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RESUMEN

La preseleccién de sexo antes de la concepcion ha sido uno de los objetivos persegui-
dos por cientificos y criadores. En la industria de la leche y carne bovina existen razones
objetivas y productivas para calcular el beneficio econémico de desear un sexo 6 el otro,
sin embargo, en equinos el deseo de un sexo u otro, es mas subjetivo y sujeto a otras
variables.

La Unica forma reproducible y eficiente hasta hoy de separar espermatozoides que con-
tienen el cromosoma X de los que contienen el cromosoma Y basado en el contenido
de Acido desoxiribonucleico (ADN) desde una muestra de semen es por medio del uso
de la citometria de alto flujo desarrollada por Johnson en 1986. (Samper et. al, 2012)

Sin embargo, so6lo ha sido utilizada a nivel comercial y a gran escala en bovinos. El
namero de espermatozoides que pueden ser eficazmente seleccionados por hora en
el citémetro de flujo ha sido una limitante para su aplicacién masiva especialmente en
especies que requieren de un alto numero de espermatozoides para inseminar una
hembra como es el equino (Panarace et. al, 2014). Ademas se deben considerar las
susceptibilidades de estos gametos a los variados procesos que ocurren durante el se-
xado por citometria de flujo (Garner, 2006)

Por otro lado la aplicacién en condiciones de campo de semen congelado y sexado re-
quiere de mayor investigacién para producir muestras de semen de mejor calidad que
las que existen en el presente para hacerlo comercialmente sustentable. (Clulow et. al
2009)

El presente estudio tuvo como objetivo principal el ensayar una nueva técnica de sepa-
racion de espermatozoides que contienen uno u otro cromosoma sexual, considerando
tres pilares fundamentales: 1) probar una técnica mas rapida que la citometria de flujo
actual, 2) obtener dosis de semen de mayor nimero de espermatozoides disponibles
y 3) que la viabilidad del eyaculado original previo al proceso no sufriera detrimento al
nivel que ias técnicas actuales producen.

Se utilizaron 5 padrillos de distintas razas y entre 7 y 12 afios de edad con fertilidad
comprobada. Previo al estudio todos fueron colectados una vez al dia por 7 dias para
realizar una deplecion de sus reservas extra-gonadales y ponerlos en DSO (daily sperm
output) o eyaculacién diaria de espermatozoides estabilizada. Posteriormente durante el
estudio los padrillos fueron colectados 2 veces por semana hasta completar 6 eyacula-
dos totales por padrillo. Cada eyaculado fue separado en dos fracciones: grupo control
(sin exposicion a nano-particulas) y grupo experimental (procesado con nano-particulas
para obtencién de espermatozoides con cromosoma X). En cada grupo se evalué via-
bilidad espermatica con tincidon de eosina nigrosina y test hiposmético (HOST) a tiempo
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cero (TO) y nuevamente terminado el proceso de sexado. Asi también se calculé la
concentracion post sexado para el grupo en estudio y a través de la técnica de hibrida-
cion in situ fluorescente (FISH) se determiné con microscopia confocal la proporcién de
espermatozoides con cromosoma X en cada muestra sexada.

Ademas como prueba biolégica se inseminaron 4 yeguas con 250 millones de esperma-
tozoides frescos sexados y utilizando la técnica intracornual profunda.

Los resultados del estudio determinaron que la viabilidad espermatica no se ve afectada
sino que ademas aumenta entre TO y post sexado con nano-particulas (p<0,0001) y la
tasa promedio de espermatozoides X recuperados en los 30 eyaculados sexados fue de
91,5% segun los resultados de FISH. Ademas se prefiaron las 4 yeguas inseminadas lo
cual demuestra la fertilidad potencial del semen sexado y que al determinar el sexo fetal
con ultrasonido a los 125 dias de gestacién fueron hembras en todos los casos (100%).

Palabras claves: sexado, cromosoma, espermatozoide, nano-particulas.
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ABSTRACT

Gender selection before conception has been a goal of scientists and breeders. De-
pending on the species in question, there will be different reasons for performing this
procedure. In dairy and beef cattle industries exists objective and productive reasons to
predict the economic value of desiring one or the other gender. However, in horses, the
difference between deciding a desired or non desired gender is a much more subjective
issue.

The only reproducible and efficient way of separating X- and Y-bearing sperm based on
the desoxy-ribonucleic acid (DNA) content from an ejaculate or a semen sample is by the
use of high-speed flow cytometry developed by Johnson in 1986 (Samper et. al, 2012)

However, it is only in the bovine species where offspring of the desired sex are obtai-
ned commercially in a great scale level. The number of sperms that can be effectively
sex-sorted per hour with a flow sorter has been a limitation for the application and wides-
pread use of this technology in species such as the horse, that require large number of
sperms to inseminate the female (Panarace et.al, 2014). In addition, successful sperm
sexing must take into account the relative susceptibilities of gametes to the different pro-
cesses that occur during cytometry sorting (Garner, 2006).

Furthermore, the use of thawed and sorted semen in the field requires further investi-
gation before this technology produces better quality semen samples than to date and
becomes commercially sustainable in the equine industry (Clulow et. al, 2008).

The main objective of this study was to test a new technology for sorting equine sperm
bearing X and Y chromosomes considering three main topics: 1) to try a faster technolo-
gy than high flow cytometry, 2) obtain higher numbers of sperm for insemination doses
and 3) with ejaculate viability not suffering the detriment that the current techniques
provoke.

Five stallions of different breeds, between 7 and 12 years old and with proven fertility
were used in this study. Before the trial all stallions were collected once a day for 7 days
to deplete extragonadal reserves and establish DSO (daily sperm output) conditions. Du-
ring the trial the stallions were collected twice a week until they completed 6 ejaculates.
Each ejaculate was divided into two fractions: control group (without nano-particle ex-
posure) and Sex-sorted group (with nano-particle exposure for chromosome X bearing
sperm collection). For each group, viability was determined using eosin nigrosine stain
and hypoosmotic swelling test (HOST) at time zero (T0) and again after sex-sorting.
Concentration was determined for the sex-sorted group after the process. Fluorescent in
situ hybridization (FISH) was used to establish the proportion of X-bearing sperm in the
sex-sorted sample.

A total of 4 mares were inseminated with a total of 250 million fresh sex-sorted sperm
using the deep-horn insemination technique. At 125 days of gestation, trans-rectally gui-
ded ultrasound was used to determine the sex of each of the four fetuses.

Results showed that viability was not compromised and even increased in all 30 ejacula-
tes for the sex-sorted group when compared to TO (p<0.0001). The average percentage
of X-bearing sperm obtained was 91.5% determined by F.I.S.H. In addition, all 4 mares
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inseminated with fresh sorted semen got pregnant, thus determining the potential fertili-
zing capacity of the sex-sorted ejaculates and the establishment of female gestations in

all the cases tested (100%) as determined by fetal gonad observation using ultrasound
at 125 days of gestation.

Key words: sex, chromosome, sperm, nano-particles.
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I. INTRODUCCION

La determinacién del sexo en humanos y animales es un objetivo que ha sido de interés
desde la época de la antigua Grecia. Hipotéticamente tanto el espermatozoide X e Y
tienen las misma probabilidad de fertilizar un ovocito lo que resulta en una proporcion
tedrica de 1:1 al momento de la concepcién. La manipulacion artificial de la tasa o pro-
porcion de sexos en la progenie es util en algunos casos, en especial productivos, en
programas de mejoramiento genético, promover el bienestar animal y para prevenir la
eliminacién del sexo no deseado. Las preferencias por un determinado sexo son por
motivos comerciales, afectivos u otras razones especificas de cada caso. Actualmente
la herramienta mas utilizada para manipular la proporcién de sexos en la progenie ha
sido el uso de semen sexado (Machado et. al, 2015).

La manipulacion de la tasa de sexo de la progenie ha sido estudiada y observada por
varios afos. Por ejemplo la hipétesis de Trivers-Willard propone que un sexo tiene ma-
yor éxito variable reproductivo (ejemplo: machos en especies poligamas), madres en
buena condicién corporal estaran en ventaja para producir mas de ese sexo, mientras
que madres en pobres condiciones estaran en ventaja en producir reproductivamente
sexos mas estables (Trivers y Willard, 1973). En concordancia con esta hipotesis, se
sostiene que en especies mamiferas, la esperada tasa de sexo de la progenie de 1:1,
es influenciada por las condiciones ambientales presentes al momento de concepcion
(Machado et. al, 2015).

Se postula que el ambiente externo es de alguna forma sefializado al concepto por la
madre via el ambiente uterino (Aiken y Ozanne, 2013). El estado nutricional de la madre
parece ser de suma importancia para la transmision de esta sefial. En varias especies
los embriones macho tienen mejor oportunidad de sobrevivir sobre los embriones hem-
bra en un ambiente uterino enriquecido, por ejemplo bajo condiciones de altas concen-
traciones de glucosa (Avery et. al, 1992; Gutiérrez Adan et. al, 2001; Cameron, 2004).

En forma similar existen reportes que en los caballos de Camargue (Francia) la tasa de
sexo de los potrillos fue liderada por hembras en afios donde la temporada anterior hubo
baja disponibilidad de alimento. Sin embargo, no es del todo claro si esta predisposicién
a hembra resultaba por influencias sobre la concepcion ¢ diferencias en las pérdidas
tempranas de gestacion, entre embriones hembras y machos (Monard et. al, 1997).
Estos resultados fueron apoyados por investigaciones en caballos en Nueva Zelandia
(Kaimanawa, asilvestrados). En este estudio, las yeguas que parian hembras estaban
en peor condicion corporal al momento de la concepcion que aquellas que producian
machos (Cameron et. al, 1999). Dado que las tasas de paricién no tuvieron diferencia
entre hembras de baja ¢ buena condicién corporal al momento de la concepcion y la
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condicién de la yegua a mediados de la gestacion y en gestacidn tardia no influyen so-
bre la tasa de sexo de la progenie puede concluirse que las desviaciones en la tasa de
sexo de potrillos nacidos de yeguas con diferente condicién corporal al momento de la
concepcidn no son producto de pérdida embrionaria ¢ fetal. Por lo tanto, la variacion
en la tasa de sexo de la progenie es probablemente influenciada muy cerca de Ia con-
cepcién (Cameron et. al, 1999). Cuando la informacién de este estudio fue re-evaluada
y el cambio en la condicién corporal alrededor del momento de la concepcién y no la
condicion per se fue analizada, las influencias sobre la tasa de sexo fueron aun mas pro-
nunciadas. En las yeguas que perdian condicién corporal al momento de la concepcidn,
los porcentajes de progenie macho se redujo a 3 por ciento, mientras que aumentaba a
80 por ciento cuando las yeguas estaban ganando peso al momento de la concepcion
(Cameron y Linklater, 2007)

Todos estos resultados entregaron gran soporte a la hipétesis de Trivers-Willard en el
caballo. Es mas, también se demostrd que los cambios en condicidén corporal al momen-
to de la concepcion son mas predictivos del sexo fetal que la condicién corporal per se
(Cameron y Linklater, 2007).

En conclusién, se sugiere que manipular las condiciones ambientales de las yeguas
al momento de la concepcion 6 durante la gestacién temprana influye la oportunidad
de los embriones de uno u otro sexo de sobrevivir y puede variar la tasa de sexo de la
progenie. Por lo tanto, es importante notar que esta condicion también puede ocurrir in
vitro considerando los ambientes en que los embriones son expuestos en programas
de transferencia embrionaria, criopreservacion y otras biotecnologias reproductivas de
mayor complejidad como la Fertilizacion in vitro (FIV) o la Inyeccion intra-citoplasmatica
de espermatozoide (ICSI) (Machado et. al, 2015).

Con respecto al tiempo de servicio o inseminacién en relacién a la ovulacién, por mu-
chos anos se ha creido que esta condicion influye en las tasas de sexo de la progenie.
Esta relacion se cree que son influencias del tracto reproductivo de la hembra sobre
el transporte de los espermatozoides X o Y, seleccion preferencial al momento de la
fertilizacién 6 pérdidas embrionarias sexo especificas. Existen numerosas publicacio-
nes en este tdpico con resultados disimiles. En ganado bovino parece tener muy baja
influencia (Rorie, 1999). En caballos, no existen estudios controlados al respecto, pero
la experiencia empirica e historia no soportan esta hipétesis (Samper et. al, 2012).

Recientemente un grupo de investigadores de Brasil publicé que la edad de los padres y
la diferencia de edad entre estos al momento de |la concepcién también tienen influencia
sobre |la tasa de sexo de la progenie al parto. En resumen se observé tras analizar miles
de registros de nacimiento de la Asociacién Brasilefia de Criadores de raza Mangalarga
que a medida que aumenta la edad de los padres la proporcion de disminuye producien-
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do mayor numero de hembras y menor niumero de machos nacidos. El efecto a diferen-
cia que en humanos, se vio con mas influencia en la hembra (yegua) que el efecto del
macho (padrillo). Algo similar se observo para la diferencia de edad entre ambos donde
a mayor diferencia de edad también se producen mas hembras en especial si la yegua
es mayor que el padrillo (Machado et. al, 2015).

Por otra parte se ha realizado la determinacion temprana del sexo en embriones equinos
a través de la deteccion del antigeno sexo especifico macho H-Y, utilizando anticuerpos
fluorescentes. En embriones equinos este método resulta en una eficacia del 82%, com-
parado con los resultados obtenidos utilizando cariotipo (Wood, 1988). Es importante
notar que este método no es muy efectivo en embriones que han iniciado la formacién
del blastocele y aumentan los falsos negativos (Ramalho et. a/, 2004). Dado que los
embriones equinos entran al Utero como moérula tardia 6 blastocisto temprano, sélo una
pequefia proporcidén de embriones recuperados podrian ser procesados por este méto-
do. La recuperacion de embriones a menor estadio de desarrollo utilizando métodos no
invasivos es a la fecha imposible en el caballo (Battut, et. al 1997; Checura, et. al 2016)

La deteccion de secuencias sexo especificas de ADN ha sido otra herramienta emplea-
da para determinar el sexo. La determinacién del sexo en embriones bovinos antes de
su transferencia es rutinaria y exitosa utilizando la amplificacion del ADN a través de la
reaccion de polimerasa en cadena (PCR) (Aasen y Medrano, 1990). Sin embargo, los
embriones equinos son mucho mas sensibles a la biopsia celular comparado con otras
especies, ya que el desarrollo exitoso a nivel uterino depende de una capsula acelular
intacta (Stout et al., 2005). Esta capsula se desarrolla entre el trofoblasto y la zona
pellcida y rodea al embrién hasta aproximadamente el dia 21 de gestacién (Flood et
al., 1982). Sin embargo, recientemente han sido reportadas transferencias exitosas de
embriones equinos biopsiados (Choi et al., 2010). La viabilidad embrionaria se mantuvo
tanto en embriones de dia 6 donde la capsula no se habia desarrollado por completo y
también en embriones de dia 7 y 8 con capsulas completas. Seguramente se sugiere
que el dafio producido en la capsula es muy pequefo y por lo tanto no afecta la habilidad
del embridn para desarrollarse en el utero 6 este fue reparado (Walter et al., 2010).

Actualmente, la PCR utilizada para determinar el sexo embrionario trabaja con genes
especificos localizados en el cromosoma Y. En el estudio de Choi en 2010 la determina-
cion del sexo fue lograda exitosamente utilizando Duplex PCR en el gen especifico de
macho SRY. En este estudio la amplificacion por PCR fue posible en 20 de 24 mues-
tras. Nueve de las gestaciones logradas fueron permitidas a seguir su curso y llegar a
término. En todas ellas, la determinacion del sexo embrionario previo a la transferencia
fue confirmada en un 100%. La técnica requiere equipo sofisticado asi como personal
capacitado, por lo tanto, no es aplicable en condiciones de campo 6 regiones donde es
requerida esporadicamente. Sin embargo, el transporte de los embriones por la noche,
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previo a la biopsia celular no influyé en las tasas de gestacion, lo que sugiere que dicho
procedimiento puede ser ofrecido por laboratorios especializados de ubicacién central
(Alonso et al., 2015).

La deteccion de ARN sexo-especifico es otra técnica disponible. Las células somaticas
de la hembra estan conformadas por dos cromosomas X y por lo tanto, teéricamente
producen el doble de transcriptos X especificos que las células del macho (Epstein,
1978). Para evitar la sobreexpresion, un cromosoma X es inactivado. La inactivacion re-
quiere de un ARN especifico llamado transcripto X especifico inactivado (Xist) (Rastan,
1994). En 1987 basandose en el conocimiento de la inactivacion del cromosoma X, se
efectud una prueba de determinacién de sexo en embriones equinos. La determinacion
del sexo fue posible en un 77% de los embriones (Romagnano et al., 1987). Esta técni-
ca requiere de la fijacién del embrién y por lo tanto no es aplicable para sexar embriones
con el objetivo de producir progenie. Recientemente, se ha publicado la determinacion
del ARN Xist con el fin de determinar el sexo de embriones equinos hembra (Beckel-
mann et al., 2012). Se obtuvo un error del 10% con PCR cualitativo y un error menor con
PCR cuantitativo. Xist puede ser un candidato interesante para determinar el sexo en
caballos utilizando sondas de hibridacién fluorescente in situ (FISH).

De todos modos, la técnica mas utilizada en la actualidad es la determinacion del sexo
fetal en utero. La identificacion y ubicacién ultrasonografica del tubérculo genital en el
caballo es |la primera opciéon. En el dia 55 de |a gestacion el tubérculo genital esta ubica-
do entre ambos miembros posteriores del feto, a una distancia aproximadamente idénti-
ca entre el cordén umbilical y la cola. Posteriormente el tubérculo migra hacia la cola en
la hembra y hacia el cordén umbilical en el macho, lo que permite la determinacion del
sexo fetal. EI momento éptimo para la determinacién del sexo fetal es entre el dia 59 y
el dia 68 de gestacion. Las tasas de éxito de la técnica son muy variables y dependen
principalmente de la experiencia del examinador (Curran y Ginther 1991; Bucca, 2005;
Martinez et al., 2016).

La segunda opcién ultrasonografica es la identificacion de las gdnadas en el feto. A
partir del dia 100 de gestacién, la combinacion de la ultrasonografia transabdominal
y transrectal permiten el examen visual del feto por completo, con una identificacién
real de los 6rganos sexuales primarios completamente desarrollados. Entre el dia 100
y 220 de gestacion la efectividad de esta técnica es muy alta (Bucca, 2005). Pero a
medida que transcurre la gestacion es cada vez mas dificil identificar estructuras anaté-
micas asociadas, como pene y prepucio en el macho 6 glandula mamaria en la hembra
(Renaudin et al., 1999).

Durante la gestacion es posible efectuar el analisis del sexo fetal a través de la colecta
de celulas de placenta 6 fluidos fetales. Hasta ahora no existe el reporte del uso de esta
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técnica en la yegua. En bovinos esta técnica fue utilizada en 1975 por Bongso y Basrur.
La determinacién del sexo fue efectuada por analisis de cromosomas. La técnica mejord
con la introduccién de la PCR. La técnica es poco practicable y limitada, ya que la co-
lecta de fluido fetal es un desafio. Se han reportado abortos durante la primera semana
posterior a la puncién y colecta de liquido amniético.

Avanzada la gestacion se puede realizar el analisis del sexo fetal desde material fetal
colectado de la circulacidén materna. Es un nuevo método prometedor para la deter-
minacion del sexo fetal en el caballo ya que consiste en la identificacion de ADN fetal
libre circulante en sangre materna (De Leén et al., 2012). La técnica es facil y de bajo
riesgo ya que sélo implica colectar una muestra de sangre de la madre. La ausencia
de secuencias de cromosoma Y en plasma materno implica que el feto es hembra, sin
embargo, esto también podria significar que es la consecuencia de no detectar ADN
fetal libre en presencia de un feto macho. La significancia de esta técnica seria poder
implementarla en estadios tempranos de gestacién. En el presente no se sabe si célu-
las fetales del cinturdn coriénico entran a circulacién materna al momento de la invasion
del endometrio, evento que ocurre al dia 37 de gestacion (Allen et al., 1975). La identifi-
cacién de células fetales de macho en sangre materna, puede ser posible a través de la
clasificacion celular activada mediante fluorescencia ¢ la clasificacion celular a través de
inmuno-magnetismo, ambos métodos mas utilizados para separacién celular no invasi-
va en el diagnéstico prenatal en humanos (Kavanagh et al., 2010). Sin embargo, no se
ha estudiado si células fetales se mantienen en circulacion materna mas alla del parto,
por lo tanto, en gestaciones futuras esto limitaria la técnica de deteccion de células fe-
tales de macho en sangre materna en yeguas que no han experimentado una gestacion
de un concepto macho.

Por lo tanto, y como conclusion, a pesar que existen varias posibilidades para determi-
nar el sexo de un concepto en el caballo, la mayoria de éstas demandan equipos de alto
costo, experiencia y entrenamiento. O por otro lado son posibles de realizar a etapas
de la gestacion muy avanzada donde muchas veces no se puede tomar una decisiéon a
tiempo para descartar un sexo no deseado 0 no es posible de realizar bajo condiciones
de campo.

Ademas con respecto al espermatozoide se han buscado diferencias en tamafio, peso,
densidad, velocidad de propulsién, cargas eléctricas de superficie, proteinas de su-
perficie, diferencias de efecto de pH 6 los efectos de la presidon atmosférica usando
sedimentacién de espermatozoides, electroforesis, filtracién por Sephadex, migracién
por gradientes de centrifugaciéon, diferencias en cargas eléctricas, unién a perlas in-
munomediadas y reaccion de polimerasa en cadena (PCR), con el fin de separar es-
permatozoides X de Y. A pesar de que muchos de estos procedimientos no han podido
rigurosamente confirmar este desafio cientifico, existen muchas patentes aclamando
alteraciones en la separacién de sexos (Garner et al., 2001 y 2006).
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Garner publicé un método repetible que puede determinar en forma precisa la diferencia
en contenido de ADN entre el espermatozoide X e Y de diferentes especies. En la ma-
yoria de las especies domésticas la diferencia en ADN entre ambos espermatozoides es
de entre 2% y 4 %, siendo la del padrillo alrededor de 3,4% a 3,7%.

La mayoria de los mamiferos machos producen espermatozoides con cabezas ovales
y planas, que pueden ser orientadas en un clasificador utilizando fuerzas hidrodinami-
cas. La medicidn del contenido de ADN ha sido utilizada para identificar cromosomas
sexuales en poblaciones espermaticas de al menos 23 especies mamiferas y se han
obtenido progenies completamente normales de al menos siete de éstas. El gameto
macho maduro es una célula pequefa y haploide que puede ser eficazmente analizada
en su contenido de ADN ya que éste atributo es estable entre espermatozoides sanos.
En los comienzos de |a citometria de flujo, el proceso dafiaba severamente a los esper-
matozoides, debido a la remocién agresiva de la cola y de las membranas que rodean
al nucleo, previo a la tincién con 4-6-diamidina-2-fenilindon (DAPI). No fue hasta la apa-
ricién de la tincién Hoechst 33342 y su utilizacién, que se logré determinar ADN en es-
permatozoides vivos. Esta medicion precisa del contenido de ADN y su diferencia entre
el cromosoma X e Y en espermatozoides mamiferos, ha entregado una forma efectiva
de separar gametos viables con una efectividad entre 85 y 95%. La citometria de flujo
para clasificar espermatozoides X e Y esta patentada y se han entregado licencias para
su utilizacidén en mamiferos no humanos (Garner et al., 2001 y 2006).

Un atributo importante que varia entre los espermatozoides de los mamiferos es la for-
ma de la cabeza. La mayoria de los mamiferos domésticos tienen cabezas ovaladas y
planas, con la excepcion de roedores y monotrematas. La efectividad de utilizar las dife-
rencias de contenido de ADN entre espermatozoides que contienen el cromosoma X y
el cromosoma Y dependen no sblo en diferencias relativas de ADN, sino que también en
la habilidad de orientar en forma precisa a estos gametos al momento de la medicién en
el citdmetro de flujo. Los espermatozoides mamiferos con cabezas ovaladas y planas,
tienden a estar mas preparados para orientarse en un citémetro utilizando hidrodinami-
ca que esos gametos que tienen cabezas mas redondas 6 angulares. En este contexto,
se sugiere que el espermatozoide mas facil de separar en un citdmetro de flujo, es el
del toro, dado su perfil de cabeza y su diferencia en contenido de ADN de 3,8% entre X
e Y. Por lo tanto no es sorprendente que los mayores éxitos en esta técnica han sido
logrados en semen bovino (Garner et al., 2001 y 2006).

En adicién al desarrollo de medios 6ptimos para ser utilizados en espermatozoides de
cada especie, es necesario también modificar la boquilla del citometro de flujo que orien-
ta a cada espermatozoide de cada especie. A pesar que la clasificacién en el citdmetro
de flujo resulta en la eliminacién de espermatozoides muertos y danados, las células
vivas y clasificadas que sobreviven al proceso, tienden a degenerar mas rapido que las
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gametas no procesadas utilizadas como grupo control en toros y verracos. Esta carac-
teristica no se ha observado en padrillos y carneros (Sharpe y Evans, 2009).

Es asi como el unico método probado y repetible de preseleccidén de sexo de esperma-
tozoides esta basado en la tecnologia de citometria de flujo, adaptada por primera vez
para espermatozoides por GledHill en 1976. En 1986 Johnson y Pinkel hicieron modi-
ficaciones importantes a esta tecnologia para orientar a los espermatozoides hacia el
laser, lo que mejoro la separacion de los espermatozoides. La tincion vital del ADN es-
permatico llevd a la produccién de la primera progenie viable con preseleccidén de sexo
por Johnson el afio 1989 en conejos. Posteriormente, desde el ano 1991 hasta 2005 se
ha logrado en ovinos, bovinos, equinos, humanos y varias otras silvestres (Garner et al.,
2001 y 2006).

Rens mejoré este sistema al desarrollar una nueva punta que mejora la orientacién de
los espermatozoides duplicando la proporcién de espermatozoides vivos para anali-
sis. En términos generales, después de este proceso se obtienen tres poblaciones de
espermatozoides: X, Y y una tercera poblacion de espermatozoides mal alineados y/o
muertos. Una vez que los espermatozoides han sido clasificados la muestra es reanali-
zada para confirmar la pureza de la poblacién de espermatozoides deseada (Garner et.
al, 2001 y 2006).

La primera etapa en la separacion de espermatozoides involucra la dilucidn a concen-
traciones especificas que permitiran un tefido homogéneo con el fluorocromo Hoechst
33342. La cantidad de H33342 requerido es cuidadosamente titulada para cada padrillo
para proveer una cantidad precisa de tincion por espermatozoide. Posteriormente, los
espermatozoides son incubados con la tincién para que ésta penetre las membranas
espermaticas y se una a las regiones de ADN ricas en Timina y Adenosina. Como la
concentracién optima de H33342 varia entre padrillos, se debe tener precaucion porgue
niveles altos presentarian toxicidad, que es exhibida con reduccién de la motilidad es-
permatica (Johnson y Welch, 1999).

Posterior a la tincion e incubacion de los espermatozoides con H33342, la muestra es
diluida aun mas para la separacién con tecnologia de activacion fluorescente de células
(FACS). La habilidad de separar espermatozoides X de Y con estas tecnologias FACS,
depende de los tamafios relativos de los cromosomas X e Y y del contenido total de ADN
espermatico (Johnson y Welch, 1999).

En este punto, una nueva tincién es afiadida la que es captada por los espermatozoides
no viables con membrana plasmatica degenerada. Esta tincion (tincién para alimentos)
satura la intensidad de la fluorescencia de los espermatozoides no viables y por lo tan-
to permite la clasificacién preferencial de las poblaciones de espermatozoides viables.
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Cualquier reduccién en la proporcion de espermatozoides no viables en la muestra a
sexar, mejorara las tasas de flujo y clasificacién durante el proceso (Johnson y Welch,
1999).

Aunqgue estos éxitos demostraron la capacidad fertilizante de espermatozoides separa-
dos por procedimientos de separacion de células por medio de activacion fluorescente
(FACS), estos procesos continuan generando preguntas y nuevos desafios en muchas
especies. La tecnologia FACS es excitante, pero al presente es unicamente semi-prac-
tica. En equinos muchos de estos desafios se centran en la posibilidad de obtener bue-
nas tasas de gestacion con semen sexado congelado. Técnica que, de funcionar, lo
haria util del punto de vista practico y por ende capaz de ser ofrecida comercialmente
(Morris, 2005).

La viabilidad total de una poblacién espermatica y la integridad de sus membranas plas-
maticas influyen en la efectividad del proceso de tincién, en la orientaciéon de los es-
permatozoides y en las tasas de clasificaciéon o separacion. Por lo tanto, las tasas de
separacioén y de viabilidad post sexado son mejoradas en poblaciones homogéneas de
espermatozoides morfolégicamente normales. La habilidad para maximizar las tasas
de separacion de espermatozoides equinos esta limitada por la relativa pobre y he-
terogénea calidad espermatica comparada a la de carneros y toros en programas de
reproduccion comercial. Esta heterogenicidad de las poblaciones espermaticas equinas
podria ser disminuida si solo se procesaran muestras que satisfagan un minimo de tasa
de motilidad progresiva y de espermatozoides morfolégicamente normales (carneros
mayor a 80%, toros mayor a 75%) siendo la tasa de espermatozoides morfolégicamente
normales de padrillos fértiles alrededor de 60%. Otra forma de reducir la heterogeneidad
de la muestra es utilizando lavados a través de gradientes de densidad previo al sexado.
A pesar de estas cualidades pobres, comparadas con otras especies, aln asi es posible
de separar espermatozoides X de Y en forma adecuada (70 a 90% en equinos) (Clulow
et al., 2009).

Una vez que se completa el proceso de sexado, la muestra es nuevamente centrifugada
y re-suspendida. Esta es la segunda y ultima centrifugacion durante el proceso, previo a
la inseminacién 6 crio-preservacion de la muestra. En muchas especies el semen sexa-
do es evaluado mediante pruebas de fertilidad in vitro antes de iniciar pruebas de inse-
minacidn a gran escala, cosa que en equinos la FIV no es factible (Clulow et al., 2009).

Los principales factores que afectan las tasas de gestacién con semen sexado son los
bajos numeros de espermatozoides disponibles para inseminacion y ademas el proceso
de crio-preservacion de estos espermatozoides sexados. El factor del bajo numero de
espermatozoides disponibles ha sido medianamente compensado por el desarrollo de
la inseminacién histeroscopica y la intracornual profunda a bajas dosis (Samper et. al,
2012).
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Asi como en bovinos, existe una variacion significante entre padrillos con respecto a la
posibilidad de separacidén de una muestra de semen. Clulow, usando el Moflo SX, repor-
t6 que aunque algunos padrillos son excelentes candidatos para la separacion de esper-
matozoides, otros no lo son. En sus experimentos la tasa de espermatozoides muertos
fue un buen predictor de la capacidad de sexaje de algunos padrillos. Para reducir la
proporcién de espermatozoides muertos, procesar la muestra de semen con Equipure®
o Androcoll® (coloides selectivos) puede reducir significativamente la variabilidad entre
padrillos. Aun mas, la eficiencia de clasificacion en el proceso de analisis para algunos
padrillos puede ser mejorada hasta un 40% (Samper et al., 2012).

En la citometria de flujo, el requerimiento de que la identificacién de cada espermatozoi-
de sea singular limita el nimero de éstos clasificados por segundo. Aunque el nimero
de espermatozoides analizados por hora ha aumentado significativamente desde uno a
dos millones a principio de los afos 90, a los actuales 70 a 80 millones por hora, el pro-
ceso aun es ineficiente en la produccién de dosis estandar para inseminacion artificial
(Clulow et al., 2009).

Aunque muchas mejoras se han ido implementado con los afios para aumentar las ta-
sas de clasificacion de espermatozoides y su calidad, aiin menos del 50% del total de
espermatozoides analizados son clasificados correctamente, con un 25% aproximado
de espermatozoides Xy 15 a 20% de espermatozoides Y. Consecuentemente el uso de
semen sexado requiere de técnicas de inseminacion artificial intracornual profunda a
bajas dosis (Clulow et al., 2009).

Las tasas de gestacion con semen fresco sexado tienen rangos entre 10 y 40%, cuando
se ha utilizado entre 5 y 25 millones de espermatozoides via inseminacién profunda. La
baja dosis y la alta diluciéon de la dosis inseminantes tienen por lo general efectos adver-
sos en las tasas de gestacion (Clulow et al., 2009). En concordancia con el estudio de
Jasko este reportd una reduccién en la fertilidad cuando el semen sexado era diluido a
concentraciones menores a 5 millones/ml (Jasko, 1992). Morris, Hunter y Allen reporta-
ron tasas de fertilidad aceptables utilizando un millén de espermatozoides suspendidos
en 100 a 250 microlitros de diluyente junto con inseminacién histeroscopica (Morris et
al., 2000). En los ultimos afios, distintos trabajos independientes de Morris, Samper y
Lascombes, inseminando entre 13 y 40 millones de espermatozoides y utilizando 15
padrillos diferentes, han resultado en tasas de gestacion entre 40 y 60% usando insemi-
nacion profunda (Aurich et al., 2014).

Desafortunadamente la fertilidad del semen sexado congelado no ha producido resulta-
dos satisfactorios. Las tasas de gestacion publicadas fluctian entre 0 y 16,6% utilizando
dosis de inseminacién entre 5 y 20 millones de espermatozoides. Aunque la motilidad,
viabilidad y morfologia espermatica del semen congelado sexado son similares al con-
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gelado no sexado, los resultados en tasas de gestacion son muy diferentes. Alguna
de las explicaciones incluyen los efectos mecanicos de la intensidad del |aser, la alta
presion y alto voltaje, altas fuerzas de centrifugacion y dentro de los efectos quimicos 6
bioquimicos se puede mencionar la produccién de radicales de oxigeno por la prolonga-
da incubacion con la tincién H33342, dafio a la cromatina espermatica, cambios de pH,
alteraciones a proteinas de superficie y crio-dafo (Aurich et al., 2014).

Dentro de los esfuerzos para mejorar la eficiencia y la calidad del semen después de
haber sido sexado, esta el uso de soluciones de amortiguacion y coloides de centrifuga-
cién. Se han ensayado diferentes curvas de congelacién para semen sexado. Lo ideal
seria desarrollar un protocolo estandar para el procesamiento de semen con fluidos que
minimicen los cambios severos tipo idnicos y de pH. Una vez que los protocolos estén
estandarizados se podrian conducir estudios de fertilidad. Para tener un impacto en la
industria, la muestra de semen de un padrillo debe tener la capacidad de ser transpor-
tado a un laboratorio que lo procese para sexaje y posteriormente lo envie de vuelta al
lugar de residencia de la yegua a ser inseminada. Este impacto en la industria no puede
ser logrado hasta que el efecto de sexar el semen sobre la funcion de la membrana y la
integridad del ADN espermatico sea determinada para asi disefiar protocolos apropia-
dos de preservacién (Aurich et al., 2014).

La prediccion de la capacidad de sexado del semen de un padrillo es importante del
punto de vista de la aplicacién comercial de la tecnologia en la industria equina. Aunque
una tasa de sexado lenta logra mejor clasificaciéon y separacién de espermatozoides
X e Y, logrando una mayor pureza de la muestra, la eficiencia del proceso es afectada
negativamente. Mas aun, a mayor tiempo de procesado, menor calidad espermatica de
la muestra. El sexado por citometria de flujo es tiempo dependiente porque las células
son clasificadas a tasas de entre 3000 y 5000 células por segundo. Estas tasas resultan
en un tiempo de proceso de 1,5 horas para clasificar solamente 16 millones de células
para inseminacion o crio-preservacion (Clulow et al., 2009).

La pregunta que muchas veces nace es si existe o no una demanda comercial real.
Cdédmo ejemplo, en una encuesta de 2010, Graaf reporté que entre 2500 propietarios
de yeguas frisonas de la asociacion real sélo el 66,3% mostrd interés en el sexado
de semen. El 34,7% no interesado, indic6 como razones el encontrarlo no ético 6 que
simplemente no deseaban preseleccionar el sexo de la progenie. En cambio de la tasa
de interesados sobre el 60% elegirian hembras. Otras asociaciones de raza dénde apa-
rentemente existe un interés por la demanda de un sexo especifico son los criadores de
caballos de polo y de caballos para movimiento a la rienda y de ganado (Samper et. al,
2012).

En los caballos de polo existe una mayor demanda por hembras (Panarace et. al, 2014),
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mientras que en caballos de carrera 6 de rienda se prefieren machos. En los remates de
caballos de carrera se pagan mayores precios por machos que por hembras (Chezum y
Wimmer, 1997). En la competencia internacional de Aachen en Alemania soélo el 24.1%
de los caballos que han llegado a la final entre 1928 y 2010 fueron hembras. En el oes-
te de Estados Unidos las hembras son preferidas como caballos de silla para ganado
mientras que los machos son preferidos para caballos de rienda. En la raza Cuarto de
Milla de carrera los precios que se pagan por las hembras al afio de edad, exceden con
creces los precios de los machos (Samper et. al, 2012).

Sin importar la raza, la seleccién de un sexo determinado es subjetiva y esta determina-
da por impresiones de individuos que tienen una yegua 6 un padrillo especifico. Algunos
creen que las potrancas de un padrillo en particular son mejores, mientras otros piensan
lo contrario. Sin embargo, un nicho de mercado para el semen sexado podria ser la de
los reemplazos maternos. Otro, el producir un macho de una yegua especifica como
prospecto de padrillo. Mientras otros quisieran una hembra de un padrilio especifico
para un prospecto de yegua madre (Samper et. al, 2012).

Hasta ahora la determinacidn del sexo en caballos, es principalmente efectuada a través
de ultrasonografia fetal a los dos meses de gestacién (Curran y Ginther 1991; Renau-
din, 1999). La interrupcién de la gestacién en yeguas receptoras que llevan dentro de
ellas fetos de un sexo no deseado (principalmente machos) es cada vez mas comun en
Argentina (Aguilar et. al 2015). Por lo tanto, métodos que puedan seleccionar el sexo
deseado 6 determinarlo a temprana edad gestacional son cada vez mas elegidos. La
introduccién de la determinaciéon genética de sexo en programas de transferencia em-
brionaria es sin dudas una de las aplicaciones mas prometedoras hoy en dia para el
equino (Aurich et. al, 2014).

Un area de la medicina y la tecnologia que recientemente ha explorado en la infertilidad
masculina es la nano-tecnologia y/o nano-medicina. Esta se refiere a la tecnologia que
trata o utiliza particulas sintetizadas a la escala de nanémetros o nano-escala (1 a 100
nm). Estas nano-particulas pueden ser fabricadas en diferentes tamarios y composi-
ciones y su bio-compatibilidad con fluidos bioldgicos las convierten en un excelente
dispositivo o herramienta para interacciones con células marcadas y no marcadas para
propésitos que utilicen fluorescencia o magnetismo (Feugang et. al, 2015).

Los eyaculados de distintas especies de machos contienen poblaciones espermaticas
heterogéneas. Esta heterogenicidad puede producir problemas de infertilidad en el ma-
cho. Recientes estudios en nanotecnologia en sistemas fisiolégicos han demostrado
tener aplicaciones en biologia reproductiva. Es asi como existen las técnicas de nano
purificaciéon espermatica utilizando estas nano-particulas (NP) con procesos asociados
de magnetismo, fluorescencia, inmuno-mediados o con marcadores de superficie de
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membrana logrando separar espermatozoides vivos de muertos y apoptéticos y asi me-
jorar la infertilidad del semen en cuestién (Feugang et. al, 2015).

Con fines de marcacion celular, las lectinas y los sistemas de receptores de carbohidra-
tos ubicados en la membrana plasmatica de espermatozoides sirven como candidatos
para ser marcadores. Las lectinas son glicoproteinas capaces de producir aglutinacion
espermatica a través de su mecanismo de unién a carbohidratos de membrana. Las lec-
tinas son proteinas que se unen a azucares con una elevada especificidad para cada
tipo distinto. Su principal papel esta en los fenomenos de reconocimiento, tanto a nivel
molecular como celular. Por ejemplo, algunas bacterias utilizan lectinas para acoplarse
a las células del organismo hospedador durante la infeccién.

No se deben confundir con las glicoproteinas ya que las lectinas reconocen carbohidra-
tos, mientras que las glicoproteinas estan formadas en parte por ellos. Tampoco deben
confundirse con las lecitinas que son moléculas de lipidos con la que no guardan nin-
guna relacion.

Numerosos estudios han utilizado lectinas exégenas para investigar la dinamica de estos
carbohidratos en espermatozoides normales, capacitados y reaccionados de acrosoma
de machos fértiles y sub-fértiles. Un reciente estudio utilizé nano-particulas magnéticas
cubiertas de lectinas con el fin de remover espermatozoides anormales de semen de
toro. Los resultados fueron un aumento de las tasas de gestacion después de insemina-
cion artificial (Feugang et. al, 2015).

También existen estudios en verracos para remover espermatozoides anormales con
los mismos fines que en toros. También se han estudiado las tasas de gestacion, efec-
tos sobre las hembras inseminadas y el desarrollo post natal en la progenie nacida en
vacas y marranas inseminadas con semen procesado con esta tecnologia (Feugang et.
al, 2015).

La apoptosis es un proceso fisiolégico de importancia critica en el sistema reproductivo
del macho, ya que controla entre muchas otras cosas, la sobreproducciéon de esper-
matozoides, por lo tanto asiste en la capacidad de mantencién y soporte de las células
de Sertoli. La apoptosis procede en dos fases principales. Primero existe una fase de
compromiso, a la que le sigue una fase de ejecucion. Estas fases estan caracterizadas
por una serie de cambios estereotipicos que incluyen achicamiento celular, disrupcién
de la membrana plasmatica, externalizacion de Fosfatidilserina (PS) y condensacion y
fragmentacion de cromatina. Sin embargo, apoptosis desregulada ha sido implicada en
la patogénesis de la infertilidad en el macho y por lo tanto puede ser responsable en
las fallas de las técnicas de reproduccion asistida, a pesar de usar espermatozoides
motiles y morfolégicamente normales. La falla en la eliminacion de espermatozoides
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apoptoticos durante la espermatogénesis (apoptosis abortiva) puede ser la razén de su
presencia en semen (Makker et al., 2008 ; Curti et al., 2014).

En la actualidad el analisis de semen convencional incluye evaluacion de la concentra-
cion, movilidad, morfologia y viabilidad. Sin embargo, no provee ninguna informacién
sobre la apoptosis, la cual como descrito anteriormente puede jugar un rol importante
en las bajas tasas de fertilizacion e implantacion observadas en las técnicas de re-
produccion asistida. Numerosas técnicas de preparacion de espermatozoides han sido
utilizadas para maximizar los resultados en las técnicas de reproduccion asistida. Sin
embargo, la mayoria de estas técnicas utilizan espermatozoides moétiles como referen-
cia los cuéales se supone que tienen la capacidad de fertilizar un ovocito. Las técnicas
actuales de preparacion de espermatozoides estan basadas en sedimentaciéon 6 migra-
cion y separan espermatozoides basado en su motilidad y densidad. (Said et. al, 2006;
Makker et. al, 2008;).

La tecnologia de separacién magnética de células (Magnetic Activated Cell sorting -
MACS) es una técnica para la preparacién de espermatozoides usada recientemente
en técnicas de reproduccion asistida. Esta tecnologia, ha mostrado que puede separar
espermatozoides motiles, viables y morfolégicamente normales que despliegan una to-
lerancia significativa a la crio-preservaciéon y tienen un mejor potencial de fertilizacion.
Permite la separacién de espermatozoides apoptéticos, incluso en machos con para-
metros espermaticos normales. Los principios de la técnica MACS utiliza micro-parti-
culas super paramagnéticas conjugadas con Anexina de 50 nandmetros para separar
espermatozoides no apoptoéticos de aquellos con membranas plasmaticas deterioradas
y con externalizacion de PS. En los espermatozoides normales y viables con membrana
plasmatica intacta, las PS, molécula cargada negativamente, esta ubicada en la porcion
interna de la membrana plasmatica, por lo tanto lo que ocurre en estos casos, es una
traslocacion de PS, desde la porcion interna de la membrana hacia la superficie externa.
Esta externalizacion de PS, es una de las caracteristicas mas tempranas de las células
apoptépicas (Said et al., 2006; Makker et al., 2008).

Las micro-particulas estan compuestas por matriz biodegradable y por lo tanto, no es
necesario removerlas del espermatozoide después del proceso de separacién ademas,
no alteran la estructura, funcion ¢ actividad de los espermatozoides. La anexina-V, tie-
ne afinidad de union con la PS. Esta anexina-V no tiene la habilidad de traspasar una
membrana intacta, por lo tanto, la anexina unida a un espermatozoide caracterizaria
una disrupcién en la integridad de la membrana de este. Por lo tanto, esta afinidad de
anexina de identificar células con alteracién de integridad de membrana, ocurre en una
etapa mas temprana que si se usaran tinciones supravitales. Basado en la unién de
anexina y la subsecuente separacién magnética, se obtienen dos fracciones: anexina
negativa (membrana intacta y no apoptética) y anexina positiva (membrana alterada y
apoptoética) (Makker et al., 2008).
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Dentro de las ventajas de MACS es que esta tecnologia actua a nivel molecular del
espermatozoide, en oposicién a las técnicas de rutina de preparacion de éstos que re-
quieren o se basan solamente en la densidad y motilidad espermatica. Ha sido utilizada
para optimizar las caracteristicas de criopreservacion y descongelaciéon y mejorar las
tasas de crio-supervivencia. Ha mejorado la tasa de espermatozoides con mitocondrias
intactas posteriores a la criopreservacion. Al separar los espermatozoides apoptoticos
ha mejorado las tasas de fertilidad en las técnicas de reproduccion asistida. (Makker et.
al, 2008; Said et. al, 2005).

MACS provee pureza y recuperacion 6ptima con resultados consistentes y fiables. Téc-
nicamente es un procedimiento conveniente con un sistema facil de aplicar en cualquier
laboratorio. Provee de resultados rapidos dado los cortos periodos de incubacion y la
separacion de las particulas después del procedimiento no es necesaria (Said et al.,
2005; Makker et al., 2008;).

Otra caracteristica que se ha estudiado es el potencial Zeta o potencial electroquinético
de los espermatozoides. Este es el potencial eléctrico que se produce en el plano de
desplazamiento del espermatozoide entre su membrana plasmatica y el entorno que lo
rodea. Los espermatozoides maduros poseen una carga eléctrica entre -16mV y -20mV.
Este potencial o carga eléctrica disminuye con la capacitacién espermatica o con la ex-
posicién a neuro-aminidasas uterinas y liquido folicular (Chan et. al, 2006).

Se ha medido el potencial zeta de los espermatozoides humanos X e Y por dos métodos
distintos: Espectrofotometria de luz electroforética y con un prisma de laser rotatorio.
Los espermatozoides X e Y se separaron con electroforesis de flujo libre y las purezas
de dicha separacién fueron determinadas a través de tinciénes con mostaza quinacrina.
El potencial zeta de la fraccién que contenia mas de 80% de espermatozoides “Y” fue
aproximadamente -16mV. En cambio en la fraccién con mas de 95% de espermato-
zoides “X” fue de -20mV. En otras palabras, la carga neta negativa en la superficie de
las células espermaticas con cromosoma “X” es mayor que la del espermatozoide “Y”
(Ishijima et. al, 1991).

Otros estudios se han realizado con semen de toro para establecer la heterogenicidad
de la superficie de los espermatozoides. Cuando se utilizé sistemas de particion de dos
fases acuosas sin carga los cuales detectan proteinas sin carga asociadas a la super-
ficie del espermatozoide se producian dos poblaciones notorias. Utilizando sondas es-
pecificas de ADN para el cromosoma Y, se demostré que una de estas poblaciones era
rica en espermatozoides Y. Esta poblacion consistié en un 80% de espermatozoides Y
y un 20% de espermatozoides X. Todos los espermatozoides que habian comenzado
con la reaccién del acrosoma también eran incorporados en esta poblacién y por ende
la composicion de cromosoma sexual de este grupo es incierto (Cartwright et. al, 1993
; Igbal y Hunter, 1995).
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Se puede resumir que existen y se han estudiado un gran nimero de tecnologias con el
fin de seleccionar y separar espermatozoides en distintas especies, entre ellas el equi-
no, con los objetivos principales de purificacion para mejorar las tasas potenciales de
fertilizacion o para manipular el sexo de la progenie desde un momento pre-fertilizacién.
Sin embargo a pesar de la variedad de tecnologias todavia no existe una que retna
caracteristicas de ser econdmica, practica y de facil implementacién y disponibilidad.

Esto generd el objetivo de este estudio para probar una técnica accesible y que no afec-
te los parametros espermaticos como lo hace la citometria de flujo para separar esper-
matozoides que contengan el cromosoma sexual X de Y en semen equino a través del
uso de nano-particulas magnéticas.
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II. HIPOTESIS

* El uso de Nano-particulas magnéticas separa eficazmente espermatozoides X de
espermatozoides Y manteniendo la viabilidad y atributo§ basicos asociados a la
capacidad fertilizante en semen equino.
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Ill. OBJETIVOS

Objetivo General

» Determinar si el uso de nano-particulas magnéticas logra separar espermatozoides
equinos “X” de “Y” en forma eficaz y mantener la tasa de viabilidad espermatica.

Objetivos Especificos

1. Determinar la tasa de separacidn de espermatozoides X de espermatozoides Y
post tratamiento, verificado por la prueba de FISH.

2. Determinar la tasa de espermatozoides viables después del proceso de sexado
verificado con la tincién vital eosina-nigrosina y test hipoosmética (HOST).

3. Determinar la fertilidad del semen sexado inseminando yeguas con semen fresco
sexado.

4. Determinar el sexo de los fetos producidos con semen sexado, por ultrasonografia
transrectal a los 125 dias de gestacion.
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IV. MATERIALES Y METODO

Disefo experimental esquematico
a. Lugar fisico y momento del estudio

El estudio se llevo a cabo en las dependencias del Centro de Medicina Reproductiva
Equina BIOTEQ ubicado en la comuna de Paine, Regiéon Metropolitana, Chile. Aqui se
realizaron los procesos de colecta de semen, analisis de semen, sexado de semen con
nano-particulas magnéticas y fijacién de las muestras para la prueba de hibridacién in
situ fluorescente (FISH).

Posteriormente en el laboratorio de Gendmica de la Escuela de Medicina Veterinaria
de la Universidad Mayor, Santiago, Chile, se realiz6 el resto de la prueba de FISH y la
determinacion de las proporciones de espermatozoides X e Y.

El estudio fue realizado entre Octubre del afio 2015 y Mayo del afio 2016.

b. Colecta de Semen

Se utilizaron 30 eyaculados provenientes de 5 padrillos de distintas razas (1 Arabe,
2 Criollo Chileno, 1 Cuarto de Milla y 1 Holsteiner) de entre 7 y 12 afios de edad con
fertilidad comprobada. Fueron colectados utilizando una yegua en celo como maniqui
y una vagina artificial modelo Missouri. Previo a la colecta el pene fue higienizado con
agua limpia y tibia en forma exhaustiva para disminuir la contaminacion del eyaculado.
En una primera fase todos los padrillos que venian con actividad sexual activa fueron co-
lectados de igual forma cada 24 horas por 7 dias hasta lograr el estado de estabilizacién
de eyaculacién diaria de espermatozoides o Daily Sperm Output (DSO). Posteriormente
las colectas fueron dos veces por semana hasta completar un total de 6 eyaculados por
padrillo y por lo tanto 30 eyaculados totales para los fines del estudio y se procedié a
sexar los 30 eyaculados con la técnica de Nanoparticulas (NP) magnéticas.

¢. Evaluacion del Eyaculado

Los eyaculados obtenidos fueron filtrados con papel de celulosa en la misma vagina
artificial al momento de la eyaculacién para prevenir todo tipo de suciedad y contenido
de plasma seminal proveniente de la tercera fraccidén del eyaculado. Posteriormente en
el laboratorio se calculé la concentracidén de cada eyaculado utilizando un espectrofoté-
metro ARS 590 A. Una alicuota de 180 ul de semen sin diluir fue adicionada a la cubeta
proporcionada por el espectrofotémetro que ya contenia 3,4 ml de formalina cristalina
al 10%. Este paso se repitié 2 veces para todos los eyaculados y se calculé el promedio
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de los 2 valores obtenidos. Posteriormente todos los eyaculados fueron diluidos con
diluyente comercial Equipro® de Minitub calculando estandarizar todos a una concen-
tracion de 50 millones de espermatozoides (SPZ) por mililitro. Se utilizé solo 30 ml de
esta nueva dilucién y fueron depositados 15 ml (750 mill de spz) en dos tubos de 15cc
para centrifugacion por 15 minutos a 350 g.

d. Preparacion para el sexado del semen

Después de la centrifugacion se retiré el sobrenadante de cada tubo y el pellet de esper-
matozoides (600 x10° spz debido a una pérdida de 20% en el sobrenadante) fue re-di-
luido con 6 mi de medio HTFw® (fluido tubarico humano) de Irvine Scientific para lograr
una concentracion de 100 millones de spz/ml (Fotografia N°1). Un tubo no fue expuesto
al protocolo de sexado con NP y formé el grupo control el cual permanecio cubierto de la
luz y a temperatura ambiente (22 a 24 °C). La otra fraccidn si fue expuesta al protocolo
de sexado con NP y formé el grupo en estudio.

Se determiné la viabilidad espermatica de cada eyaculado utilizando la tincién vital de
eosina-nigrosina y test hipoosmético (HOST) inmediatamente después de la centrifuga-
cion estableciendo esto como el tiempo cero (TO).

La técnica de eosina-nigrosina se efectud depositando una gota de 10 microlitros de se-
men en un extremo de un portaobjetos y de la misma forma a un lado de ella otra gota de
igual volumen de la tincién. Ambas fueron mezcladas gradualmente usando una pipeta
Pasteur de 1 ml desechable para luego realizar un barrido con un segundo portaobjetos
en 45 grados a lo largo del portaobjetos que las contenia. Se dejo secar sobre platina
térmica a 37 grados Celsius para su posterior observacion y evaluacién. Esta consistié
en observar y contabilizar un total de 100 espermatozoides registrando por separado los
que se encontraban traslucidos a la luz y los tefidos por la tincién de eosina-nigrosina.
Considerando los tefiidos como los dafados a nivel de membrana plasmatica o muer-
tos. Este proceso se repitid 3 veces para luego calcular un promedio.

Para el test hipoosmético se preparo una solucidén de lactosa al 11% y se procedio a
mezclar una alicuota de 100 microlitros de semen con 1 mililitro de la solucién de lactosa
y se dejo incubar por 60 minutos a 37 grados Celsius. Posteriormente se efectud un ba-
rrido sobre un portaobjetos de similar forma como descrito anteriormente para la técnica
de tincién eosina-nigrosina y se observé y evalué al microscopio. Se contabilizé un total
de 100 espermatozoides registrando los que se observaban aumentados de volumen o
hinchados (considerados con membrana integra y funcional) versus los que se obser-
vaban sin alteracién en su forma. Este procedimiento se repitié 3 veces y se calculo un
promedio para cada muestra.
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Posteriormente se repitié la determinacion de viabilidad con ambas técnicas para el gru-
po en estudio terminado el proceso de sexado con NP y para el grupo control al mismo
tiempo.

e. Sexado con Nano-particulas Magnéticas

Las Nano-particulas utilizadas son a base de Magnetita y recubiertas con Silica y tienen
un diametro de 50 nm, siendo fabricadas por la empresa Clemente Associates Inc® en
Madison, Estados Unidos (Fotografia N°1). Antes de comenzar el proceso se verificd
que las esferas de Nanoparticulas (NP) magnéticas estuvieran suspendidas invirtiendo
el tubo que las contiene. La suspension que forman estas NP es de color negro y debe
estar homogénea antes de afadirla a la solucién de espermatozoides con medio HTFw.
(Fotografia N°2)

Se utilizé una relacion 3:1 de perlas : espermatozoides. El tubo con la fraccion control
esperd a temperatura ambiente sin adicién de NP. La fraccién en el tubo en estudio fue
mezclada con la suspension con NP y se incubo 4 minutos a temperatura ambiente
(Anexo N°3) realizando durante la misma una inversion o rotacién manual suave del
tubo para asegurar el contacto de las NP con los espermatozoides. Para calcular la can-
tidad de suspension con nano-particulas a adicionar se considerd que 1 ml de solucién
contenia 8,7mg de nano-particulas teniendo en cuenta que 1mg de éstas contiene 1x10°
perlitas magnéticas. De ese modo, para respetar la relaciéon 3:1 (perlitas : spz) necesita-
mos afiadir un total de 1800 millones de perlitas magnéticas para 600 millones de esper-
matozoides. Por lo tanto necesitdbamos 1,8 mg o 0,2ml de la solucién que las contenia.

Después del periodo de incubacidén de 4 minutos, se colocaron ambos tubos (control
y estudio) contra el magneto por 20 minutos (Fotografias N°4 y N°5). El magneto esta
compuesto por tres zonas circulares magnéticas contenidas dentro una estructura de
acrilico. Una banda elastica se utilizdé para mantener ambos tubos unidos al magneto.
Las NP estan cargadas negativamente en medios donde el pH esta sobre 7,0. Por lo
que los espermatozoides “Y” que tienen carga positiva (menos potencial zeta negativo
gue los SPZ X) a nivel de membrana fueran atraidos por estas perlitas negativas y luego
hacia las 3 zonas circulares magnéticas. Los espermatozoides “X” se mantuvieron en
suspension sin adherirse a estas zonas en la pared interna del tubo.

Pasado los 20 minutos de coleccion de espermatozoides “Y” y manteniendo ambos tu-
bos junto al magneto, se vacié la solucién del tubo en estudio aun en suspension en un
nuevo tubo de 15 ml. Se asegurd de que las NP que estan adheridas a la pared del tubo
no se cayeran hacia la solucién virtiendo el contenido lentamente y sin despegar el tubo
del magneto en ningin momento. (Fotografia N°6).
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Ambas fracciones o tubos (control y estudio) fueron evaluadas por viabilidad después de
los 20 minutos de exposicién al magneto a través del uso de tincién vital eosina nigro-
sina y test hipoosmoético (HOST) y asi comparar los resultados de viabilidad obtenidos
con los de tiempo O posteriores a la centrifugacion.

f. Prueba de Hibridacion in situ Flruorescente (FISH)
Primera Etapa: Hipotonia o Fijacién

Esta primera etapa fue procesada en el mismo iaboratorio donde se colecté, evalud y
sex6 el semen. La etapa de Hipotonia o Fijacidén consistié en descondensar la croma-
tina de la cabeza del espermatozoide logrando que deje de estar compactada. Luego
se congeld cada muestra a -20 grados Celsius y fue transportada al laboratorio de ge-
ndémica donde se continu6 con la prueba de Hibridacién in situ fluorescente (FISH). De
este modo nos permitié hacer todas las colectas de semen en forma continua e intensiva
para luego llevar todas las muestras fijadas y congeladas para procesarlas de la misma
forma y en corto tiempo en el laboratorio de genémica.

Para esto se siguieron los siguientes pasos:

» La solucién obtenida después del proceso de sexado anteriormente descrito, que
deberia contener la mayoria de los espermatozoides “X”, se centrifugd a 1200 rpm
por 5 minutos. El sobrenadante se descarté y el pellet fue re-suspendido y homo-
geneizado con 2 mililitros de una solucidn de cloruro de potasio (KCl) 0,05 M. Se
dejé reposar 15 minutos a 37 grados Celsius dentro de una estufa.

* Posteriormente se volvié a centrifugar a 1200 rpm por 5 minutos y el sobrenadante
se descart6é y el nuevo pellet fue diluido y homogeneizado con una solucién de
fijacidbn compuesta por Metanol y Acido Acético en relacion 3:1 (M3:AA1) perma-
neciendo 30 minutos en la heladera a 4 grados celcius. La soluciéon de metanol
con acido acético debid ser preparada con no mas de 60 minutos de anticipacion y
mantenida a 4 grados Celsius previo a su uso.

* Una vez cumplido el tiempo de 30 minutos a 4 grados Celsius, la muestra fijada fue
vertida a un tubo Eppendorf para su posterior congelacién a -20 grados Celsius y
fue almacenado un maximo de 60 dias y para luego ser transportado al laboratorio
de gendmica donde se continué con la prueba de FISH para determinar la propor-
cién de espermatozoides X en la muestra.

Se utilizé un kit de sonda para ADN marca Metasystems® de origen Aleman y de nom-
bre XCP GREEN (Xcyting chromosome paint). Estas sondas son especificas para cro-
mosomas Y tifen en este caso al cromosoma X de color verde como indica el nombre
comercial en inglés. Los preparados obtenidos fueron observados con microscopia con-
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focal, utilizando el software computacional IMAGE-J de FIJI® para determinar la propor-
cion de espermatozoides con cromosoma X (Anexos N°7, N°8, N°9 y N°10).

g. Prueba Bioldgica de Fertilidad

Se inseminaron 4 yeguas con semen sexado (200 millones de spz con motilidad pro-
gresiva) utilizando la técnica intra-cornual profunda. Previo a la inseminacion, se calculd
el nUmero de espermatozoides totales a sexar para terminar con la dosis inseminante
indicada. Las yeguas fueron controladas por ecografia transrectal desde el inicio de
cada celo y se les administré una dosis de deslorelina (1mg) cuando se observé un
foliculo dominante 235mm y presencia de edema uterino grado 2 o mas (escala 0 a 3).
La deslorelina fue aplicada ese dia a las 20:00 y a las 36 horas de haber sido inducidas
(8:00 de la manana del dia sub-siguiente) se inseminaron las yeguas con semen fresco
sexado con nano-particulas, utilizando espermatozoides con cromosoma X. Se monito-
rearon ecograficamente a las 6 y 12 horas después de la inseminacién para confirmar
ovulacion.

Posteriormente se efectué monitoreo de la gestacion a los 30 y 60 dias y finalmente
se efectud la determinacién de sexo del feto a los 125 dias de gestacién por medio de
ultrasonografia transrectal. La determinacion del sexo fetal se realiza observando las
gonadas fetales las cuales se encuentran en la zona caudal de la cavidad abdominal.
Los testiculos en los fetos machos se observan con una ecogenicidad homogénea en
la totalidad de la génada y se puede observar una linea longitudinal central hiperecoica
gue representa al mediastino testicular. Los ovarios en los fetos hembras se observan
con dos areas de ecogenicidad distinta y demarcadas dentro del 6rgano ocupando una
zona externa correspondiente a la corteza y una interna correspondiente a la médula.

Analisis Estadistico

Las variables independientes con las que se trabajé en este estudio fueron padrillo
(n=5), eyaculados (n=30) y grupo (control y sexado).

La variables dependientes con la que se trabaj6é en este estudio fueron la de viabilidad
espermatica (evaluada con tincidén eosina-nigrosina y con el test hipoosmético) y solo en
el grupo sexado, también la variable de concentracién.

El efecto de las variables independientes sobre las variables dependientes fueron eva-
luadas con ANOVA utilizando el software Graph Pad 6.0. Asi también se aplicé el test de
student para comparar el grupo sexado con NP con el control.

Los valores fueron expresados como media +/- su desviacién estandar y el nivel de sig-
nificancia estadistica fue de P<0,0001 para expresar tendencias.
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Los resultados para la variable Viabilidad Espermatica (VE) se muestran en la Tabla

N°1.

Tabla N°1: Valores de viabilidad espermatica (VE)determinados por tincion de eosina-nigrosina

y test hiposmético (HOST).

EYAC 1 EYAC2 | EYAC3 EYAC 4 EYAC 5 EYAC 6
| TO | Ctrl | Sex | TO | Ctrl | Sex | TO | Ctrl | Sex| TO | Ctrl | Sex| TO | Ctrl | Sex| TO | Ctrl | Sex
PADF?”'LO E-NIG | 87 | 85 | 91 9 87 | 92 | 90| 8 | 91 80 84 | 90| 87 | 85 | 91 86 | 83 | 90
| _ | | .
Criollo HOST! 84 | 85 I 86 88 | 85|93 |87 |87 | 92| 86 ] 82|88 |88 83|90 88| 8 | 92
_ [ ]
PAD';ILLO E-NIG| 83 | 81 | 81 86 | 86 | 86 | 86 | 87 | 88 | 85 : 81 90 | 87 | 84 | 91 85 | 81 89
! - |
Arabe |HOST| 81 | 82|81 82|81 |85|8 |83 |8 8 80 |8 8 83 8 |8 79 88|
|
|
PADI?LLO E-NIG| 86 | 83 | 86 | 84 | 81 88 | 85 | 81 90 | 88 | 87 | 85 | 84 | 81 83 | 86 | 85 | 81 :
|
C.Milla HOST_ 82 | 80|84 | 8 |8 | 87 84|82 )| 89| 83 80| 81 80 | 81 83 | 87 | 83 | 81
_ | )
PADTLLO E-NIG | 81 76 | 87 79 | 77 | 85| 80 | 77 | 87 | 81 80 | 87 | 82 | 82 | 81 80 | 79 | 81
| | | |
Criollo 2 HOST | 78 | 75 | 88 | 75 | 77 | 82 | 77 | 76 | 85 | 76 76 | 86 | 78 | 77 | 79 | 77 | 74 | 78
PADI?LLO E-NIG| 78 | 75 | 75 | 76 | 75 | 84 | 77 (76 | 77 | 75 | 73 | 71 78 | 75| 74 | 76 | 76 | 74
| Holsteiner HOST. 75 | 76 | 72 : 73 | 71 84 75 71 74 | 73 | 72 | 70 | 74 | 73 | 74 : 73 | 71 72 |

Con la tincién de eosina-nigrosina se observd, en todos los padrillos, un aumento sig-
nificativo (p<0,0001) de la proporcidn de espermatozoides viables en las muestras se-
xadas con respecto al grupo control y al TO y no se observaron diferencias significativas
entre el grupo control y el TO.

Con el HOST se observd un aumento significativo (p<0,0001) de la tasa de VE en el
grupo sexado con respecto al grupo control y al TO en cada padrillo. No se observaron

diferencias significativas entre el grupo control y las determinaciones de VE a tiempo
cero en cada padrillo. Se ilustra la distribucién de los datos y estas diferencias tanto para
eosina-nigrosina como para test de HOST en los graficos N°1, N°2, N°3 y N°4.
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Grafico N°1: Distribucién de los datos de viabilidad espermatica (VE) del estudio para tiempo
cero (T0), grupo control y grupo sexado con NP determinado por tincién vital de eosina nigrosina
(ANOVA)
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Grafico N°2: Distribucion de los datos de viabilidad espermatica (VE) del estudio para grupo
control y grupo sexado con NP determinado por tincién vital de eosina nigrosina(test de student).
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Grafico N°3: Distribuciéon de los datos de viabilidad espermatica (VE) del estudio para tiempo

cero (T0), grupo control y grupo sexado con NP determinado por test hiposmético (HOST) (ANO-
VA)
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Grafico N°4: “ Distribucién de los datos de viabilidad espermatica (VE) del estudio para grupo
control y grupo sexado con NP determinado por Test hiposmoético (HOS)” (test de student).
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La variable concentracién en el grupo sexado con NP tuvo un valor promedio en el es-
tudio de un 55% con respecto al valor promedio a tiempo cero (T0). Lo cual demuestra
para este estudio que el proceso de sexado elimina en promedio un 45% de esperma-
tozoides de cada muestra. Esta reduccion en los valores de concentracién demostraron
ser estadisticamente significativos (p<0,0001). En el grafico N°5 se muestran las dife-
rencias de concentracién promedio para el estudio entre los grupos y a tiempo cero (T0).

Concentracion espermatica
| 400+

. 3004
‘ Mill/ml
|
|

200+

100-
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Grafico N°56: Distribucién de los datos de concentracion espermatica del estudio para tiempo
cero (T0), grupo control y grupo sexado con NP. (ANOVA)

A través de la prueba de FISH utilizando la sonda XCP GREEN de Metasystems® se
determind con microscopia confocal y el uso de el software IMAGE-J de FIJI® una
proporcion promedio de espermatozoides que contenian el cromosoma X de 91,49%
+- 3,1%. Los valores minimos y maximos encontrados de esta proporcién en los 30 eya-
culados evaluados fueron de 89% y 95%. La siguiente tabla muestra las proporciones
de espermatozoides X de cada uno de los 30 eyaculados procesados del estudio y los
promedios obtenidos por padrillo y total del estudio.

Tabla N°2: Proporciones de espermatozoides X determinados por la prueba de FISH.

Eyac. 1 Eyac. 2 Eyac. 3 Eyac. 4 Eyac. 5 Eyac. 6 Promedio
Padrillo 1 89% 91% 92% 90% 0% 91% 90,50%
Padrillo 2 91% 92% 92% 94% 94% 92% 92,50%
Padrillo 3 90% 89% 91% 92% 91% 91% 90,66%
Padrillo 4 94% 92% 94% 93% 95% 95% 93,83%
Padrillo 5 89% 91% 90% 91% 89% 90% 90,00%
Promedio final| 91,49%
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Prueba Biolégica:

De las 4 yeguas inseminadas con la técnica intracornual profunda y depositando 200
millones de espermatozoides motiles progresivos, 3 de ellas se prefiaron al primer ciclo.
La cuarta yegua se prefid en su segundo ciclo. Los controles ecograficos de gestacion
alos 30y 60 dias no evidenciaron alteraciones ni pérdidas gestacionales. La determina-
cion del sexo fetal a los 125 dias de gestacidn revel6 la presencia de génadas hembras
(ovarios) al ultrasonido transrectal en las 4 gestaciones. Las génadas fetales mostraban
dos zonas ecoicas debidamente delimitadas conformando asi corteza y medula ovarica.
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VI. DISCUSION

El presente estudio demostré que el uso de Nano-particulas magnéticas es una técni-
ca efectiva para la separacion de espermatozoides que contienen el cromosoma “X” y
el cromosoma “Y”. A la fecha de realizacién de este estudio no existen publicaciones
que reporten la capacidad de sexado de las NP en semen equino. Si existen variadas
publicaciones sobre el uso de semen sexado equino con citometria de alto flujo y sus
resultados a campo asi como publicaciones del uso de NP para purificar semen humano
y de otros machos de interés zootécnico o comercial como toros y verracos.

Panarace en el 2014 publicé los primeros resultados del uso de semen sexado a cam-
po en equinos. Este estudio fue llevado a cabo durante las temporadas reproductivas
2009, 2010 y 2011. Estos autores utilizaron 938 ciclos sincronizados de yeguas para
inseminacion artificial. La tasa de recuperacion embrionaria fue de un 51,9%. La tasa
de gestacion post transferencia fue de 81,5%. No se observaron diferencias en la tasa
de recuperacion de embriones entre ciclos donde se inseminé pre 6 post ovulacién, ni
tampoco, cuando se varié la dosis inseminante. Si se observaron diferencias entre pa-
drillos utilizados en este estudio. La efectividad de la clasificacién espermatica por sexo
confirmada por ultrasonido fue de un 90,3%. Finalmente, la eficiencia total fue de un
39% (gestaciones de hembra por ciclo, significando que para obtener una gestacion de
hembra confirmada a los 75 dias fue necesario realizar 2,5 lavajes uterinos).

Samper y col. (2012) sostuvo que clasificar semen equino en dos poblaciones separa-
das en X e Y puede ser llevado a cabo con éxito. Para ello el semen del padrillo puede
ser transportado a un laboratorio que realice el proceso, pero la yegua a inseminar debe
estar cerca de este laboratorio. Las tasas de fertilidad cuando se usan 20 a 40 millones
de espermatozoides sexados son de un 60% por ciclo. Este procedimiento puede ser
implementado en programas de transferencia embrionaria sin efectos deletéreos en las
tasas de prefiez ni aumento en las de muerte embrionaria temprana.

En otro estudio en toros, se demostré que fenotipos espermaticos aberrantes coinciden
con la expresidon de determinantes Unicos a nivel de membrana, que pueden ser mar-
cados objetivamente para analisis de semen y seleccionados para posterior purificacion
(Odhiambo et al., 2014). Se evalud un método de purificacién utilizando nano-particulas
magnéticas que removian los espermatozoides defectuosos (=30% de la muestra) en
semen de toros y mejoraba la viabilidad y habilidad fertilizante de los eyaculados tanto
in vitro como in vivo. Se utilizaron dos tipos de nanoparticulas, unas recubiertas con an-
ticuerpos contra Ubiquitina (presente en la superficie de membrana de espermatozoides
defectuosos) y otras cubiertas con Lectinas PNA que se unen a glicanos expuestos en
la membrana acrosomal interna. Se utilizaron 798 ciclos en vacas y se logré una tasa
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de concepcion de 64,5% £ 3,7% utilizando dosis de 10 millones de espermatozoides
nano-purificados con PNA y se comparé con dosis no purificadas de 20 millones de es-
permatozoides que obtuvieron tasas similares pero usando el doble de la dosis y dosis
de 10 millones no purificadas donde la tasa de concepcién bajé a 53%. Ademas se com-
probé que las gestaciones obtenidas no incrementaron las tasas de muerte embrionaria
0 aborto a las ya descritas y que el total de nacimientos de hembras fueron crias sin
alteraciones (Odhiambo et al., 2014).

Una de las principales razones para ahondar en el uso de técnicas de |.A. a bajas dosis
ha sido el uso de semen sexado con citometria de flujo en equinos. El citémetro, como
fue descrito anteriormente, separa espermatozoides X de Y en forma eficaz pero desa-
fortunadamente actualmente sélo 15 millones de espermatozoides pueden ser sexados
por hora. A esta tasa de separacion, tomaria varios dias lograr una dosis inseminan-
te convencional de 800-1000 millones de espermatozoides. Razén por la cual ha sido
mandatorio el uso de técnicas de [.A bajas dosis (Lindsey ef al., 2001). En el presente
estudio con Nano-particulas se observd que el uso de |.A. de bajas dosis y/o de depésito
intracornual profundo con 200 millones de espermatozoides métiles progresivos post
sexado lograron tasas de gestacién de 75% al primer ciclo en 4 yeguas.

Lindsey en el 2001, demostré que la IA histeroscépica producia mayores tasas de pre-
ez que la |.A. profunda con pipeta flexible guiada trans-rectal y no habia diferencia
entre utilizar semen no sexado versus semen sexado con citrometria (Lindsey et al.,
2001). En nuestro estudio a pesar de que no se compararon distintas técnicas de . A. y
fue muy bajo el nimero de yeguas inseminadas, posiblemente se podria inferir que no
seria necesario el uso de éstas técnicas de bajas dosis y/o profundas ni la utilizacién del
video-endoscopio.

La viabilidad observada en este estudio, donde se observé que no fue afectada e inclu-
so aumentaba o mejoraba después del proceso de sexado con NP, contrasta enorme-
mente con lo observado cuando se utiliza el citometro de flujo para sexar semen equino.
Debido a que son varios los procesos quimicos y mecanicos a los que son sometidos
los espermatozoides en el FACS, el proceso en general es lento y las dosis logradas en
un tiempo determinado son bajas y por ende la técnica es poco practica. Balao Da Silva
en el 2010 evalu6 el estado de la membrana plasmatica del espermatozoide después
de ser sexado con el citometro de flujo. Realizaron 3 pruebas: 1) habilidad de unién a
ovocitos de cerda, 2) integridad de acrosoma y 3) deteccién de fosforilacion en residuos
tirosina. Todas estas pruebas se hicieron después de periodos de incubacién (Oh, 1,5hy
3h) en medios de capacitacién. Demostraron que los espermatozoides sexados no mos-
traban diferencias en su capacidad de unién al ovocito comparado con el grupo control
no sexado. Sin embargo, los espermatozoides sexados eran mas propensos a realizar
la reaccién acrosomal cuando se incubaban por 1,5 y 3 horas y tenian mas altas tasas
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de fosforilacién en residuos tirosina al inicio del periodo de incubacién. Por lo tanto los
espermatozoides sexados aparentemente tienden a estar en un estado mas avanzado
de desestabilizacion de membrana, lo que puede estar relacionado con el proceso de
pre capacitacion (Balao da Silva et al., 2013). En otro estudio, este mismo autor deter-
mino el efecto del sexado de espermatozoides equinos por citometria de flujo sobre los
niveles de calcio y energia internos del espermatozoide. La molécula de ATP es nece-
saria para el movimiento flagelar y para la traduccion de sefiales via la fosforilacién de
proteinas. Los niveles de calcio estan relacionados con la modulacion del movimiento
flagelar y por lo tanto los patrones de motilidad del espermatozoide. Se determiné que
después del proceso de sexado la motilidad total y progresiva disminuyé considerable-
mente. Ademas las poblaciones de espermatozoides apoptéticos y muertos aumenté
significativamente. Por lo tanto el numero de células vivas disminuy6 notoriamente. Se
correlaciond en paralelo con una disminucién del calcio intracelular en estas células.
Los niveles promedio de ATP disminuyeron un 40% post sexado relacionado con la baja
motilidad espermatica. En resumen este estudio demostré que existe una relacién en
la disminucion de ATP y calcio intracelular con la disminucién notoria de los parametros
quinéticos del espermatozoide (Balao da Silva et al., 2010).

En nuestro estudio el tiempo promedio entre que se colectd al padrillo y la dosis de
semen fresco sexado estaba lista para ser inseminada, fue de 50 minutos promedio
(45 a 60 minutos) considerando los procesos de centrifugacién e incubacién con las
nano-particulas magnéticas y ademas una dosis de 200 millones de espermatozoides
motiles progresivos. Esto hace que este método sea una herramienta practica para el
uso a campo en cualquier lugar.

Por lo anteriormente expuesto, seria importante continuar con los estudios en el uso de
las NP en semen equino para criopreservar semen sexado mediante nano-particulas.
Por un lado seria interesante determinar la fertilidad de las muestras sexadas cuando
se refrigeren y transporten en caso que las yeguas no estén cercanas a los padrillos y
por otro lado seria interesante evaluar la posiblidad de congelar y preservar genética ya
sexada y evaluar el grado de fertilidad post descongelado. Sin duda lo que se avecina es
promisorio, dado los resultados obtenidos con semen fresco en este estudio y compa-
randolos en paralelo con lo publicado para la citometria de flujo y sus efectos deletéreos
sobre los espermatozoides equinos.

Por ultimo es importante recalcar que la prueba de FISH es una herramienta certera
para establecer la proporcién de espermatozoides seleccionados en poblaciones X e Y.
Ya existen variados reportes donde se ha utilizado esta prueba con semen equino con
distintos objetivos. En un estudio se determiné el nivel de aneuploidia en espermatozoi-
des equinos. Se examinaron un total de 8800 células espermaticas y se registré una
proporcion de 0,496% de células aberrantes, 0,135% de aneuplidia para XX, 0,023%
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de aneuploidia para XY, 0,102% para XY, 0,057% de dipliodia y 0,18% de carencia de
cromosoma sexual. Ademas pudieron determinar que la relacién tedrica de 1:1 espera-
da entre spx X y spz Y es real en la mayoria de los padrillos (Bugno et. al, 2010y 2011).

Otros estudios han utilizado FISH para correlacionar la edad del padrillo con la apari-
cion de aberraciones en espermatozoides. Se demostrd que existe relacidn entre estos
parametros, encontrando que a mayor edad del padrillo existe mayor porcentaje de
aberraciones cromosomales. Otro ejemplo que esta prueba es certera para detectar
aberraciones cromosomales en espermatozoides equinos asi como la relacién entre
espermatozoides X e Y en un eyaculado.
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VIl. CONCLUSIONES

La utilizacion de nano-particulas magnéticas compuestas de magnetita y recubiertas de
silica de un diametro de 50nm y en una relacién 3:1 con respecto a los espermatozoides
equinos, es un metodo eficaz de separacién de espermatozoides que contienen el cro-
mosoma X de los que tienen el cromosoma Y.

La viabilidad espermatica, evaluada mediante la tincion de eosina-nigrosina y el test
hipoosmético no se vio afectada por la utilizaciéon de estas NP y su interaccién con los
espermatozoides equinos durante el proceso de sexado.

La viabilidad espermatica de las muestras sexadas aumento con respecto al grupo con-
trol y esta diferencia fue estadisticamente significativa.

La concentracién espermatica de las muestras sexadas disminuy6 en promedio un 45%
de la concentracién inicial.

El semen sexado utilizando NP magnéticas mantuvo su capacidad fertilizante y no ge-
neré pérdidas gestacionales tempranas.

La proporcién del sexo hembra logrado en las gestaciones fue de un 100% utilizando las
NP magnéticas como medio de sexado de semen equino para separar espermatozoides
con cromosoma X.
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ANEXOS

e
Fotografia N°1: Suspension de Nano-particulas Magnéticas, Clemente Associates®

Fotografia N°2: Fluido Tubarico Humano, Irvine Scientific®

. h
Fotografia N°4 y N°5: Separacion o coleccion de espermatozoides Y hacia él magneto.
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c® @
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Fotografia N°6: Zonas de nano-particulas y espermatozoides "Y” adheridas a la pared del tubo
posterior a la coleccion con el magneto.

Fotografias N°7 y N°8: Espermatozoides X exhibiendo cromatina con tincion XCP GREEN
(Xcyting chromosome paint).

Fotografias N°9 y N°10: Espermatozoides X al microscopio con-focal con contraste DAPI.
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