll. El Percoll es un medio de
gradiente de densidad que puede ser uti-
lizado para numerosas aplicaciones, ta-
les como: purificacionde células, viruse
incluso organulos. La utilizacion de sis-
temas de gradientes de densidad discon-
tinuos de Percoll, con el objetivo de la
seleccion de espermatozoides moviles e
inmoviles, estasiendo ampliamente adap-
tado en programas de fecundacion in
vitro en la especie humana, vacuno e
incluso en otras especies de animales
domésticos (Bollendorf et al., 1994; De
los Reyes et al., 1996). La utilizacion de
este medio de gradiente de densidad per-
mite aislar hasta un 90 p.100 de los
espermatozoides moviles, la eliminacion
de los residuos toxicos de crioconser-
vantes y de los espermatozoides muertos,
asi como de obtener un elevado porcen-
taje de espermatozoides con morfologia
normal y acrosomas integros.

Nuestro resultados fueron similares a
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