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1.- RESUMEN

E n los ultimos anos, se ha comenzado a incorporar en el dmbito de la biotecnologia
reproductiva la técnica de encapsulacién para la conservacién de semen en diversas
especies. Esta técnica consiste en el recubrimiento de células espermaticas con una membrana
polimérica semipermeable gelificada por la interaccién de los carboxilos del alginato (polimero)
y los cationes presentes en los iones como el Ba?* y Ca’". Esta tecnologia ha tenido un
crecimiento importante, aumentando cada vez el nimero de patentes y la publicacién de
articulos cientificos, derivados de la investigacién basica y aplicada. La microencapsulacion
espermatica podria ser una técnica innovadora y alternativa para la preservacién de
espermatozoides en la especie equina, pues su desarrollo permitiria proteger a los
espermatozoides frente al medio y su liberacién controlada, que ayudaria a una inseminacién
artificial exitosa, dado que, por su fisiologia, los celos de las yeguas son largos y la ovulacion

dificil de determinar.

Se ha podido comprobar la supervivencia y motilidad de los espermatozoides encapsulados en

|”

capsulas tipo “core-shell” formadas a partir de alginato de sodio de baja densidad al 1% y CIBa
20mM mediante el uso de la maquina encapsuladora B-395 Pro (BUCHI), lo que genera buenas

expectativas en el desarrollo futuro de esta técnica.

n recent years, the encapsulation technique for the preservation of semen in various species
I has begun to be incorporated into the field of reproductive biotechnology. This technique
consists of covering sperm cells with a semi-permeable polymeric membrane gelled by the
interaction of the carboxyls of the alginate (polymer) and the cations present in the ions such as
BaZ* and Ca?*. This technology has had an important growth, increasing each time the number
of patents and the publication of scientific articles, derived from basic and applied research.
Sperm microencapsulation could be an innovative and alternative technique for the
preservation of spermatozoa in the equine species, since its development would allow
spermatozoa to be protected against the environment and their controlled release, which would
help a successful artificial insemination, since, due to its physiology , the heats of the mares are

long and the ovulation difficult to determine.

It has been possible to verify the survival and motility of sperm encapsulated in "core-shell" type
capsules formed from 1% low-density sodium alginate and 20mM CIBa by using the B-395 Pro
(BUCHI) encapsulating machine which generates good expectations in the future development

of this technique.

Esther Alba Sanchez



Busqueda de nuevos métodos de preservacion espermdtica en la especie equina: Encapsulacion

2.- INTRODUCCION

L a inseminacién artificial, asi como otras técnicas de reproduccion asistida han ganado
notoriedad a lo largo de las Ultimas décadas en el mundo de la produccién equina (Loomis,
2022). Estas técnicas tienen como objetivo facilitar la distribucidn del semen, asi como evitar la
posible exposicidon a enfermedades y estrés durante el viaje a los que se podrian someter las
yeguas y sementales (Hernandez Avilés y Love, 2021). Por otro lado, el desarrollo de nuevas

biotecnologias reproductivas ha permitido preservar material genético a lo largo del tiempo.

En la industria equina el método mds utilizado para transportar dosis seminales es la
refrigeracion, proporcionando una calidad espermatica aceptable hasta las 48 horas (Varela et
al., 2018), pero el mayor problema de esta técnica radica en que el tiempo de conservacién es
muy limitado. Tras el primer nacimiento de un potro mediante dosis de semen congelado en
1957 (Barker y Gandier, 1957), la criopreservacion adquirié una gran importancia, permitiendo
conservar las dosis durante mas tiempo hasta que la hembra estuviera en celo (Miller, 2008) o

almacenarlo para su uso posterior.

La mayor limitacidn de estas técnicas convencionales es que cuando se llevan a cabo, la
motilidad y el metabolismo de los espermatozoides se ven irreversiblemente reducidos, asi
como la membrana plasmatica y el acrosoma que aparecen dafiados significativamente (White,

1993).

Para evitar estos efectos adversos sobre los espermatozoides, se han ido desarrollando
estrategias que los protejan de los factores medioambientales estresantes, como ha sido
introducirlos en microcdpsulas (Pruf’ et al., 2022). Esta estrategia tienen como objetivo reducir
el dafio al que se someten durante la congelacion y refrigeracion los espermatozoides, asi como
permitir una liberacion lenta de los mismos en el genital de la hembra, dado que por las
caracteristicas de su ciclo reproductivo esta presenta una fase estral de 5 a 7 dias, con
variaciones segun la época del afio (Cortés-Vidauri, 2018) que obliga a mantener un seguimiento
exhaustivo de toda la fase de forma ecografica (Rodriguez Artiles, 2010) para realizar la

inseminacion lo mas cercana a la ovulacion.

La capacidad de conservacion de los espermatozoides equinos presenta variaciones
individuales, por lo que debe comprobarse en laboratorio su resistencia frente al enfriamiento
y otros procedimientos (Katila, 1997), como son las nuevas técnicas de preservacion, en este

caso la microencapsulacidn, antes de usarse con fines comerciales.
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2.1 Antecedentes

Los primeros programas de inseminacidn artificial en caballos comenzaron a finales del siglo XIX,
aunque ya se tenia constancia de la practica de esta técnica siglos atras (Jorg, 2012). Segun
Aurich (2012), el pionero en la realizacién de experimentos sobre inseminacion artificial de
forma controlada en caballos fue el soviético Elia Iwanoff, quien publicé estudios con resultados
satisfactorios donde se comprobaba que los animales obtenidos por esta técnica eran similares

a los obtenidos de forma natural.

La yegua, a diferencia de las hembras de otras especies animales, presenta una prediccion de la
ovulacidon compleja. Posee una fase folicular de duracién variable, asi como una ovulacién mas
cercana al momento final del estro que al inicio (i Roig Miro et al., 2004). Debido a estas
caracteristicas fisiolégicas, hubo un aumento en la necesidad de desarrollar técnicas de
conservacién que permitieran preservar las dosis seminales durante mds tiempo, con el fin de

obtener mejores tasas reproductivas mediante inseminacién artificial.

2.2 Caracteristicas espermaticas de la especie equina

Segln Gerlach y Aurich (2000) la especie equina tiene una reproduccion de tipo estacional de
dias crecientes (en primavera), en la cual la liberacién de testosterona, la produccion de
espermatozoides, el tamafio testicular y el comportamiento reproductivo en el macho estan mas
acrecentados. Por otro lado, cabe destacar que en la época no reproductiva los machos de esta
especie presentan menor concentracién, peor motilidad, mayor nimero de formas andmalas,
asi como menor integridad de membrana en los espermatozoides y volumen de gel reducido en

el eyaculado (Gamboa et al., 2010).

B.M. Gadella et al. / Animal Reproduction Science 68 (2001) 249-265

El eyaculado de caballo tiene un volumen
variable entre 50mL-300mL, procedente de
tres fracciones de eyaculado que se liberan
en tiempos diferentes (Diaz, 2010). La
primera es rica en electrolitos y en
componentes estimulantes y procedes de la
prostata, la segunda contiene los

espermatozoides procedentes de las

ampollas de Henle y la ultima fraccién, la cual
es la mas abundante, tiene caracteristicas

Figura 1: Partes de espermatozoide equino
tampén, de proteccién bioldgica para los  (Gadella et al., 2001)
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espermatozoides y proviene de las vesiculas seminales (Caiza de la Cueva et al., 1997)
(Mottershead, 2000). Seguin Diaz (2010), el color del eyaculado es variable segun la alimentacion

e individuo, asi como por la concentracién espermdtica que esté presente.

Los espermatozoides estan formados por 3 regiones muy especializadas, la cabeza que contiene
el ADN, la porcién intermedia con las mitocondrias que proporcionan energia y el flagelo el cual
estd implicado en la movilidad (Figura 1) (Gadella et al., 2001). Segun Busch y Waberski (2007)
los caballos sementales suelen tener una concentracién espermatica que varia entre 80-350 x

1076 espermatozoides/ml con una motilidad minima del 70% en semen fresco (Tablal).

Tabla 1: Caracteristicas del eyaculado de caballo semental (Busch y Waberski, 2007)

Exigencias minimas Zona de fluctuacion
Volumen 40 mL 20-120 mL
Fraccion gel - 0-20ml
Valor pH - 6,5-7,3
Concentraciéon espermatozoides 100 x 1076/ml 80-350 x 1076/ml
N2 total de espermatozoides 6 x 1079 5-12 x 1079
Motilidad total 70% 60-90%
Motilidad Lineal 50% 30-60%
Fraccion espermatozoides vivos (FAT) 80% 70-90%
Espermatozoides morfolégicamente integros 70% 60-80%
2.3 Epididimo.

El epididimo es un conducto en el que se distinguen tres partes: cabeza, cuerpo y cola (Little y
Reed Holyoak, 1992) y cuya funcidn principal es transportar los espermatozoides del testiculo a
la uretra permitiendo el desarrollo progresivo de los mismos hasta que alcanzan el potencial
para fertilizar (Brooks, 1983). Cdmo indico Brooks (1983), es en este conducto, en su regién mas
proximal, donde los espermatozoides adquieren la capacidad de mover el flagelo, asi como la
funcién de adhesién y reconocimiento de la zona pelucida y posterior fusién con la membrana

plasmatica del ovocito (Sostaric et al., 2008).

Los espermatozoides transportados por el epididimo son almacenados en la cola de este, y son
caracteristicos por presentar gota citoplasmatica (Little y Reed Holyoak, 1992). Estas se van
desplazando por el flagelo del espermatozoide hasta desaparecer al llegar a la cola del epididimo

o en el eyaculado (Busch y Waberski, 2007). Segun Torreta (2010) las gotas citoplasmaticas
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distales no influyen en la fertilidad de 1qo

los espermatozoides e indican el grado

de maduracién de estos. %0

Cobra importancia la secreciéon de 60

proteinas a nivel del epididimo, en

40
concreto, seglin Dacheux, Gatti y

Dacheux (2003) se forman 18 proteinas 20

en las que se incluyen: lactoferrina,

. . , 0
clusterina, procatepsina D, proteina de —— Stallion R

transferencia de colesterol, glutation Figura 2: Comparacién entre especies de secrecidn proteica

. . .. en el epididimo en porcentaje (Dacheux et al., 2003
peroxidasa, beta-N-acetil-hexosaminidasa P P je )

y prostaglandina D2 sintasa (Figura 2). Como indica Sostaric et al. (2008) estas podrian tener
diversas funciones, como preservar la integridad de la membrana espermdtica o incluso

modificarla.

Durante el paso de los espermatozoides por el epididimo, estos sufren un aumento de la
concentracion por reabsorcion de fluidos desde la cabeza a la cola de este, ya que, en el caso de
la especie equina, la secrecidn de las glandulas accesorias supone el 95% del volumen del
eyaculado y es importante que en el eyaculado final se obtenga una concentracidn espermatica

adecuada (Vieira, 2013)
2.3.1 Obtencién de espermatozoides epididimarios.

En la mayoria de los casos, la obtencién de semen epididimario se realiza tras la castraciéon del
animal. Segun Bruemmer (2006) tras la diseccidon cuidadosa de la cola del epididimo y el
conducto deferente de ambos testiculos, los espermatozoides pueden ser recogidos por la

técnica de suspension o mediante lavado retrégrado.

En la técnica de suspension se realizan entre 12-15
cortes sobre la cola del epididimo y la parte proximal
del conducto deferente, y tras esto, se suspenden en
un diluyente (5mL) durante aproximadamente 10
minutos para permitir que los espermatozoides floten
(Cary et al., 2004). Tras este tiempo, se recoge el

liguido suspendido donde se encontrardan los

Figura 3: Técnica de lavado retrégrado espermatozoides.
(Bruemmer, 2006)
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Como se explica en el protocolo mencionado por Bruemmer (2006), en el caso de la técnica de
lavado retrégrado necesitamos una aguja roma del calibre 16 que se ajusta a una jeringa con
medio de lavado y se introduce por la luz del conducto deferente, tras esto, se hace un pequeio
corte en el extremo mas distal de la cola del epididimo para poder recoger el semen. Se debe

introducir con cierta presion el medio de lavado (Figura 3)

En el caso del semen epididimario (0% de plasma seminal) se recomienda la adicién de 5-25%
de plasma seminal para mejorar su motilidad, ya que, si se compara con espermatozoides
obtenidos de eyaculado, este ya presenta ese porcentaje de plasma que mejora su capacidad de
movimiento durante el almacenamiento a 52C (Braun et al., 1994). Por otro lado, Varner et al.
(1987) explican que existen componentes perjudiciales en el plasma seminal que afectan a las
células espermdticas durante la conservacion in vitro, y que estos efectos se pueden evitar
centrifugando el semen para eliminar el plasma seminal y afiadiendo un diluyente adecuado.
Segun Morris (2002) el uso de espermatozoides de origen epididimario aln se encuentra con
resultados de rendimiento de congelacion y fertilidad por debajo de los resultados que se
obtienen con muestras de eyaculado, pues tras la descongelacién de los espermatozoides
epididimarios aumentan las reacciones acrosémicas y se obtiene una menor tasa de concepcidn

respecto al eyaculado.

2.4 Sistemas de preservacion espermatica

Los espermatozoides equinos se suelen procesar, para su conservacion, de tres formas para su
uso en la inseminacidn artificial: semen fresco, refrigerado y congelado (Hernandez Avilés y
Love, 2021). Actualmente se estan desarrollando nuevas técnicas como la vitrificacion o

liofilizacion.

Tal como apunté Graham (1996), la preservacién espermatica tiene numerosas ventajas en las
que se incluye el descenso de transmision de enfermedades sexuales, la conservacién del semen
tras la muerte del semental, la capacidad de inseminar muchas mds yeguas con un mismo
eyaculado, entre otras. Esta técnica no esta exenta de ciertas desventajas como son un descenso
de las tasas de gestacidon y el requerimiento de una mayor experiencia y pericia por parte del
personal para llevar a cabo tanto la técnica de conservacién como mas tarde la inseminacion

artificial.

Por otro lado, el procesado del eyaculado para aumentar la supervivencia espermatica in vitro
provoca un efecto dilucién, que genera una actividad acentuada inmediata, pero mas tarde

supone, perdida de motilidad y dafios en la membrana (Busch y Waberski, 2007). Los diluyentes
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mas usados durante la dilucién y envasado para producir dosis refrigeradas son aquellos que se
basan en leche desnatada, y para congelacidn yema de huevo (Pugliesi et al., 2012), con la
intencién de aportar ingredientes que compensen la pérdida de componentes esenciales

durante la conservaciéon (Busch y Waberski, 2007).

Seguln Ecot et al. (2005) el semen equino suele centrifugarse tras la diluciéon para aumentar la
concentracién espermatica, asi como para eliminar el plasma seminal, el problema de este

proceso es que se pueden perder espermatozoides durante el mismo.

2.4.1 Refrigeracion

El almacenamiento de los espermatozoides a una temperatura de 4-52C permite un manejo mas
sencillo de los mismos (Pickett y Amann, 1987). Aun asi, tal y como indican Busch & Waberski
(2007) la conservacion en refrigeracion es limitada (24-48 horas), pues tanto la capacidad
fecundante como motilidad se ven reducidas a lo largo del tiempo y suelen aparecer durante

este proceso diversas diferencias individuales segln el semental.

La concentracion éptima tras la diluciéon para mejorar la supervivencia espermatica durante la
refrigeracion es de unos 25 x 108 espermatozoides/mL segun los estudios de Varner et al. (1987).
Aun asi, Webb, Ams y Pool (1993) establecieron que también se podrian usar dosis de 100 x 10°

espermatozoides/ml.

Segun Amann y Pickett (1987), el punto critico durante la refrigeracion se produce con el paso
de 182C a 82C, y es donde los espermatozoides pueden sufrir “shock por frio” que altere su
membrana plasmatica. Por otro lado, la fragmentacién del ADN también puede influir
negativamente en la fertilidad del semen almacenado en refrigeracion, pero este efecto no suele

aparecer antes de las 48 horas (Aurich, 2008).

Para conservar los procesos metabdlicos de los espermatozoides, aportarles energia, evitar los
dafios producidos por las bajas temperaturas y controlar la contaminacién bacteriana, se hace
uso de diluyentes basados en: yema de huevo, LDL, leche y lecitina de soja (Ghadeer Sabah y
Falah Hasan, 2021). El diluyente INRA96® (un medio comercial) es el mas utilizado para la
refrigeraciéon de semen equino, el cual ha sido elaborado a partir de fracciones purificadas de
leche por Batellier et al. en (1997). En este diluyente, se hace uso de fosfocaseinas de calcio
purificado, que protegen en mayor medida a la membrana plasmatica de los espermatozoides.
Ademas, contiene azlcares y proteinas que los protegen frente al choque térmico y les aportan
energia, ademas de penicilina y gentamicina que previenen el crecimiento bacteriano y

anfotericina B como fungicida.
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2.4.2 Congelacion

Segun indica McGann (1978), aun usando protocolos de congelacién perfeccionados y las
mejores condiciones, un 40-50% de los espermatozoides no sobrevivirdn a la congelacién. Por
otro lado, la diferencia individual de cada semental también es importante, pues cada individuo

puede tener una tolerancia diferente al contacto con el glicerol (Prien y Lacovides, 2016).

Como indicaron Amann y Pickett (1987), durante la congelacion se forman cristales y en este
proceso se genera un aumento de la osmolaridad del liquido extracelular que provoca una
deshidratacién de las células espermaticas, y segun la velocidad de congelacién, se puede
favorecer la formacién de cristales intracelulares o un aumento de la concentracién de sales

dentro de los espermatozoides, ambos factores siendo perjudiciales para los mismos.

Por otro lado, segln indica Graham (1996) también es de vital importancia las ratios de
descongelacion segun el protocolo de congelacién usado. Estos tiempos de descongelacion
tratan de minimizar el dafio que hayan podido sufrir los espermatozoides por la presencia de

cristales o movimiento de solutos (Hammerstedt et al., 1990) (Figura 4)

20°*»—————— Cooling —————— -196° »——— Worming —— 38°
About -12°
*5° Suboptimal H .
(100 ropid) Figura 4: Efecto de |a

—‘O congelacion / descongelacion

en la formacidn de cristales de

‘/‘

hielo y dafio de la membrana
> ﬁ
“’ o . — (Hammerstedt et al., 1990)
R Optimol
€ z D
Suboptimal -
(%0 siow)

Es debido a los motivos anteriores expuestos por lo que se suelen afadir a los diluyentes
sustancias con funcién crioprotectora. Estas sustancias se clasifican en penetrantes y no
penetrantes (Graham, 1996). Los penetrantes como el glicerol, evitan la acumulacién de
electrolitos en el espermatozoide y la formacidn de cristales, penetrando a través de la
membrana celular, por otro lado, los no penetrantes no traspasan la membrana y se asocian a
los penetrantes, pues promueven la deshidratacion celular (Avila Portillo et al., 2006). Los
espermatozoides almacenados a una temperatura de — 1962C pueden estarlo indefinidamente

(Graham, 1996).

Hoy en dia aun no se ha establecido un estandar para las dosis de semen congelado, por lo que
La Federacidn Mundial para Cria de Caballos de Deporte, en un intento de aumentar la
uniformidad respecto al nimero de espermatozoides por dosis, ha establecido un minimo de
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250 x 10° espermatozoides/mL de espermatozoides motiles progresivos por dosis (Cazales

Penino et al., 2020).

2.4.3 Sistemas novedosos de preservacion espermatica en la especie equina

Actualmente estan apareciendo sistemas alternativos de conservacién espermadtica en
numerosas especies, como puede ser la vitrificaciéon (Diaz-Jimenez et al.,, 2018) y la
encapsulacién espermatica, cuya finalidad es optimizar la inseminacidn artificial (Perteghella et

al., 2015).

Tal como apuntan PruB et al. (2022), proporcionar una mayor resistencia y capacidad de
almacenamiento a largo plazo de los espermatozoides, supondrd una gran ventaja para la
industria de la reproduccidn, asi como para el manejo, transporte e inseminacién de dosis

seminales.

El proceso de vitrificaciéon busca realizar una congelacidn ultrarrapida del semen, que evite la
formacidn de cristales que afecten a la supervivencia celular, el problema es que el uso de altas
concentraciones de crioprotectores penetrantes como el glicerol, antes necesarios en la
congelaciéon convencional, generan un shock osmdtico perjudicial para los espermatozoides
(Isachenko et al.,, 2008). Es por este motivo, que se estd buscando la concentracién de
crioprotectores necesaria durante la vitrificacion que evite la deshidratacion celular por cambio
en la osmosis, pero mantenga la capacidad protectora que aportan los mismos (Gilmore et al.,

1997).

Ademas, tal como indica Isachenko, et al. (2003) la vitrificacidn tiene varias ventajas sobre la
congelaciéon convencional, ya que no necesita un equipamiento especifico y la congelacién-
descongelacion se realiza en pocos segundos. Aun asi, esta técnica de conservacién aun se

encuentra en desarrollo (Consuegra et al., 2020; Restrepo et al., 2019).

Por otro lado, otro método de conservacién seminal en desarrollo es la liofilizacidn, la cual
consiste en el secado de material congelado mediante la sublimacién del hielo. La limitacion de
este proceso es que los espermatozoides pierden la motilidad y son incapaces de fertilizar los
ovocitos si no es mediante la técnica ICSI, debido a las condiciones de temperatura, presién y

secado a las que se ven sometidos (Olaciregui y Gil, 2016).
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2.5 Encapsulacién

Esta técnica tiene como fundamento la proteccién de materiales sélidos, liquidos o gaseosos,
gue se recubren con biopolimeros o polimeros artificiales para su posterior liberacidon de forma
controlada (Valenzuela et al., 2013). Segun explica este autor, el proceso de encapsulacion en
las ciencias veterinarias ha estado encaminado a la investigacién dentro de la nutricion animal,

diagndstico, farmacologia, vacunologia y reproduccién.

2.5.1 Antecedentes de la encapsulacion

Tal y como indica Gibbs et al. (1999) el proceso de encapsulacion se desarrollé sobre los afos
cincuenta en el mundo de la cocina y nutricién. El inicio de esta se basd en el proceso de
coacervacion, que consiste en la separacion de hidrocolides de una solucién inicial y luego la
deposicién de estos alrededor del ingrediente activo, pudiendo ser necesaria la accidon de un
reticulante para la formacién de la capa de hidrocoloide, pero con el tiempo, se fueron
desarrollando nuevos materiales y técnicas que permitieron aumentar la funcionalidad y
capacidad de la encapsulacidon (Gouin, 2004). No fue hasta 1985 que se comprobd su efecto
sobre los espermatozoides bovinos y su utilidad para la inseminaciéon artificial (Nebel et al.,
1985). Este autor llevé a cabo dos experimentos con diferentes procedimientos para la
formacidén de microcapsulas con espermatozoides bovinos, y a la conclusién que se llego, es que
era posible la encapsulacién de células espermaticas sin que estas sufrieran dafios severos. Tras
estos primeros estudios, otros autores han llevado a cabo experimentos de viabilidad y

conservacion de espermatozoides en microcapsulas, con semen de diferentes especies (Tabla 2)

Tabla 2: Referencias de estudios sobre microencapsulacion espermatica (Valenzuela et al., 2013))

Tipo de . .
Autor (es) . P , Material activo Uso
microparticula
(Shah, et al., 2010) Microcdapsulas Espermatozoides = Conservacién de semen canino

Protocolos de microencapsulacion,
(Weber, et al., 2006) = Microcapsulas | Espermatozoides | criopreservaciény liberacién de
espermatozoides bovinos
(Vigo, et al., 2009) Microcdpsulas Espermatozoides | Liberacidn controlada en porcinos
Cationes divalentes y temperaturas
Microcépsulas | Espermatozoides | optimas de almacenamiento de
microcapsulas en ovino

(Thiangthientham, et
al., 2020)

Aumento de la estabilidad de

(PruB, et al., 2022) Microcapsulas Espermatozoides . .
almacenamiento en equinos
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2.5.2 Materiales y técnica de la encapsulacion.

Dubey et al. (2009) sefiala que las microcapsulas son estructuras cuyo tamanio varia desde una
micra a unos pocos milimetros, las cuales
se pueden clasificar en tres tipos:

mononucleo (una sola camara),

polinucleo (varias cdmaras en el interior) y

matriz (componentes del interior unidos a MONOCORE POLYCORE MATRIX

Figura 5: Figura de (Dubey et al., 2009) donde se

la matriz de la cobertura) (Figura 5). ! o
representan los tipos de microcapsulas

El material mas usado para este procedimiento es el alginato, el cual es un polimero natural con
gran capacidad gelificante proveniente de las algas (Olabisi, 2014). Segun Hu et al. (2021) la
gelificacion se produce al interaccionar polimeros cargados positivamente como son los grupos

carboxilos del alginato con los cationes presentes en iones como H*, Ca**, Cu?, Ba** etc.

Tal como indica Bennacef et al. (2021)
durante la gelificacidn, los cationes
reemplazan el sodio del alginato para

entrecruzar dos cadenas de este y Alginate gel

formar una red. Este autor denomina a 006

esta reaccidn como modelo de “caja de

”
huevos”, pues se forman dos cadenas Figura 6: Figura extraida de (Bennacef, et al., 2021) donde se
antiparalelas con zonas de unién al representa la estructura de “caja de huevos
catién con el que hayan reaccionado (Figura 6). Se debe tener en cuenta que las condiciones de
pH, temperatura, concentracion de alginato, concentracién de solucién idnica, fuerza idnica y

tiempo de reaccién influyen en el proceso (Bennacef et al., 2021).

El proceso de microencapsulacidon puede llevarse a cabo mediante diferentes técnicas (Nava

Reyna et al., 2015) (Tabla 3).

Tabla 3: Diferentes procesos de microencapsulacion (Elaboracién propia)

FiSICOS Quimicos FISicoQuimicos
Secado por aspersion Polimerizacidn interfacial Coacervacion
Extrusién Inclusién molecular Atrapamiento en liposomas
Recubrimiento por aspersion Micelas inversas

Segun Reyna et al. (2015) cada una de las técnicas indicadas anteriormente presentan sus

caracteristicas concretas, como el uso de diferentes materiales (monémeros o polimeros).

Esther Alba Sanchez
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En concreto, la extrusion consiste en el paso de liquidos que forman el nicleo y la cubierta de la
microcdpsula por conductos concéntricos y la formacidn de gotas por el efecto de la vibracion,
mas tarde, la superficie se endurece por evaporacion, reticulacion quimica o enfriamiento
(Dubey et al., 2009). Segun Bennacef et al (2021) en este proceso, la esfericidad de las
microcdpsulas viene determinada por la viscosidad de la solucion de alginato, asi como por la

distancia de caida de las gotas al bafio, siendo la distancia 6ptima entre 7 y 10 centimetros.

Las ventajas que ofrece la extrusion son diversas como: fécil aplicacién e industrializacidn, uso
de matrices hidrofilicas, capacidad de encapsulacién de multitud de sustancias, proteccion

frente a la oxidacidn, formacién de multitud de tamafios de capsula, etc (Bennacef et al., 2021).

2.5.3 Ventajas de la microencapsulacion

En cuanto a la microencapsulacion de células, Murua et al., (2008) explican que el objetivo de
esta técnica es la inmovilizacidn de las células dentro de estas microcapsulas para su proteccion
frente a agentes mecanicos, sin evitar la difusién bidireccional entre el interior y el exterior de

la microcapsula.

La microencapsulacién aun se encuentra en desarrollo, pero podria aportar numerosas ventajas

para la preservacidn y conservacion celular (Dubey et al., 2009):

Proteccion frente al medioambiente

e Separacién de componentes incompatibles

e Transformacién de liquidos en sélidos e Liberacion controlada de los
e Aumento de la estabilidad de los materiales activos
componentes activos internos. e Liberacion dirigida de los materiales
activos

Estas ventajas permitirian mantener la integridad de membrana de los espermatozoides, asi
como reducir costes derivados de la inseminacion estandar, como son: el uso de varias dosis de
inseminacién, costes de mano de obra y el uso de materiales mas baratos como es el alginato

(Faustini et al., 2012).
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3.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

H oy en dia la reproduccién asistida equina presenta grandes costes a nivel material,

logistico y econdmico. Es necesaria la implicacién de un veterinario durante varios dias
para controlar el ciclo ovarico de la yegua haciendo uso del ecdgrafo, la coordinacién precisa
con el proveedor de las dosis seminales, el control de las condiciones ambientales durante el
transporte de las dosis, y en muchas ocasiones, es requerida la administracion de hormonas

estimulantes de la ovulacién a la yegua.

Debido a estas causas, existe la necesidad de desarrollar métodos alternativos de conservacion
espermatica, como la encapsulacién seminal, que simplifiquen y abaraten los costes de la
inseminacién artificial estandar, protegiendo y conservando de una manera mas eficiente a los

espermatozoides y permitiendo una liberacién controlada de los mismos.

Por todo ello, el objetivo de este estudio fue la puesta a punto del método de encapsulacion

espermatica equina haciendo uso de la maquina encapsuladora B-395 Pro (BUCHI).

4.- MATERIAL Y METODOS

I 0os materiales y métodos utilizados en este trabajo de puesta a punto de la

microencapsulacion son los siguientes.

4.1 Materiales

4.1.1 Material bioldgico

Se utiliz6 como material bioldgico espermatozoides de origen epididimario de 13 caballos
sacrificados en el matadero municipal de Zaragoza (Merca Zaragoza). En toda la investigacion se

hizo uso de 26 testiculos en funcién de las pruebas realizadas (Figura 7).

lr Y Compatibilidad con CIBa y Alginato /]

zr 1; ———————— Compatibilidad con Citrato

zr 1; ——————— Experiencia manual

Zr Y ———————— Primera experiencia maquina BUCHI

ér Y ' Primera experiencia méquina BUCHI + Citrato

)‘r Y — 26 testiculos
)_r wg = Segunda experiencia mécquina BUCHI + Citrato

Er 1; L Tercera experiencia méquina BUCHI -+ Citrato

Figura 7: Figura de elaboracion propia con recopilacion del material biolégico usado
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Se desconocia el historial sanitario y reproductivo, asi como la procedencia de los animales. La
calidad seminal fue contrastada y el semen procesado antes de la realizacién de cada una de las

fases experimentales.

4.1.2 Material laboratorio

Los materiales utilizados fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Alemania), salvo
que se indique lo contrario (Figura 8). El medio para el procesado del semen, lavado y
centrifugado, asi como el utilizado durante el lavado y suspension de las capsulas fue el INRA
96°®, diluyente de refrigeracidén para semen equino (Minitiib GmbH, Alemania). Se utilizé eosina
(colorante vital) para la tinciéon de la muestra espermatica. Como medio de encapsulacion se
hizo uso de alginato de baja densidad junto con PBS (solucidn salina tamponada con fosfato) y
cloruro de bario (CIBa) junto con INRA 96®. Para la posterior degradacion de las capsulas se

utilizo citrato de sodio tribasico dihidratado (citrato de sodio).

Figura 8: Productos utilizados: Alginato de baja densidad, CIBa, Citrato sddico tribasico dihidratado y PBS

También se hizo uso de todo el material necesario en un laboratorio de tecnologia seminal, asi

como de la maquina encapsuladora B-395 Pro (BUCHI Labortechnick).

Por otro lado, para la evaluaciéon espermatica y morfoldgica de las capsulas se utilizé un

microscopio con el programa ISAS Proiser (Valencia) de analisis espermatico.

4.2 Método

4.2.1 Preparacién de medios

Durante las diferentes experiencias se realizaron varias concentraciones de alginato de baja
densidad teniendo en cuenta las concentraciones recomendadas por la maquina de
encapsulacion B-395 (1%-2%), para comprobar cual de ellas producia capsulas mejor

estructuradas (Figura 9).
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Para la disolucidon de los alginatos se usé un

2%

agitador magnético a revoluciones altas al que -
T . . Baja o

se le afiadié poco a poco el alginato para que Alginatos —

este se fuera hidratando y se disolviera de

forma mas eficiente.
Figura 9: Porcentajes de alginato realizados
En cuanto al CIBa segun PruR et al., (2022) el uso

de una concentracion de 20mM mostraba buenos
resultados, por lo que se decidid realizar CIBa a

ClBa _ 20mM ___0832grCIBa+
dicha concentracién durante las experiencias 200mL INRA

(Figura 10). Se pudo ver que el CIBa (20mM) junto
, Figura 10: Pesaje para CIBa 20mM
con el PBS precipitaba, por lo que se decidid

diluirlo también con INRA 96°.

Para comprobar el efecto del citrato sddico en la

degradacion de las cdpsulas se usé una molaridad -
Citrato sodico

de 55mM (Défaz Gavilanes y Moreira Célix, 2017) y

se puso en contacto con estas a diferentes

0,08gr citrato

Figura 11: Pesaje para citrato sédico 55mM
concentraciones (0%, 5%, 10% y 15%) (Figura 11).
Tras la disolucién de estos componentes se comprobd el pH y osmolaridad de las mezclas,

ajustandolas a un pH entre 6,8 y 6,9 y una osmolaridad media 280 mOsm en todas ellas.

4.2.2 Obtencion de espermatozoides epididimarios
Los testiculos procedentes del matadero fueron recibidos en el laboratorio de forma rapida tras
el sacrificio de los animales. Fueron transportados en una caja de poliespan para mantener su

temperatura.

Se procedié a la diseccidon de los testiculos necesarios para el experimento, retirdndoles la fascia.
Seguidamente, se disecé con tijeras la parte de la cola del epididimo y el conducto deferente.

(Figura 12).

Figura 12: A. Transporte de testiculos. B. Testiculos sin diseccionar. C. Epididimos diseccionados
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Una vez diseccionados, se canalizé el conducto deferente desde la parte final del mismo con una
aguja de 18G y se pinzé con un mosquito para bloquearlo. Tras ello, se realiza un pequefio corte

en la parte mas distal de la cola del epididimo.

Acoplamos la aguja a la jeringuilla con el INRA 96® atemperado y lo introducimos ejerciendo
presion. La muestra resultante fue recogida en un vaso de precipitado con un pequeiio volumen

de INRA 96° para evitar la caida directa de los espermatozoides en el vaso (Figura 13).

TN
L

"

| ;.( X g N —. "

Figura 13: Canalizacion del conducto deferente e introduccidn del INRA 96©

Una vez realizada la recoleccidn, se observé la calidad (motilidad y parametros de motilidad) asi

como la concentracidn espermatica obtenida mediante el programa ISAS Proiser (Tabla 4)

Tabla 4: Valores de referencia del programa CASA aplicables al ISAS Proiser (Valencia)

Parametro Valor de referencia

VCL (velocidad curvilinea)um / seg 109,7310,30 um/s

VSL (velocidad rectilinea)pm / seg 62,97+0,24 um/s

VAP (velocidad de la trayectoria media)um / seg 84,9010,24 um/s
STR (indice de rectitud)% 72,04+0,16%

LIN (indice de linealidad)%
56,80+0,17%

WOB (indice de oscilacién)% 76,59+0,11%
ALH (amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza) pm 3,37+0,01%
BCF (frecuencia de batida) Hz 6,98+0,03%

Tras confirmar la concentracion espermatica inicial se sometid a la muestra, previa dilucion, a
centrifugacién a 1000g durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se retiré el sobrenadante y se
afiadid el volumen necesario de INRA 96® para obtener la concentracidon deseada. Tras este

procesado se comprobo de nuevo la calidad espermatica post-centrifugacion.
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4.2.3- Compatibilidad del Alginato, CIBa y Citrato de sodio dihidratado tribasico.

En primer lugar, se puso en contacto espermatozoides epididimarios procesados de un caballo
junto con alginato de baja densidad al 1,5% vy junto con CIBa (20mM) hasta las 96 horas en
refrigeracién. Tanto a tiempo 0 como a las 24 horas y 96 horas se comprobé el efecto que

originaban sobre los espermatozoides y para ello se evalué su motilidad mediante el programa

ISAS Proiser.

En el caso del citrato de sodio tribasico dihidratado, se formularon diferentes concentraciones
de este, en concreto: 10%, 15% y 20%. Estas concentraciones fueron expuestas a los
espermatozoides procedentes del semen epididimario de un caballo hasta las 24 horas en
refrigeraciéon. Su efecto sobre los espermatozoides fue comprobado a las 3 horas y 24 horas de

exposicién mediante el mismo programa de andlisis espermatico.

4.2.4 Método manual de encapsulacién seminal

En esta parte del trabajo se decidio realizar microcdpsulas de forma manual, para comprobar la
interaccion entre el alginato de baja densidad y el CIBa (20mM) antes del experimento en la
encapsuladora B-395 Pro. El semen epididimario de un caballo después de procesado fue tefiido

con Eosina para poder visualizarlo mejor los espermatozoides en la esfera.
Se decidio elaborar capsulas de diferentes formas:

e Monocapa con 10% y 20% de CIBa (20mM): se cred una capa de alginato en una placay
se inyectd con una pipeta una gota de semen dentro de la misma. Esta se recogio y se
dejod caer en una solucion de ClIBa al 10% y se repitié el mismo proceso, pero con CIBa al
20%.

e Maciza con 10% y 20% de CIBa: se mezclé el semen con el alginato y posteriormente se
dejé caer gota a gota en la solucion de CIBa al 10% y de igual manera en una solucién de
CIBa al 20%.

e Inversa (core-shell) con 10% de CIBa: se mezclé el semen con el CIBa (20mM) vy

posteriormente se dejé caer en el alginato de baja densidad al 1,5%.

Todas las capsulas formadas fueron, una vez lavadas con INRA 96®, conservadas en el mismo
medio en refrigeracion durante 24 horas. Tras este tiempo, fue evaluado el medio donde
estaban suspendidas para comprobar la presencia de espermatozoides que pudieran haberse

liberado de la esfera.

Tras la anterior comprobacion, las esferas fueron calentadas a 372C durante 10, 60 y 90 minutos

(Figura 14). En estos tres tiempos fue comprobado el medio de suspension en busca de
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espermatozoides que se pudieran haber liberado al medio. A los 90 minutos se decidié romper

la bola mediante presidon para liberar los espermatozoides del interior y comprobar su motilidad.

Figura 14: Capsulas manuales en placa calefactora a 379C

4.2.5- Método de encapsulacion con maquina encapsuladora B-395 pro (BUCHI)

Esta maquina encapsuladora ha sido adquirida por el Instituto Agroalimentario de Aragon (1A2)
y en la actualidad se encuentra instalada en la planta piloto de la Facultad de Veterinaria de
Zaragoza. Durante este trabajo, hubo que hacer la puesta a punto de esta ya que no habia sido

utilizada hasta el momento.

Su mecanismo de accién se basa en la formacion de esferas por extrusion mediante boquillas
concéntricas de diferentes tamafos. Este sistema de boquillas concéntricas es util para la
formacién de capsulas de tipo “core-shell”, con una parte exterior de cobertura de alginato y

una parte interior en estado liquido con la muestra espermatica (Figura 15)

Esta maquina presenta dos sistemas de bombeo, uno con jeringa volumétrica y otro con bombeo
por presion de aire. El usado durante nuestra experiencia es el que hace uso de jeringuilla, pues
es el que se adapta a volimenes pequeios, mayor precision de la velocidad de flujo y menos

volumen muerto (BUCHI Labortechnik AG, 2016).

N :\| p - 4
Shell e e Core
TITTTT 777777777777 77K, 777777777777 7777777
T i)
3
1
Figura 15: Mecanismo de elaboracién de capsulas core- Figura 16: Efecto de los pardmetros de la
shell (BUCHI Labortechnik AG, 2016) encapsuladora B-395 Pro (BUCHI)
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El tamafio de las capsulas se controla con los pardametros de: frecuencia de vibracién, amplitud,
tamanfio de la boquilla, la velocidad de flujo y las propiedades fisicoquimicas de la mezcla de

polimero y producto (Figura 16).
4.2.5.1 Preparacion maquina encapsuladora B-395 pro (BUCHI)

Después de procesar la muestra de semen epididimario y tefiirla con eosina para facilitar su
visualizacidn, acudimos a la planta piloto de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza con la
muestra y los medios necesarios para el procesamiento (alginato de baja densidad al 1,5%, CIBa

20mM e INRA 96°).

Lo primero que se debia montar eran las boquillas concéntricas en el dispositivo, las cuales
vienen determinadas por el manual de la encapsuladora, segun el porcentaje de alginato a usar.
En nuestro caso, al hacer uso de alginato al 1,5% se colocd una boquilla central de 300ym y una
boquilla de cubierta de 600ym, ya que como indica el manual la boquilla de cobertura debe ser

como minimo el doble del tamano de la central (Tabla 5).

Tabla 5: Tamafios de boquillas en funcién % alginato (Extraida de BUCHI Labortechnik AG, 2016)

Diametro de boquilla Concentracion de alginato de grado de viscosidad bajo
Intervalo de trabajo Concentracion recomendada

80a120 ym 075a14% 11a12%

1202200 pm 1,0a16% 1,3a14%

200 a 300 pm 1,221,8% 1,5a16%

300 a 500 pm 1,5225% 1,8a20%

Posteriormente se debe instalar el sistema de botella a presion, pues es en este donde
colocamos el alginato de baja densidad una vez filtrado a través de un filtro de 0,8, para que
mas tarde pase al circuito y no se obstruya. También se introduce el CIBa en un vaso de

precipitado con agitacién mediante iman.

Tabla 6: Extraida de (BUCHI Labortechnik AG, 2016) donde se indican los parametros a usar

Diémetro de 1t.l'elocid.ad del flujo * Inter\ralolde Amplitud Presion del aire
la boquilla [um] [mL/min] frecuencia ** [bares]

1,0 mm 30a40 40 a 220 Hz 2ab 03a06

750 um 19a25 40 a 300 Hz 2ab 03a05

450 um 9aid 150 a 450 Hz 2ab 03a05

300 ym 55a7 400 a 800 Hz 1a3 03a05

200 ym 35a4p5 600 a 1.200 Hz 1a3 04a06

150 um 23a28 800 a 1.800 Hz 1a3 04a06

120 ym 15a1.8 1.000 a 2.500 Hz la4d 05a07

80 pm 1,1a1,3 1.300 a 3.000 Hz la4 05a07
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Por ultimo, se acopla la jeringuilla con la muestra seminal, el electrodo y se introducen los
pardmetros de: frecuencia, electrodo, agitador y bombeo. Estos parametros también son
recomendados por el manual segun el alginato a usar (Tabla 6), pero se deben hacer

modificaciones para conseguir resultados dptimos.
4.2.5.2 Primera experiencia con maquina encapsuladora B-395 (BUCHI)

Después del montaje de la maquina se programaron los siguientes parametros en esta primera

experiencia de prueba:

Frecuencia Electrodo Agitador Bombeo ‘

700Hz 2500V 50% 4mL/min

Las capsulas obtenidas se mantuvieron durante 10 minutos en el CIBa 20mM en agitacién. Tras
esto, fueron lavadas y mantenidas en suspension con INRA 96°®. Parte de las capsulas obtenidas
se mantuvieron en refrigeracidn y otras a 372C hasta las 72 horas. Tanto a las 24, 48 como a las
72 horas fueron evaluados mediante el programa ISAS Proiser el medio de suspensién de las
capsulas para comprobar la presencia de espermatozoides, asi como el contenido espermatico

de estas tras ser presionadas.

4.2.5.3 Segunda Experiencia con maquina encapsuladora y Citrato sédico

Respecto a la experiencia anterior se incrementd el bombeo para aumentar el paso de
espermatozoides al interior de la capsula, asi como la concentracién espermatica del contenido
de esta. Se aumento el porcentaje de agitacidn para evitar la aglutinacion de las capsulas en el
ClBay se ajusté la frecuencia y el electrodo para obtener capsulas de mayor calidad morfoldgica

(mas esféricas).

Frecuencia Electrodo Agitador Bombeo

900Hz 2000V 100% 8mL/min

Se mantuvieron las capsulas formadas durante 10 minutos en el CIBa 20mM en agitacidn y se
lavaron y suspendieron posteriormente con INRA 96®. Para recogerlas del bafio de CIBa se usé

un colador fino (Figura 17)

En todas las experiencias se dividieron parte de las cdpsulas en tubos Falcén con diferentes

proporciones de citrato de sodio: 0%, 5%, 10% y 15%. Estas muestras fueron llevadas a
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1 # refrigeracion hasta las 96 horas. A las 24 horas en
refrigeraciéon, fue evaluado el liquido de suspension y
parte de las capsulas fueron calentadas durante 1 hora
a 379C para mas tarde analizar el liquido de suspensién
en busqueda de espermatozoides que se pudieran
haber liberado de estas por calor. A las 96 horas se
repitié el proceso anterior y ademas se rompieron las
capsulas por aplastamiento para evaluar el contenido

interior.

Figura 17: Encapsuladora B-395 pro (BUCHI)
en funcionamiento. La evaluacién morfolégica y estructural de las

capsulas en todas las experiencias se realizé de forma macroscdpica, visualmente, comprobando
la presencia de color rosaceo perteneciente a la eosina adicionada a los espermatozoides y
comprobando la forma esférica de las mismas. También a través del microscopio se pudo

comprobar la estructura de la capsula.

Figura 18: Contenido de la esfera captado con el programa ISAS Proiser

El liquido en suspension, asi como el contenido de la capsula liberado por aplastamiento, fue
observado con el microscopio y los espermatozoides encontrados fueron evaluados mediante

el programa ISAS Proiser (motilidad y concentracion) (Figura 18)

4.3 Estudio estadistico

En las experiencias preliminares se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism 7 para
representar graficamente las distintas combinaciones realizadas. El nimero de repeticiones no
permitid hacer un estudio estadistico en busca de diferencias significativas. En la segunda
experiencia con maquina, se hicieron tres repeticiones y para el estudio se utilizd el paquete
estadistico SPSS 19. Se realizé un GLM de medias repetidas y para detectar diferencias en

variables con mas de dos categorias se realizd un post hoc mediante el test de Duncan
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Los factores de variacién considerados fueron bola, liquido, concentracidn de citrato sédico en

el medio, tiempo (24 hy 96 h) y tipo de conservacion (refrigeracion y calentamiento a 372C).

4.5 Diseno experimental

La parte experimental mds compleja de este trabajo fue la que se realizé en las tres ultimas

experiencias con la maquina encapsuladora B-395 (BUCHI) + Citrato Sédico (Figura 19)

Heterospérmica

I Alginato 1,5% + CIBa 20mM
Citrato s6dico 556mM
+INRA 96
0% 15%
\ 5% 10% }

REFRIGERACION

Analisis liquido de suspension / \ Andlisis liquido de suspension
Analisis liquido de \24H 96H /' Andlisis liquido de
suspension tras 1H a 37°C / \ suspension tras 1H a 37°C

Andlisis cApsula aplastada Analisis cApsula aplastada

Figura 19: Elaboracidn propia donde se representa el experimento final

5.- RESULTADOS Y DISCUSION

P ara realizar la puesta a punto del proceso de microencapsulacion de espermatozoides en

la especie equina, se realizaron un conjunto de pruebas preliminares que nos permitieran
conocer aquellos factores que podian influir en el tratamiento de los espermatozoides a lo largo
del proceso, asi como el efecto de los componentes utilizados en la microencapsulacién antes
de que se pudiera hacer uso de la maquina de encapsulacién B-395 Pro (BUCHI). Debido a la
logistica de la instalacién de la encapsuladora, el aprendizaje de su uso, asi como su siguiente
puesta en marcha, hubo un retraso de tiempo hasta que pudo ser utilizada de forma eficiente.
En este punto queremos agradecer la ayuda de M2 Jesus Serrano, técnico especialista del

instituto IA2 (Instituto Agroalimentario de Aragdn), que nos proporciond una ayuda inestimable

5.1 Efecto del CIBa y Alginato al 1,5% en la calidad espermatica.

En esta prueba preliminar se hizo uso de una muestra heterospérmica de dos caballos. Esta fue

dividida en dos, para exponer una al contacto con alginato de baja densidad al 1,5% y otra con
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CIBa 20mmM. Estas muestras fueron analizadas en base a sus parametros de motilidad a tiempo

0, 24h y 96h en refrigeracion (42C)

Al analizar los resultados obtenidos mediante el programa GraphPad Prism 7.00 y presentarlos
graficamente, pudimos observar que el alginato obtenia peores resultados a lo largo del tiempo
en cuanto a los pardmetros de motilidad. También se pudo ver que el CIBa producia una
reduccion de motilidad total (Mt) e individual (Mi) considerable a las 96h, pero que a tiempo 0

tenia una mayor velocidad (VCL, VAP y VSL) y motilildad respecto al semen con INRA. (Grafica 1)

Estos resultados concuerdan con los ya expuestos por Prul’ et al., (2022) donde la exposicidn de
una muestra espermdtica de 50 x 10° espermatozoides/mL a alginato 1% y CIBa, producia un
descenso considerable de la motilidad a las 96 horas. Por otro lado, se confirma, segun los
estudios de Faustini (2011) realizados con semen porcino, que el contacto de espermatozoides
con CIBa tras una hora produce un aumento de la velocidad y motilidad de los mismos, pudiendo

producir mas tarde un desgaste de energia que justifique la caida de motillidad de los mismos a

las 96 horas.
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Grafica 1: Efecto del CIBa (20mmM) y Alginato 1,5% sobre la motilidad espermatica a las 24 y 96 horas
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Esto nos llevo a rechazar en las siguientes experiencias el mezclar directamente los

|”

espermatozoides con el alginato y el CIBa, y optar por realizar capsulas tipo “core-shell” que

aislaran a los espermatoozides de estos componentes.

5.2 Efecto del Citrato de sodio en la calidad espermatica

En la siguiente prueba preliminar se decidid evaluar el efecto del citrato sédico que
posteriormente seria utilizado para la degradacién de las cdpsulas, sobre una muestra
heterospérmica a diferentes concentraciones de producto (0%, 10%, 15% y 20%) en
refrigeracion (42C). Se decidid usar este componente a esta concentracidon ya que Défaz,
Gavilanes y Moreira (2017) obtuvieron resultados positivos para la degradacién de capsulas de
alginato mediante este método, asi como Perteghella et al., (2017) que consiguieron degradar

capsulas de semen bovino mediante esta técnica.

Los resultados que obtuvimos hacen referencia a un aumento de la velocidad espermatica en
las primeras horas tras la adicién del citrato de sodio (Grafica 2). Cabe destacar que en caso del
citrato de sodio al 20% en la evaluacién de la motilidad y calidad de movimiento a las 24 horas
se producia un descenso de estos pardmetros, coincidente con los resultados ya obtenidos por
Swanson (1949), donde concentraciones mayores de citrato de sodio producian un descenso de

la motilidad y mayor mortalidad en los espermatozoides bovinos tras 72h en refrigeracion (52C).

Es por este motivo que se decidié prescindir del uso de citrato de sodio al 20% para la

degradacion de las capsulas en las siguientes experiencias y sustituirlo por el 5%.

150

- Fresco - Fresco
| IS [ .
Bl i civato 10 1007 Bl hacitrato 10
o
Bl nacitrato 15 @ Bl e citrato 15
£
I inra citrato 20 Fl B inra citrato 20
50
o
<
N B NS N v
v o o
2 R
0-24h 0-24h
150 7]
Bl Feesco Bl Fresco
| T [ JIYH
Bl nacitrato 10 1009 Bl nracitrato 10
o
Bl hacitrato 15 2 Bl nracitrato 15
£
B inra citrato 20 s B inra citrato 20
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Grafica 2: Efecto del citrato de sodio a diferentes % sobre la motilidad espermdtica a las 3 y 24 horas.
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5.3 Experiencia manual de encapsulacion

Durante la experiencia manual se hicieron varios tipos de capsulas: macizas, monocapa e
inversas. Las dos primeras resultaban en capsulas solidas tanto en el interior como el exterior, y
las inversas presentaban un nucleo de consistencia liquida (“core-shell”). Estas cdpsulas fueron
conservadas en refrigeracion (42C) durante 24h, y pasado este tiempo se analizé el liquido de
suspension y se decidié someterlas a 372C durante 10, 60 y 90 minutos donde también se
comprobd la posible presencia de espermatozoides en el liquido de suspensién. A los 90 minutos

se decidid presionar las capsulas para liberar su contenido y analizarlo.

Segun los resultados obtenidos (Grafica 3), las capsulas de tipo inverso presentaban una mejor
motilidad respecto a las demas. Esto concuerda con los resultados de la investigacion realizada

por Prul’ et al., (2022) donde las capsulas macizas obtenian peores resultados de motilidad

III

respecto a las cdspulas “core-shell” compuestas tanto por CIBa como ClCa en ese caso.

Inversa Inversa

Maciza 10% Maciza 10%

Maciza 20% Maciza 20%

Monocapa 10% Monocapa 10%

Monocapa 20% Monocapa 20%

Grafica 3: Efecto de los diferentes tipos de capsulas sobre la motilidad en refrigeracidn y a 372C a diferentes tiempos

5.4 Primera experiencia con maquina encapsuladora B-395 Pro (BUCHI)

La primera experiencia que se realizd con la maquina encapsuladora se hizo con el objetivo de
comprobar los pardmetros indicados por el manual (didmetro de boquilla, velocidad de flujo,
intervalo de frecuencia, amplitud y presidn de aire) y que estos eran los adecuados para la
formacién de cépsulas. No se obtuvieron unos buenos resultados en cuanto a la morfologia de
las capsulas, pero aun asi se decidié analizar los espermatozoides que pudieran haber quedado

dentro de estas aun estando mal estructuradas.

Estas capsulas fueron sometidas a diferentes combinaciones de condiciones de conservacion,
tiempo e incubacién, para comprobar su mantenimiento y posible liberacidn tras someterse a

379C que seria la temperatura tedrica intra-utero de la yegua.

Los resultados que se obtuvieron (Tabla 7) mostraron que el nimero de espermatozoides dentro

de las capsulas era reducido, pero a las 48h a los 372C si se pudieron observar algunos
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espermatozoides libres y motiles en el medio de suspensién. Esto concuerda con lo observado
en los estudios citados por Faustini (2011) donde se analizaron los acromosomas no reactivos
de los espermatozoides porcinos liberados espontdaneamente de las capsulas tras 24h a 382C,
por lo que se podria concluir que si es posible la liberacién de espermatozoides de las capsulas
de forma espontdnea. También se observé un descenso de la motilidad respecto al control de
los espermatozoides liberados tras aplastar las cdpsulas, concordando con los resultados

obtenidos en los experimentos realizados por Thiangthientham et al. (2020) con semen ovino.

Tabla 7: Valores obtenidos de los espermatozoides de la primera experiencia con maquina encapsuladora

Primer uso de la maguina: ClBa en INRA; alginato 1,5 %

T° Refrigeracion Mt Ml F:;:{?ur:;?:: n® spz
24 h . Bolas 26,40 | 1,50 . 20,90 - 2800 00

- Bola refrigerada | 36,00 - 16,00 . 28.30 - 25,00

48h . Liquida: 24h i 37°C - 10,00 - 5,00 - 5,00 - 20,00
. Bola: 24 hi 37°C - 29,80 0,90 24 90 1071,00

Bola refrigerada 21,40 - 1,30 . 17,2 - 528,00

Liquido refrigerado 1,70 | 0,00 1.7 - 59,00

7Zh Bola: 72 h /37°C | eso | o000 | 4 | so7.00
B°':'n:c'fjir‘;i3:;°:3;;g he | 2760 | 1.40 18,2 1144,00

5.5 Experiencias con maquina encapsuladora B-395 Pro (BUCHI) y Citrato sédico

Tras la primera experiencia con la maquina encapsuladora se modificaron los pardmetros de
esta para conseguir cdpsulas mejor estructuradas morfolégicamente hablando, ademas, se
decidid poner en contacto posteriormente las cdpsulas resultantes con citrato de sodio tribasico
dihidratado a diferentes concentraciones (0%, 5%, 10% y 15%) para conseguir la liberacion mas
eficiente de los espermatozoides. Las capsulas junto con las diferentes concentraciones de
citrato fueron conservadas en refrigeracién (42C) hasta las 96h. Se analizé su contenido, asi
como liquido de suspension con el objetivo de ver su capacidad de liberacion de
espermatozoides exponiéndolas a 372C durante una hora o a lo largo del proceso de

refrigeracion.

Los resultados que se obtuvieron demostraban que en el liquido de suspensidn en refrigeracion
a 49C y posteriormente a 372C en ambos tiempos, la presencia de espermatozoides era muy
escasa (Grafica 4). Ademas, se observd que tanto en las capsulas como en el liquido de
suspension la motilidad de los espermatozoides de las capsulas expuestas a las concentraciones

de 10% y 15% de citrato de sodio estaba mas reducida a las 24h. Estos resultados concuerdan
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con los expuestos por Thiangthientham et al., (2020) donde tras 24h encapsulados en capsulas
de CIBay alginato, los espermatoozides ovinos en refrigeracion presentaban un descenso de los
valores de motilidad. Por ultimo, se pudo comprobar que a las 96h la motilidad de los
espermatozoides encapsulados era mayor que la del control (Grafica 5), cosa que concuerda con

lo ya observado por PruR et al. (2022).

24h 96h

n°espermatozoides

30007
1500 7 CRS
CRS
LR 0% citrato

LR 0% citrato

2000 LR 5%

100049 LR 5%

LR 10%
LR 10%
LR 15 %
1000

LR 15 %
5009

neespermatozoides

n° espermatozoides

1500 3000

Bl crs
R
1000 |
s

L37°
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0 % citrato/1 h L 37°C 0 %citrato/1 h

5% citrato/1 h 2000 L 37°C 5% citrato/1 h

10% citrato/1 h

L 37°C 10% citrato/1 h

o o o o

15% citrato/1 h L 37°C 15% citrato/1 h

1000

noespermatozoides

Grafica 4: Numero de espermatozoides en LR (liquido de suspensidn) en refrigeracion y a 372C (1h) a las 24 y 96 horas.
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Grafica 5: Motilidad del CRS (control) y espermatozoides dentro de la bola tras 1h a 372C a las 24 y 96 horas.

Al realizar GLM introduciendo los factores: Formato (control, bola y liquido de suspension),
concentracién de citrato (0%, 5%, 10% y 15%), temperatura de conservacién (42C y 372C) y
tiempo (24h y 96h) observamos que se obtuvieron resultados significativos en los parametros
de Motilidad individual (MI) con p=0,036 en formato, lo que coincide con los estudios realizados
por Perteghella et al., (2017) en la especie bovina. Ellos encontraron valores significativos (p<0,5)
en cuanto al efecto del tratamiento (espermatozoides encapsulados y no encapsulados)

respecto a la MI. Prul® et al., (2022), concluyé que la motilidad de los espermatozoides equinos
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I”

encapsulados en capsulas tipo “core-shell” era menor que el control, pero esta se mantuvo en
valores similares a lo largo de todo el almacenamiento hasta las 96 horas (no se determinaron
valores diferentes estadisticamente significativos). Otros resultados significativos se
encontraron en los pardmetros de: la Velocidad curvilinea (VCL) con p=0,004 en formato,
Velocidad rectilinea (VSL) con p=0,003 en formato, indice de linealidad (LIN) con p=0,047 en
concentracién de citrato y p=0,040 en tiempo, Indice de rectitud (STR) con p=0,009 en

concentracién de citrato, indice de oscilacién (WOB) con p=0,025 en concentracién de citrato, y

por ultimo, en numero de espermatozoides con p=0,001 en formato.

En aquellos factores que mostraban significacién se realizd un post hoc mediante el test de
Duncan, de esta manera comprobamos que en el pardmetro M, tanto el formato bola como el
liquido de suspensién (4,142 y 0,653 %) presentaban valores inferiores al control (9,255%) que
correspondian a las muestras espermatica diluidas en INRA96® y conservadas hasta las 96 horas

en refrigeracion.

La VCL, el formato bolo y el control no presentaron diferencias entre si (48,556 y 50,050 %)
presentando diferencias en relacion con el liquido de suspension (16,763%). VSL, el control
(22,668%) presentaba diferencias en relacién con el formato bola (12,192) y liquido en
suspension liquido de suspension (6,724), donde la bola y el liquido no presentaban diferencias

respecto a la velocidad rectilinea.

El parametro LIN se vio afectada por el factor concentracidn de citrato en el medio. El estudio
puso en evidencia que este factor provocaba un descenso en este parametro cuando el medio
de suspensién estaba adicionado de citrato independientemente de la concentracion. Asi los
valores medios fueron al 0% (38,431%), 5% (25,631%), 10% (23,390%) y 15% (24,385%).
Resultados similares se observaron en el parametro STR donde la ausencia de citrato en el medio
(61,364) presentaba valores superiores que cuando se adicionaba en el mismo en las diferentes
concentraciones, 5% (44,816%), 10% (39,756%) y 15% (37,323%) no mostrando diferencias entre
las tres concentraciones en lo que respecta al indice de rectitud. El pardmetro WOB, al igual que
los anteriores parametros, el Unico factor que presentaba diferencias era la concentracién de
citrato donde la ausencia como el 5% presentaban los valores mas altos (61,085% y 60,680%)

con relacion a lo observado a 10% y 15% (43,685%y 37,944%).

El nimero de espermatozoides mostro diferencias significativas entre los tres formatos, asi el
formato de bola presentaba valores superiores (1277,500) con relacidn al control (809,146) y al

liguido de suspension (40,917).
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Muchos de los articulos consultados hacen analisis de las reacciones acrosomales e integridad
de membrana de los espermatozoides respecto a este tipo de encapsulacién, pruebas no
realizada en el trabajo. No obstante indicar que, en cuanto a la integridad de membrana, Spinaci,
et al., (2013) observan efectos significativos del tratamiento (encapsulado/no encapsulado) y
tiempo en los espermatozoides porcino, teniendo la muestra control valores de integridad de
membrana superiores respecto a los encapsulados. Respecto a los acrosomas no reactivos,
Faustini (2011) observé un mayor porcentaje de los mismos en el semen encapsulado porcino
respecto al no encapsulado (96% en espermatozoides encapsulados frente al 85% en el semen
libre, p < 0,01). Esto resultados nos indican que tras la puesta a punto se deberan abordar
mejoras en los medios utilizados e incluso valorar la adicidn de sustancias antioxidantes por su

efecto protector de membrana.

6.- CONCLUSION

T ras la realizacidn de este trabajo, cuyo objetivo era la puesta a punto del proceso de

encapsulacién de espermatozoides equinos, hemos podido concluir que:

1.-El alginato de sodio de baja densidad al 1% y el CIBa 20mM permiten formar microcapsulas

Ill

de tipo “core-shell” para la conservacion de espermatozoides en la especie equina utilizando la

encapsuladora B-395 Pro (BUCHI).

2.- El uso de citrato de sodio a diferentes concentraciones (5%, 10% y 15%) disuelto en el medio
de suspensién, no es capaz de disolver las capsulas de forma eficaz, por lo que no hubo una
liberacion éptima de espermatozoides al medio de suspensidn, ni en refrigeracién (42C) ni tras

la exposicion a 37°C.

3.-El mantenimiento en refrigeracion de espermatozoides microencapsulados durante 96 horas
nos permite afirmar que este sistema de preservacién los mantiene vivos dentro de las
microcapsulas, lo que nos abre nuevas posibilidadades en los sistemas de conservacion, lo que
permitira reducir el nUmero de inseminaciones artificiales y costes de tratamientos de induccion

de la ovulacién.

Cabe destacar que, al encontrarnos en una fase de puesta a punto de este proceso, seria
recomendable realizar mas pruebas y réplicas con la maquina para conseguir resultados éptimos
en cuanto a morfologia de las cdpsulas y calidad del contenido espermatico. Esto se podria
conseguir, por ejemplo, aumentando el bombeo de la maquina para que los espermatozoides
pasen en mayor cantidad al interior, hacer dosis mas concentradas y evitar los tiempos de espera

largos durante el manejo de las muestras seminales.
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CONCLUSIONS

After carrying out this work, the objective of which was to fine-tune the process of encapsulation

of equine spermatozoa, we have been able to conclude that:

1.- 1% low density sodium alginate and 20mM CIBa allow the formation of "core-shell" type
microcapsules for the preservation of spermatozoa in the equine species using the B-395 Pro

encapsulator (BUCHI).

2.- The use of sodium citrate at different concentrations (5%, 10% and 15%) dissolved in the
suspension medium is not able to dissolve the capsules effectively, so there was not an optimal
release of spermatozoa to the suspension medium neither under refrigeration (42C) nor after

exposure to 37°C.

3.- The maintenance of microencapsulated spermatozoa in refrigeration for 96 hours allows us
to affirm that this preservation system keeps them alive inside the microcapsules, which opens
up new possibilities in the conservation systems that will allow us to reduce the number of

artificial inseminations and the costs of ovulation induction treatments.

It should be noted that, as we are in the fine-tuning phase of this process, it would be advisable
to carry out more tests and replicates with the machine to achieve optimal results in terms of
capsule morphology and sperm content quality. This could be achieved, for example, by
increasing the pumping of the machine so that the spermatozoa pass into the interior in greater
quantity, making more concentrated doses and avoiding long waiting times during the handling

of the seminal samples.

7.- VALORACION PERSONAL

L a realizacién de este Trabajo de Fin de Grado me ha permitido ahondar en el mundo y la
dindmica de la investigacién de la reproduccién animal, de la cual espero formar parte en
un futuro. Desarrollando numerosas competencias exigidas en este sector, como habilidades de
tipo transversal como son la busqueda bibliografica, comprension de la literatura cientifica y
posterior analisis de resultados. He podido formarme en numerosas técnicas que de manera
rutinaria se realizan en un laboratorio de reproduccién, como son la obtencidon de muestras
seminales y su posterior procesado, asi como la realizacién de técnicas hoy en dia en desarrollo
como es la encapsulacidon seminal. Ademas, he tenido la oportunidad de realizar la puesta a
punto de la maquina encapsuladora de Uultima generacion adquirida por el Instituto
Agroalimentario de Aragdn y que podria resultar de utilidad para la continuacion del desarrollo

de esta técnica o de otras. Como conclusién general, podria decir que este trabajo es el inicio de
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lo que espero que sea mi carrera como investigadora en el ambito de la reproduccién y del cual

siento que he aprendido enormemente tanto académica como personalmente.
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