UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

INSTITUTO DE CIENCIAS AGRICOLAS

Jpe——

e

ZIv34 V1 HOd

opIDAD EVVONUKE DB BAJE EALip l
<

v

g

S5
o ——

—
Lf(f
~r .

D)

e S

\
v

EFECTO DE DOSIS DE FLUIDO FOLICULAR PORCINO Y
TIEMPO DE CONSERVACION SOBRE LA CALIDAD
ESPERMATICA DE SEMEN PORCINO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS EN SISTEMAS DE PRODUCCION ANIMA L

PRESENTA
ESTHER SANCHEZ VILLALBA
DIRECTOR DE TESIS

Ph. D. LEONEL AVENDANO REYES

MEXICALI, B.C. NOVIEMBRE DEL 2011



Esta tesis fue realizada bajo la direccion del consejo particular indicado, ha sido
aprobada por el mismo y aceptada como requisito para obtener el grado de:

Maestro en Ciencias en Sistemas de Producciéon Anima I

Consejo Particular

Ph. D. Leonel Avendaio Reyes

Director de tesis

Ph. D. Abelardo Correa Calderon

Sinodal

Dr. Ulises Macias Cruz

Sinodal

M. C. Daniel Alvarez Valenzuela

Sinodal

“POR LA REALIZACION PLENA DEL HOMBRE ~



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por otorgarme la beca

para realizar mi maestria y estancia en el extranjero.

Al Ph. D. Leonel Avendaro por ser mi asesor y tutor, por darme la oportunidad
de aprender nuevas técnicas de reproduccidn, conocer nuevas culturas. Que me han

enriquecido como profesionista y ser humano.

Sin duda alguna al Dr. Sergi Bonet, por recibirme 9 meses en TechnoSperm
(grupo de investigacion en reproduccion animal perteneciente a la Universidad de

Girona, Espafa) y por haberme integrado a su grupo.

También le agradezco al grupo de TechnoSperm; Al Dr. Marc Yeste, a las
doctoras; Mailo Briz, Elisabeth Pinart, Silvia Sancho, Eva Bussalleu, Eva Maria Flores,
Marta Puigmulé y a sus estudiantes de doctorado; Eva Torner, Miriam Castillo, Estela

Garcia, Lilian Sepulveda e ingrid Vilagran. A todos les agradezco por facilitarme la

estancia y obsequiarme su apoyo en el momento adecuado.

Pero de una manera muy especial a la Dra. Isabel Casas por haberme brindado
su ayuda siempre, por compartir sus conocimientos cientificos y empiricos, por su
amistad y por ser participe de este trabajo que hoy presento. No tengo como

agradecerte, Merci per tot noia!!!



A la Dra. Anna Fabrega por sus chistes, no te creas. Por tu ayuda infinita en el
laboratorio, tus clases de catalan, tus regafios con sutileza, pero sobre todo tu amistad

maca. Visca Catalunyal!!!

Al Dr. Miguel Barrera por su infinita ayuda, los 365 dias del afio durante toda mi
maestria hasta la fecha. Eres una gran persona a la cual admiro, aprecio y quiero

mucho.

A mis maestros particulares en ciencias, Isabel Castro y Carlos Raul Rivera por

sus palabras de aliento, amistad y su ayuda en este trabajo.

A mis sinodales y profesores, Ph. D. Abelardo Correa, Dr. Ulises Maciasy M.C.

Daniel Alvarez. Gracias, por sus opiniones y sugerencias en el presente trabajo.

Finalmente a todos mis compairieros, pero sobre todo a mis amigos de posgrado
gue estuvieron conmigo antes de que ingresara a él y que hasta la fecha siguen siendo

parte de mi familia elegida. Los quiero!!!

”

“La gratitud es la memoria del corazén

Jean Baptiste Massieu

(1772-1846)



DEDICATORIAS

A Dios, amispadresy a mi hermano.
Porque los amo y son parte fundamental de

mi vida.



CONTENIDO
LISTA DE CUADROS
LISTA DE FIGURAS
RESUMEN
ABSTRACT

. INTRODUCCION
. REVISION DE LITERATURA
2.1. Coleccion de semen
2.2. Analisis de calidad espermatica
2.2.1. Morfologia espermatica
2.2.2. Motilidad espermatica
2.2.3. Reaccion acrosomal
2.2.4. Integridad de la membrana espermatica
2.3. Diluyentes
2.4. Inseminacion artificial
2.5. Transporte y fecundacion de espermatozoides
2.6. Mejoramiento de dosis seminales y calidad espermatica
2.7. Fluido folicular
2.7.1. Efecto de fluido folicular sobre los espermatozoides
1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Obtencidn de semen, dilucidn y preparacion de dosis
3.2.  Obtencion de fluido folicular

3.2.1. Recoleccién y transporte de ovarios

Vi

Xi

Xii

10

11

12

15

15

16

17

17

18

18



3.3. Analisis de laboratorio
3.3.1. Coleccion y adicién del fluido folicular a dosis refrigeradas de semen
3.3.2. Motilidad y calidad de movimiento espermatico
3.3.3. Reaccion acrosomal
3.3.4. Integridad de membrana espermética
3.4. Elaboracién de diluyentes BTS para espermatozoides porcinos
3.5. Elaboracion kit vivos/muertos
3.6. Disefo experimental y analisis estadistico
3.6.1. Variables independientes
3.6.2. Variables de respuesta
3.6.3. Modelo estadistico
RESULTADOS
4.1. Hiperactivacion espermatica
4.2. Motilidad espermatica
4.3. Velocidad espermatica
4.4. Integridad de la membrana espermatica
4.5. Reaccion acrosomal
DISCUSION
5.1. Hiperactivacion espermatica
5.2. Motilidad y velocidad espermatica
5.3. Integridad de membrana espermética
5.4. Reaccion acrosomal

5.5. Perspectivas

Vil

19

20

22

22

23

24

24

25

25

26

28

28

30

31

32

32

33

34

36

37

38

38



VI.

VII.

VIII.

CUADROS Y GRAFICAS
CONCLUSION

LITERATURA CITADA

viii

41

53

54



Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

Cuadro 5.

LISTA DE CUADROS
Descripcion de parametros de motilidad
Diluyentes BTS para espermatozoides porcinos

Efecto de concentracién de FFP y dias sobre la motilidad total

espermatica

Efecto de concentracion de FFP y dias sobre la motilidad progresiva

espermatica

Efecto de concentracion de FFP y dias sobre la integridad de la

membrana espermatica

21

24

47

48

52



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

LISTA DE FIGURAS
Estructura del espermatozoide

Concentracion de liquido folicular en dosis refrigeradas

Relacion entre concentracion de FFP y velocidad curvilinea espermatica

Relacién entre la concentracion de FFP e indice de linealidad

espermatica

Relacion entre concentracion de FFP y amplitud del desplazamiento

lateral de cabeza espermatica
Relacion entre dias y velocidad curvilinea espermatica
Relacion entre dias e indice de linealidad espermatica

Relacion entre dias y amplitud del desplazamiento lateral de cabeza

espermatica

Relacion entre concentracion de FFP y velocidad promedio de

espermatozoides

Relacion entre concentracion de FFP y velocidad rectilinea de
espermatozoides

Relacion entre dias y velocidad promedio espermatica

20

42

43

44

45

46

49

50

51



RESUMEN

Se evalud in vitro el efecto de la adicion de concentraciones de fluido folicular porcino
(FFP) y de tiempos de conservacion (TC) sobre parametros de calidad espermatica en
dosis seminales de cerdos. Se utilizaron las dosis 0, 5,10 y 15% de FFP y los TC 0,1, 2
y 3 d en un disefio de bloques completos al azar bajo un arreglo factorial. Se analizaron
12 eyaculados procedentes de 12 sementales raza Piétrain y se evalud la
hiperactivacion de los espermatozoides, observandose que agregar FFP no hiperactivo
a los espermatozoides, por lo que probablemente el FFP actie como una herramienta
para atraer a los espermatozoides al sitio de fertilizacion. Se encontré que el FFP
mantiene la motilidad total espermatica al mismo nivel (P>0.05) que una dosis sin FFP,
por lo que se puede utilizar como un aditivo para espermatozoides sin alterar su
motilidad. Se observo que la motilidad progresiva mejoré (P<0.05) con respecto a las
dosis sin FFP. Agregar FFP no solo estimula la motilidad, sino que también aumenta la
velocidad de los espermatozoides, de modo que in vivo podria facilitar el recorrido de
estos a través del tracto reproductor de la hembra. ElI FFP no disminuyd (P>0.05) la
integridad de la membrana respecto a las dosis sin FFP, por lo que puede ser afiadido
sin repercusiones para la calidad espermatica. Ademas, al dia 3 se observo, en el
grupo testigo, un descenso (P<0.05) en la integridad de membrana con respecto a los
tratamientos con FFP. No se encontraron diferencias (P>0.05) en la reaccion acrosomal
entre tratamientos, observando mas del 90% de los espermatozoides con un acrosoma
intacto. Se concluye que el FFP ayuda a mantener la viabilidad espermatica mejorando
la funcion del espermatozoide. Adicionar 15% de FFP a dosis refrigeradas de cerdo
podria beneficiar la inseminacion artificial, puesto que favoreceria el acceso de un

mayor numero de espermatozoides competentes al lugar de la fertilizacion.
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ABSTRACT

The effect of adding porcine follicular fluid (PFF) concentrations at different storage
times (ST) on sperm quality parameters in boar semen doses was evaluated in vitro.
Doses were 0, 5, 10 and 15% of PFF and ST were O, 1, 2 and 3 d, and were used in a
randomized block design with a factorial arrangement. There were 12 ejaculates from
12 boars breed Pietrain and the variables evaluated were the spermatozoa
hyperactivity, observing that PFF did not hyperactivate sperm, so probably the PFF acts
as a tool to attract the sperm to the fertilization site. Also, the PFF maintained the total
sperm motility at the same level (P>0.05) that a dose without PFF, so it can be used as
an additive without altering its motility. It was observed that progressive motility
improved (P<0.05) with respect to the doses without PFF. Addition of PFF not only
stimulated motility, but also increased the velocity of sperm, so in vivo it could facilitate
their course through the female reproductive tract. The PFF did not decrease (P>0.05)
the integrity of the membrane with respect to the doses without PFF, so it can be added
without repercussions on sperm quality. Besides, there was a decrease (P<0.05) in
membrane integrity in the control group compared to treated groups on day 3. There
were not differences (P>0.05) in the acrosome reaction between treatments, observing
more than 90% of the sperm with an intact acrosome. In conclusion, FFP helped to
maintain sperm viability improving spermatozoa function. Addition of 15% of FFP to
refrigerated doses of boars could benefit the artificial insemination because of
improvement of the access to a higher number of competent spermatozoa to the

fertilization site.
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I. INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es cada vez mas utilizada en granjas porcinas
(Johnson et al., 2000; Vazquez et al., 2005). El problema de la IA son las pruebas de
calidad espermatica que hoy se ofrecen, estan muy limitadas (Waberski et al., 2011) e
identifican solo infertiidad muy marcada (Coy et al.,, 2010). Por consecuencia, las
pruebas estan pobremente correlacionadas con la fertilidad (Gadea, 2005) y no
permiten identificar animales subfértiles ni dosis de mala calidad con suficiente
exactitud (Waberski et al., 2011).

Actualmente se sabe que la edad, la estacién del afio, el manejo, el estado
nutricional y la presencia de enfermedades demeritan la calidad espermatica
(Gonzélez-Urdiales et al., 2006). Por lo mismo, muchos estudios se han realizado para
identificar la fertilidad de los sementales antes de la IA; pero ninguno ha sido
consistente (Braundmeier et al., 2004) debido a la complejidad del proceso (Gadea,
2005). Sin duda alguna, cuando se logren establecer todos los parametros ideales de
los espermatozoides para fecundar, la eficiencia en el uso de la IA incrementara y con
ello, el impacto econémico en granjas donde se utilice la IA (Coy et al., 2010).

Hasta ahora se conoce que la clave de la fertilizacion es la capacitacion de los
espermatozoides (Pentrunkina et al., 2003), y en las ultimas décadas se han realizado
con éxito nuevas pruebas en sistemas de fecundacion in vitro para evaluar la
capacitaciéon de los espermatozoides para fecundar (Gadea, 2005; Coy et al., 2010).
Uno de estos estudios fue realizado por Waberski et al. (2005), quienes identificaron la
subfertilidad en cerdos diagnosticando la capacidad que tienen los espermatozoides

para unirse a las células en el oviducto.



Hasta el momento estos analisis son caros, lentos y estan lejos de utilizarse en
granjas comerciales (Gadea, 2005). Pentrunkina et al. (2003) sefialan que el problema
comenzo con la creacién de métodos faciles y rapidos para identificar espermatozoides
de mala calidad. Mientras se establecen protocolos fijos para evaluarla, es importante
seguir intentando mejorar la calidad espermatica de los sementales. Con base en los
conocimientos que hasta hoy se tienen, una herramienta es el uso de diluyentes para
mejorar las dosis seminales de porcinos. Otra herramienta es la utilizacion de
sustancias fisicas y quimicas que son utilizadas como aditivos para mejorar la fertilidad
del macho en diferentes mamiferos (Kmenta et al., 2011; Michael et al., 2009; Perumal
et al., 2010; Martin-Hidalgo et al., 2011). También algunos autores mencionan la
importancia del fluido folicular (FF) para una correcta fertilizacién (Tacconis et al.,
2001). Por tal motivo, el efecto que ejerce el FF sobre los espermatozoides podria ser
utilizado en porcinos para mejorar la fertilidad de dosis seminales destinadas a la IA.
Sin embargo, el FF ha recibido escasa atencion por parte de los investigadores en los
ultimos afios (Raymond et al., 2010), por lo que los mecanismos moleculares no se
conocen con certeza y los hallazgos alun se encuentran en discusion (Eisenbach, 1999;
Ralt et al., 1994).

Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro el efecto de
diferentes concentraciones (0, 5, 10 y 15%) de fluido folicular porcino a diferentes
tiempos de conservacion (0, 1, 2 y 3 dias) sobre parametros de calidad espermatica en

dosis comerciales de semen en cerdos.



ll. REVISION DE LITERATURA

Un programa de inseminacion artificial se puede dividir en: 1) Coleccion de

semen, 2) Analisis de calidad espermatica, y 3) Diluyentes (Estienne, 2009):

2.1. Coleccién de semen

La coleccién de semen debe realizarse una vez por semana como minimo, ya
sea que se requiera el eyaculado o no para la IA con el Unico fin de mantener la calidad
espermatica y la libido del semental (Glossop, 1996).

Una vez en el area de colecta se cuenta con un maniqui o potro (simulador de la
hembra) al cual el semental, al sentirse estimulado, serd capaz de montar.
Posteriormente, al desenvainar el pene, se sujetara el glande con la mano, se hara
presién en forma gradual y se sostendra hasta que el semental eyacule. Eyaculando,
se deben tirar los primeros chorros de semen (a criterio del operador). Por altimo, se
dirige el pene hacia el termo colector de semen a fin de recolectar la fraccion mas rica
de éste. La coleccion de cada uno de los sementales puede durar entre 5y 20 minutos
(PIC, 1994; Frandson y Spurgeon, 1995). Finalmente se prosigue a analizar la calidad

espermatica del semental en laboratorio.

2.2. Analisis de calidad espermaética

El objetivo de analizar la calidad seminal es para predecir si un eyaculado es

potencialmente fértil o no (Colenbrander y Kemp, 1990; Rajasingam, 2003). El analisis



e interpretacién adecuada son imprescindibles en las técnicas de reproduccion asistida
(Rajasingam, 2003). También se debe de reconocer que a pesar de una serie de
estudios realizados sobre la evaluacion de espermatozoides, todavia no se han
encontrado todos los parametros exactos que se asocien con la fertilidad real
(Colenbrander y Kemp, 1990; Rajasingam, 2003), y no solo para distinguir animales
fértiles, sino también subfértiles (Gadea, 1997; Gadea et al., 2004; Petrunkina et al.,
2007).

Existe la necesidad de continuar creando pruebas que permitan seguir
identificando células defectuosas o0 anormales que impidan tener a los
espermatozoides una buena fertilizacién, ya que los espermatozoides son células
complejas que pueden convertirse facilmente en infértiles. Asimismo, otras pueden ser
sensibles bioquimica, fisiolégica o morfolégicamente, y solo disefiando nuevos métodos
se podra garantizar el mayor numero de células de calidad (Colenbrander y Kemp,
1990; Rajasingam, 2003). Por otro lado, las evaluaciones que actualmente se ofrecen,
indican una razonable evaluacién de la calidad del eyaculado (Colenbrander y Kemp,

1990).

2.2.1. Morfologia espermatica

La morfologia es una prueba importante para la fertilidad, ya que puede ayudar a
detectar alteraciones en la espermatogénesis y en la maduracion epididimaria. Esto
puede resultar util en la eliminacion de reproductores machos con baja calidad seminal
cuando estas anomalias rebasen los niveles normales (Gonzales-Urdiales et al., 2006).

Los espermatozoides normales maduros poseen una longitud de 45 ym. En ellos se

4



distinguen tres partes principales: la cabeza de forma oval en la que se diferencia el
acrosoma y el nacleo (7 ym), la pieza de conexion o cuello (0.7 um) y el flagelo o cola
(37 um), dividida en 3 regiones: segmento intermedio o0 mitocondrial, pieza principal y

pieza terminal, como se observa en la Figura 1 (Sansegundo, 2008; Bonet et al., 2000).

Figura 1. Estructura del espermatozoide (Sansegundo, 2008).

El nacleo del espermatozoide ocupa practicamente la totalidad de la cabeza y
difiere del resto de las células del organismo tanto en cantidad de DNA como en la
composiciéon de las nucleoproteinas (Sansegundo, 2008). La cabeza posee un
acrosoma que es una vesicula en forma de capuchoén que cubre el 80% de la longitud
nuclear. Esta parte de la cabeza que contiene el acrosoma es conocida como la regién

acrosOmica y posee material amorfo distribuido homogéneamente (Bonet et al., 2000).



Los espermatozoides anormales pueden presentar malformaciones de diferentes
tipos (Varner, 2008; Gadea, 1997; Gonzales-Urdiales et al., 2006), tales como:

1. Anomalias espermaticas primarias, que se consideran mal formaciones durante
la espermatogénesis. Por lo tanto, son de origen testicular y genético (las
anormalidades no son precisamente especificas).

2. Anomalias esperméticas secundarias, que son malformaciones creadas en el
epididimo. Se distinguen por poseer cola enrollada en la parte distal o cola
enrollada completamente, cabezas sin cola y colas de latigo.

3. Anomalias espermaticas terciarias, se presentan por una mala manipulacion en
el laboratorio debido alteraciones de osmolaridad o cambios de temperatura
bruscos. También se pueden encontrar colas de latigo y cabezas sin cola. Esta

ltima por ejercer presion sobre una muestra en portaobjetos.

2.2.2. Motilidad espermatica

Otro parametro es la motilidad del espermatozoide, el cual es un parametro de
los mas utilizados para evaluar la calidad espermatica. La motilidad espermatica es
importante porque el espermatozoide es una célula muy movil e hidrodinamica que le
confiere la capacidad de desplazarse a una velocidad determinada para llevar a cabo la
fecundacion (Schmidt y Kamp, 2005). Su movimiento de flagelo es caracteristico y
adquiere la capacidad de movimiento durante el transito por el epididimo. Sin embargo,
el movimiento real comienza después de la eyaculacion, proceso conocido como
activacion del esperma (Turner, 2006; Fradson y Spurgeon, 1995), y el cual consiste en

un bateo simétrico con la cola que hace que el espermatozoide se desplace



progresivamente sobre un medio acuoso (Olivera et al., 2006; Schmidt y Kamp, 2005).
Esta actividad se logra gracias a las mitocondrias que se encuentran colocadas
estratégicamente y que aportan la energia necesaria para el movimiento del flagelo
(Schmidt y Kamp, 2005). Existen varias formas para evaluar la motilidad, siendo la més
utilizada en centros de IA comercial la valoracion visual por medio de microscopia
Optica. Sin embargo, esté método es muy subjetivo, ya que consiste en valorar el
movimiento espermatico masal de 0 a 100% y la calidad espermatica de 0 al 5.

Otra manera mas precisa, exacta y mayormente utilizada en centros de
investigacion, es el programa CASA (Computerized-assisted sperm analysis), el cual
permite evaluar a los espermatozoides mediante un analisis de imagenes
convencionales o reencuentro de particulas (Tejerina et al., 2008). El programa CASA
permite obtener mediciones cinéticas exactas y objetivas de subpoblaciones
espermaticas con un cierto grado de sofisticacion. La trayectoria de movimiento de los
espermatozoides es individual en parametros cinéticos y viene reconstruida a partir del
movimiento de cabeza, aunque ésta en realidad sea por el movimiento del flagelo de
los espermatozoides (Sansegundo, 2008; Mortimer, 1997).

Por otra parte, los espermatozoides no solo se mueven, sino que también
expresan diferentes patrones de movimiento que muchas veces no pueden ser
evaluados en centros de IA debido a su alto costo y/o tiempo que requiere su
evaluacion (Gonzales-Urdiales et al., 2006), Sin embargo, estos patrones reflejan
fielmente el estado fisioldgico de la célula (Sansegundo, 2008; Aitken, 2006). Como por
ejemplo, la hiperactivacién, proceso considerado como un patron de movimiento

observado justo en el momento de la ovulacién, en la cual, el espermatozoide se



distingue por cambiar sus pequefios movimientos simétricos por latigazos irregulares y
rapidos (Ho y Suarez, 2001; Chang y Suarez, 2010). Este proceso puede ser evaluado
por el sistema CASA, el cual establece que para considerar a los espermatozoides
como hiperactivos deben poseer una velocidad curvilinea >97 pm/seg, una amplitud
media del desplazamiento de cabeza >3.5 pm/seg, y un indice de linealidad <32%

(Schmidt y Kamp, 2004).

2.2.3. Reaccion acrosomal espermatica

El acrosoma juega un papel relevante en la fecundacién, por lo que hacer una
valoracion especifica del mismo es necesario. En la cabeza de los espermatozoides de
muchos mamiferos existe una vesicula secretora muy especializada llamada vesicula
acrosOmica, que forma una especie de gorro. Esta vesicula tiene enzimas hidroliticas
gue ayudan a atravesar la envoltura externa del ovocito. Cuando un espermatozoide
entra en contacto con un ovocito, el contenido de la vesicula se libera por exocitosis, lo
cual se conoce como reaccion acrosomal. En algunos espermatozoides esta reaccién
también libera proteinas que colaboran especificamente en la wuniéon del
espermatozoide con la cubierta del ovocito (Alberts et al., 2002; Harvey et al., 2008).
Este proceso depende de los canales de Cat+ y se debe completar con el fin de
penetrar la zona pellcida (ZP) y fusionarse con la membrana plasmética del 6vulo

(Harvey et al., 2008).



2.2.4. Integridad de la membrana espermatica

Uno de los pardmetros mas importantes es identificar el buen estado de la
membrana del espermatozoide, ya que como en todas las células, se rodean por una
membrana que permite, entre otras actividades fisiolégicas, el intercambio de
sustancias entre el interior y el exterior, siempre y cuando esté presente una integridad
funcional y estructural. La vitalidad espermatica hace referencia a la integridad de la
membrana plasmatica del espermatozoide, ya que la pérdida de permeabilidad
selectiva en esta membrana hace que el espermatozoide sea incapaz de mantener las
concentraciones de iones y solutos, perdiendo importantes metabolitos y coenzimas, lo
gue conducira a la supresién de la motilidad y de todas las funciones vitales.

Unas de las técnicas para evaluar la integridad de la membrana es la tincién
fluorescente. Esta técnica estd ampliamente difundida, ya que a pesar de requerir un
equipamiento mas sofisticado, no presenta los inconvenientes clasicos de las tinciones
como es la dificultad para diferenciar entre vivos y muertos (Gonzales-Urdiales et al.,
2006). Esta técnica consiste en la utilizacion de fluorocromos como el SYBR-14, que se
intercala en el ADN de todos los espermatozoides emitiendo fluorescencia verde,
mientras que el ioduro de propidio (IP) penetra solo en las células que presenten la
membrana alterada, intercalandose en su ADN y emitiendo fluorescencia roja
(Molecular Probes, 2001).

En conclusién para que un eyaculado sea valorado de buena calidad para el uso
de la IA, los espermatozoides deben poseer los siguientes valores (Casas, 2010):

1. Un 80% de morfologia normal

2. Una motilidad total del 80%



3. Una progresiva motilidad del 60%
4. Poseer una membrana intacta del 80%

5. Finalmente, poseer un 80% de acrosoma intacto

2.2. Diluyentes

Una vez determinada la calidad espermatica del semental se prosigue a
seleccionar el diluyente mas adecuado dependiendo del tipo de manejo que realice la
granja. En el caso de que el uso de las dosis refrigeradas sea menor a 3 d, se utilizaran
extensores de corta duracion. Estos suelen ser mas econdmicos que los de larga
duracion, los cuales poseen un niumero mayor de espermatozoides en la dosis para
compensar el envejecimiento de éstos (Gadea, 2003). Cualquiera que sea la eleccion,
todo diluyente poseen un mismo objetivo mejorar los parametros de productividad.

Una de las ventajas mas importantes al diluir los eyaculados de los sementales
es que cubre mayor numero de cerdas y se disemina mas rapidamente el material
genético, incluso con mejores resultados que la monta natural. El diluyente es una
solucion acuosa que permite aumentar el volumen de los eyaculados, su funcién es
aportar los nutrientes necesarios para mantener el metabolismo de la célula
espermatica (Gadea, 2003). Todos los diluyentes estan disefiados para lograr
mantener la capacidad fertilizante de los espermatozoides a través de fuentes
energéticas hasta el momento de la IA (Medrano, 2005).

Los espermatozoides se encuentran en el plasma seminal, el cual les sirve como
fuente de nutricion para mantener una elevada actividad metabdlica (Gadea, 2003). Sin
embargo, esta actividad metabdlica se mantiene por muy poco tiempo (Lewis, 1911),
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por lo que es necesario conservar los espermatozoides reduciendo su actividad
metabdlica por medio de una dilucion y una reduccion en la temperatura (Althouse et.
al., 1998).

Los espermatozoides de cerdo son muy sensibles a golpes por frio (Pursel et al.,
1973) y cuando se les disminuye la temperatura, su viabilidad también decrece por la
composicion lipidica de sus membranas, ya que los movimientos laterales de los
fosfolipidos que componen la membrana disminuyen y se produce la separacion de
fases lipidicas, situacién asociada a alteraciones irreversibles de las proteinas de las
membranas (White, 1993). Es por eso que las dosis deben ser conservadas a una

temperatura de 15-20 C y asi evitar este golpe en los espermatozoides (Gadea, 2003).

2.4. Inseminacion artificial

La inseminacion artificial (IA) porcina es una técnica de reproduccién asistida y
su objetivo es facilitar la union entre el espermatozoide y el évulo (Morrell, 2011).

El uso de la IA porcina ha aumentado aproximadamente 3 veces en los ultimos
afios y se estima que actualmente se realizan en todo el mundo 19 millones de
inseminaciones en granjas porcinas (Johnson et al., 2000).

Esta técnica consiste en la colocacion manual del semen por el tracto
reproductor de la hembra, donde es absorbido por medio de contracciones uterinas
(Estienne, 2009; Morrell, 2011). Su principal objetivo es trabajar de la manera mas

higiénica posible y menos traumatica para el animal (Colenbrander et al., 1999).
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La IA se practica con un semental que se coloca enfrente de la hembra en celo
(tratando que sea el contacto nariz con nariz). El semental asi provocara la inmovilidad
de la cerda, desencadenando el inicio de las contracciones uterinas (Estienne, 2009).

Actualmente, la IA permite disminuir el nUmero de sementales en granja, ya que
un semental puede ser capaz de cubrir de 20 a 25 cerdas con un eyaculado (Lesur,
2007). Asimismo, con el uso de esta técnica es posible promover el mejoramiento
genético al utilizar sementales de alto valor genético para las caracteristicas de interés
en la granja (Hafez y Hafez, 2002).

Por dltimo, no hay que olvidar que un semental aporta la mitad de sus genes,
por lo tanto, influird en un 50% en la produccion de la granja, convirtiéndose en uno de

los individuos mas reveladores del hato (Hafez y Hafez, 2002).

2.5. Transporte y fecundacion de espermatozoides

Durante la eyaculacion, miles e incluso millones de espermatozoides
rapidamente se activan cuando son liberados en el tracto reproductor de la hembra
(Turner, 2006; Fradson y Spurgeon, 1995). El espermatozoide en esta etapa se
caracteriza por su baja amplitud y motilidad progresiva. A pesar del gran numero de
espermatozoides, esto no es garantia de fertilizacion (Chang y Suérez, 2010). Al
realizar la IA intra-cervical, los espermatozoides se dirigen a la unidn Uutero-tubal
(Olivera et al., 2006), que se encuentra dividido en 3 segmentos: Istmo, ampula e
infundibulo (Rodriguez-Martinez, 2007). El istmo funciona como reservorio donde los

espermatozoides se vuelven inactivos temporalmente (Suarez, 2002).
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Antes de la ovulacién (en monta natural o la IA), los espermatozoides seran
liberados gradualmente (Warberski et al., 2005; Coy et al., 2010). A medida que se
acerque la ovulacién, la liberaciéon de los grupos de espermatozoides se hard mas
continua y de igual manera la capacitacion de los espermatozoides (Rodriguez —
Martinez, 2007). Las células epiteliales del oviducto seleccionardn y secuestraran
espermatozoides de alta calidad, asegurando que éstos sean viables y fértiles para el
momento que se encuentren con los ovocitos dentro del &mpula (Rodriguez — Martinez,
2007; Warberski et al., 2005; Coy et al., 2010).

Otra funcién del oviducto es capacitar a los espermatozoides para garantizar el
éxito de la fecundacion (Petrunkina et al., 2003). La capacitacion se define como las
modificaciones funcionales que tiene el espermatozoide para fecundar (Bailey, 2010) o
mas bien a la capacidad que tienen los espermatozoides para unirse a la zona pellcida
(ZP), someterse a hiperactivacion, reaccion acrosomal y la capacidad de fusionarse
con el 6vulo (Bailey, 2010; Harvey et al., 2008; Chang y Suarez 2010).

La capacitacion es muy similar para todos los espermatozoides, sin embargo, la
capacidad y la velocidad de respuesta varia entre espermatozoides. Tal diversidad en
la capacitacion de respuesta asegura la viabilidad espermatica por completo. La
capacitacion de los espermatozoides en diferentes momentos maximiza las
posibilidades de fecundar (Rodriguez — Martinez, 2007).

También se sabe que solo los mejores espermatozoides se capacitaran y se
someteran a la hiperactivacién, aunque este tema ha sido discutido desde hace 25
afos (Kay y Robertson, 1998), es un proceso complejo pero fundamental para la

fertilizacion in vivo (Kay y Robertson ,1998; Ho y Suarez, 2001). El espermatozoide se
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caracteriza por su gran amplitud asimétrica en el flagelo. Actualmente, la sefial de la
hiperactivacion ain no ha sido identificada, sin embargo, el Ca+ es un elemento
importante en la via de sefializacion para la flexion simétrica por la cual el
espermatozoide se caracteriza (Chang y Suarez, 2010; Ho y Suarez, 2001). Este
proceso es, bioldgicamente, un patrén de la motilidad en el oviducto y se realiza
distantemente antes de que el espermatozoide Illegue al cumulo-oocito. La
hiperactivacion ayuda a los espermatozoides a salir de la unién Utero-tubal, fenémeno
gue se observa exactamente en el momento de la fertilizacion (Ho y Suéarez, 2001; Ho
et al., 2002; Chang y Suarez, 2010), Schmidt y Kamp (2005) aseguran que las
mitocondrias le proporcionan la energia necesaria a los espermatozoides para
desencadenar este patron de movimiento.

En condicién in vitro, si los espermatozoides se colocan en un porta objetos, se
observard que nadan en forma circular (Ho et al., 2002; Chang y Suarez, 2010). Este
proceso es indispensable para la fertilizacion, ya que mejora la capacidad de los
espermatozoides para liberarse del oviducto, penetrar a las sustancias mucosas Yy
finalmente llegar a la ZP del ovocito (Ho y Suéarez, 2001) (Olivera et al., 2006).
Posteriormente se lleva a cabo la reaccion acrosomal, donde el espermatozoide se
distingue por llevar en la cabeza anterior varias vesiculas secretoras que va a liberar
durante la primera etapa de interaccidon con el évulo a través de un proceso de
exocitosis en el cual este debe penetrar la ZP del 6vulo y fusionarse, regulando y

coordinando la disponibilidad de los ovocitos (Harvey et al., 2008).
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2.6. Mejoramiento de dosis seminales y calidad espermatica

Actualmente las dosis refrigeradas de semen porcino para la IA, son las mas
utilizadas en granjas porcinas. Aun asi, varios estudios demuestran que esta técnica
tiene baja eficiencia en cuanto a fertilidad (Colenbrander et al., 2003; Christensen et al.,
2004; Vazquez et al., 2005). Por esta razén, el mejoramiento de dosis refrigeradas de
semen y la calidad espermatica tiene un amplio campo en la investigacion cuando los
sementales presentan una pobre calidad de semen (Yeste, 2008).

Varios autores han trabajado con diferentes sustancias o moléculas que han
sido utilizadas como aditivos en dosis seminales, como las prostaglandinas, acido
hialurénico y cafeina, las cuales han modificado positivamente al espermatozoide
(Yeste et al., 2008% Yeste et al., 2008°; Roman et al., 2007). Se ha observado que el
fluido folicular porcino tiene una fuerte relacion con los espermatozoides, ayudando a
mejorar su velocidad y consecutivamente la fertilidad (Fahiminiya y Gerard, 2010;

Giorgetti et al., 1992).

2.7. Fluido folicular

El fluido folicular (FF) es un complejo extracelular, semi-viscoso y de color
amarillo, que durante la fase de crecimiento de los foliculos se va acumulando en el
antro (Fahiminiya y Gerard, 2010). El fluido folicular proporciona un microclima dentro
de los cumulos y el ovocito maduro. La composicion del FF es diferente para cada

foliculo y depende de su metabolismo; éste a su vez proporciona un ambiente propicio
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para el crecimiento y la diferenciacion de las células foliculares en el area de
maduracion del ovocito (Fahiminiya y Gerard, 2010).

El FF se compone bioguimicamente de aminoé&cidos, enzimas, carbohidratos,
glicoproteinas, gonadotropinas, esteroides, prostaglandinas, minerales, sales,
inmunoglobulinas y otras proteinas como la albumina, fibrindgeno, lipoproteinas y

péptidos (Ducolomb, 2004).

2.7.1. Efecto de fluido folicular sobre los espermatozoides

En humanos, el FF es capaz de modificar la funcion del espermatozoide en
condiciones in vitro y se ha encontrado que estimula la motilidad, aumenta el
porcentaje de espermatozoides hiperactivos, la reaccion acrosomal e induce a los
espermatozoides al sitio de fertilizacion, facilitando la penetracion de los ovocitos por
parte de los espermatozoides. Es posible que el FF proporcione un ambiente favorable
para fertilizar el ovocito. Este fluido también puede mejorar la tasa de éxito de la
reproduccion asistida (Hong et al., 1993; Fahiminiya y Gerard, 2010) Los componentes
individuales del FF que mejoran la funcionalidad del espermatozoides aun no se

conocen y se esperan mas analisis al respecto (Hong et al., 1993).
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lll. MATERIALES Y METODOS

Para realizar este estudio se utilizaron 12 eyaculados procedentes de 12
sementales raza Piétrain, con edad promedio de 18 meses y pertenecientes a un
centro de inseminaciéon artificial de la empresa Cardona, en Girona, Espafia. Los
animales fueron alojados en corrales individuales bajo condiciones de bioseguridad
sanitaria, se alimentaron con una dieta comercial y su consumo promedio diario fue de
3 Kg, mientras que el agua fue ofrecida ad libitum. El desarrollo experimental que se
describe a continuaciébn es sobre un mismo eyaculado en el cual se realizaron
mediciones clasicas de espermiograma, pruebas bioquimicas y ensayos de
funcionalidad espermatica para valorar in vitro el efecto del fluido folicular a diferentes

concentraciones y a diferentes tiempos sobre dosis refrigeradas.

3.1. Obtencién de semen, dilucién y preparacion de dosis

Las muestras de semen fueron colectadas durante el mes de febrero; de cada
colecta (o eyaculado) se elaboraron dosis comerciales a partir del semen de cada
semental. Una dosis comercial de semen se tomaba al azar de cada uno de los 12
sementales para realizar el experimento.

Cada dia de la coleccion de semen los animales eran conducidos desde los
corrales individuales a la sala de coleccién; una vez en la sala se prosiguié a evacuar la
orina del semental que se encontraba almacenada en el prepucio (para evitar la
contaminacion de la muestra). La extraccion de semen fue manual, utilizando la técnica

de mano enguantada con la ayuda de un maniqui (simulador de la hembra), que
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voluntariamente montaba el semental al estar excitado. Una vez finalizado el proceso
de colecciodn, el eyaculado se llevaba al laboratorio para determinar el volumen como
primer analisis macroscopico. Y posteriormente se depositaba en bafio maria a una
temperatura de 37C. Una muestra se tomaba del eyac ulado para observar la motilidad
y la calidad del movimiento de los espermatozoides usando un microscopio de
contraste de fase 10x y fase negativa. Las anormalidades eran observadas mediante
fase 40x y fase positiva. La concentracidn espermatica se calculé por medio de un
espectrofotometro, estimando asi el numero total de espermatozoides del eyaculado.
Finalmente se elaboraron dosis de semen con una concentracién espermatica 3 x 10°
células por dosis en un volumen de 80 ml de diluyente comercial. Cada inicio de
semana se transportaban al laboratorio de TechnoSperm (grupo de investigacion en
reproduccion animal perteneciente a la Universidad de Girona), cuatro dosis frescas de
diferentes machos a una temperatura del7<C y se colocaban en nevera a la misma

temperatura en espera de ser utilizadas.

3.2. Obtencién de fluido folicular

3.2.1. Recoleccion y transporte de ovarios

Los ovarios fueron recolectados de hembras prepuberes de 90-100 kg de peso,
sacrificadas 30 min antes en un rastro de Girona, Espafa. El transporte hacia el
laboratorio se realizdé en un termo de % de litro isotérmico con una solucion salina (SS)
con 0.1 g/l de kanamicina y a 38C, en un plazo maximo de 2 h desde el sacrificio de
los animales. Una vez en el laboratorio, los ovarios se lavaron con SS. Se
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seleccionaron los mejores ovarios con desarrollo folicular de 2-6 mm de radio y se
excluyeron aquellos que presentaban cuerpos luteos, formaciones quisticas o0 una
morfologia anormal. Los ovarios seleccionados se mantuvieron dentro de un vaso de

precipitado con SS en bafio maria a 38.5TC.

3.3. Anélisis de laboratorio

3.3.1. Coleccién de fluido folicular y su adicion a dosis refrigeradas de semen.

Se recolecté el fluido folicular mediante seccion del ovario con una aguja 18 G,
utilizando el método de aspiracién por gravedad, el cual consiste en realizar dos
pequeios orificios en la parte exterior de la jeringa, uno a la altura de 2 ml y otro a los 8
6 10 ml y colocar el émbolo entre estos dos, creando asi el vacio. El contenido folicular
fue recolectado en vaso de precipitado a 38.5C de temperatura. Posteriormente se
centrifugd el fluido folicular a 1900 g a 5C por 30 min retirando el pellet, se filtré el
fluido folicular y se elaboraron alicuotas de 2 ml que fueron congeladas a -20C para
posteriormente ser utilizadas.

Para adicionar el fluido folicular al semen refrigerado, una dosis refrigerada se
colocé completa en un frasco de laboratorio y se prosiguié a mezclarla (en forma lenta
y cuidadosa) para dispersar los espermatozoides de manera uniforme y, una vez
terminado esto, inmediatamente se retiraron 10,000 ul del frasco y se colocaron en un
falcon de 14 ml. Posteriormente, del congelador se seleccionaron 2 alicuotas de 2 ml
de fluido folicular y se dejaron descongelar para ser afladidos a los falcons como a

continuacién se muestra:
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1. Testigo, 10000 ul de dosis refrigerada.
2. 520 pl de fluido folicular (5%) /10000 pl de dosis refrigerada.
3. 1110 pl de fluido folicular (10%) /10000 ul de dosis refrigerada.

4. 1760 pl de fluido folicular (15%) /10000 ul de dosis refrigerada.

Finalmente se etiquetaron los falcons de acuerdo con su tratamiento. Esto se
hizo para cada dosis refrigerada que se utilizo en el experimento. Por ultimo, los falcons

fueron almacenados a una temperatura de -17<C para su posterior uso (Figura 2).

0% 5% 10% 15%

— — —

Figura. 2 Concentracioén de liquido folicular en dosis refrigeradas

Una vez elaborados los tratamientos, se prosiguid a evaluar la calidad

espermatica con los métodos descritos a continuacion.
3.3.2. Motilidad y calidad de movimiento espermatico

La observacion de la motilidad se realiz6 de la siguiente manera:
1. De los 4 tratamientos se tomaron 4 muestras de 500 ul y cada una se colocé en

eppendorfs de 1.5 ml.
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2. Se calentaron las muestras a 37<C por 10 min.

3. Se tomaron 20 ul de cada muestra de 500 pl, colocandose en una camara de

Makler® previamente a temperada a 37<C.

4. La camara era colocada sobre la platina del microscopio a 37<C y rapidamente

se observaba la motilidad bajo el microscopio de contraste de fases 10x y fase

negativa.

5. Se evaluaron 1000 espermatozoides usando el programa de analisis de imagen

Sperm Class Analyzer 2010 (CASA).

6. La descripcion de los parametros de motilidad identificados por el sistema CASA

se define a continuacién en el cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de parametros de motilidad (Sansegundo, 2008 ; Coy et al.,

2010).

Pardmetros Unidades Definicion
Motilidad total (MOT) % rIi:c;rvci(re’nniteagi—:toestlmado de espermatozoides que presentan algun tipo de
- . Porcentaje de espermatozoides motiles que presentan algin tipo de
Motilidad progresiva (MOT PROG) % movimiento
Velocidad Curvilinea (VCL) pum/seg Velocidad progresiva a lo largo de todo el trayecto en funcion del tiempo.
Promedio de Velocidad (VAP) um/ seg X;I?gg%% progresiva a lo largo de su trayectoria promedio en funcién
. p Distancia recorrida por el espermatozoide en el primer punto y el Gltimo
Velocidad de linea recta (VSL) um/ seg de su trayectoria en funcion del tiempo.
Linealidad (LIN) % VSL/VCL * 100
Frecuencia de batida (BCF) Hz fi,rﬁgi%ingﬁn%?}?p? cual la trayectoria curvilinea atraviesa la linea en
Desplazamiento de amplitud de Mm Maximo desplazamiento efectuado por la cabeza del espermatozoide en

cabeza lateral (ALH)

su trayectoria curvilinea de un lado de la trayectoria media o lineal.
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3.3.3.

3.3.4.

Reaccion acrosomal

La observacién de la reaccién acrosomal (RA) se realiz6 de la siguiente manera:
Se tomaron tres gotas de 15 pl de cada tratamiento, se colocaron en
portaobjetos y se cubrieron.

Se observo la RA en microscopio de contraste de fases a 40x y fase positiva y
los espermatozoides se clasificaron en dos categorias, con RA y sin RA.

Se contaron por lo menos 200 espermatozoides por muestra para determinar el

porcentaje de espermatozoides reaccionados.

Integridad de membrana espermatica

La observacion de la integridad de la membrana se realiz6 de la siguiente

manera.

1.

De los 4 tratamientos se tomaron muestras de 250 ul de cada uno, las cuales
fueron depositadas en eppendorfs de 1.5 ml y diluidas a 1 x 10° spz/ ml en BTS,
elaborando asi alicuotas de 500 ul para cada tratamiento.

Se tom6 0.5 pl de SYBR-14 de la dilucion madre 1/10 en DMSO (solucion
madre) del kit vivos/muertos (L-1011).

Se incubaron las muestras por 10 min a 37<C.

Se tomo de solucién madre 2.5 ul de ioduro de propidio (Pl) y se agregd a cada
eppendorf.

Se incubaron las muestras por 5 min a 37<C.
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6. Una vez concluido el tiempo se procedié a la valoracion microscopica: Se
depositaron 3 gotas de 15 ul de la suspension sobre un portaobjetos y se valoro
la muestra en un microscopio de fluorescencia (Leica DMR) a 400 aumentos
(40x). Como se mencion6 anteriormente, los espermatozoides se clasificaron en
dos categorias, aquellos que emitian fluorescencia de color verde (funcionales) y
los que emitian fluorescencia roja por la entrada en la célula de IP (membrana
dafnada).

7. Se contaron por lo menos 300 espermatozoides por muestra para determinar el

porcentaje de espermatozoides funcionales.

A continuacion se detalla la forma en que se elaboraron los reactivos para la

evaluacion de integridad de membrana por medio de microscopia de fluorescencia.

3.4. Elaboracion de diluyente BTS para espermatozoides porcinos

1. Se colocaron los siguientes ingredientes en un frasco (Cuadro 2) para diluir la
dosis comercial a la concentracion deseada.
2. Se agité para disolver todos los ingredientes y fue colocada la solucion en

refrigerador a 4C hasta su uso (maximo 1 semana).
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Cuadro 2. Diluyente BTS para espermatozoides porcinos.

Composicion Medidas gr/litro

Agua mili Q (agua bidestilada) 1 litro

Glucosa 36.94 gr
Citrato de sodio 5.99 gr
Bicarbonato sédico 1.26 gr
EDTA 1.25gr
Cloruro de potasio 0.75gr
Kanamicina 0.05 gr

3.5. Elaboracion kit vivos/muertos

La preparacion de los reactivos para la evaluacion de la integridad de membrana se
realizo de la siguiente manera:
1. Se tomaron 5 ml de IP.
2. Se realizaron alicuotas de 100 pl.
3. Se tomaron 10 ul de SYBR-14 solucion madre y se colocaron 90 ul de DMSO.
4. Se elaboraron alicuotas de 5 pl.

5. Se etiquetaron y colocaron en congelador.

3.6. Disefo experimental y analisis estadistico

Se analizaron cuatro concentraciones (0, 5, 10 y 15%) de liquido folicular que
fueron agregadas a distintas alicuotas de una misma dosis refrigerada y se evaluaron

en diferentes dias (0, 1, 2 y 3). Este esquema dio lugar a 16 combinaciones de
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tratamientos donde fueron analizadas 9 variables donde cada semental fue tomado

como una repeticion (n=12).

3.6.1.

3.6.2.

Variables independientes

Las variables independientes de este trabajo fueron las siguientes:

Concentracion de liquido folicular (0, 5, 10, 15%).

. Tiempo de conservaciéon experimental (0, 1, 2 ,3 d).

Eyaculado (variable de blogueo que se incluyé para eliminar el efecto de la
calidad espermatica, ya que se identificd6 que ésta variaba entre sementales y

podria influenciar negativamente el experimento).

Variables de respuesta

El indice de linealidad (LIN %), la velocidad curvilinea (VCL um/seg) y la
amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza espermatica (ALH pum/seq)
ayudaron a determinar un posible efecto de hiperactivacion en los tratamientos.
La motilidad progresiva (MOT PROG %), la motilidad total (MOT %), la
integridad de membrana espermatica (VITAL %) y la reaccion acrosomal (RA %)
ayudaron a valorar si se demeritaba la calidad espermatica al adicionar liquido
folicular.

Por ultimo, la velocidad rectilinea (VSL pum/seg) y la velocidad promedio (VAP

um/seg) (considerando éstas ultimas como las mas importantes de entre las

25



variables de respuesta) ayudaron a predecir si el liquido folicular poseia efectos

positivos al adicionarlo.

3.6.3. Modelo Estadistico

Las variables se analizaron mediante un disefio de bloques al azar bajo un

arreglo factorial 4 x 4, utilizando el siguiente modelo estadistico:

Yie =U+A +B +(AB); +C, +&y

Donde:

Yix = Respuesta observada en la k-ésima repeticion, i-ésimo nivel de FFP vy j-

ésimo nivel del factor tiempo.

M =Media general de la variable de respuesta.

A = Efecto del factor concentracién de liquido folicular, i=1, 2, 3, 4.

B; =Efecto del factor tiempo de conservacion, j=1, 2, 3, 4.

(AB);; =Efecto de la interaccion entre los factores concentracion y tiempo.

Ck = Efecto del bloque, k=1, 2, 3,..., 12.
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Giik =Error aleatorio.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el procedimiento GLM (General Linear
Models) del programa SAS (SAS, 2004). En caso de observar el efecto de interaccion
significativo (P<0.05), las medias de las combinaciones de tratamientos se compararon
mediante pruebas de "t" student. En caso contrario, se procedi6é a realizar polinomios
ortogonales para determinar tendencias en los niveles de cada factor significativo, ya
sea concentracion de FFP o dias de conservacion, hasta el polinomio de tercer orden
en ambos casos y comparacion de medias. Para el analisis estadistico de la

informacion se utilizé un a = 0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1. Hiperactivacion espermatica

El andlisis de varianza para las variables velocidad curvilinea, indice de
linealidad y amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza demostré que la
interaccion tratamiento por dias no fue significativa (P>0.05). Por tanto, se muestran los
resultados de efecto de concentraciones de fluido folicular porcino y de dias en los
cuales se realiz6 el experimento (Figuras 3, 4, 5, 6, 7 y 8).

La velocidad curvilinea presentd un efecto cuadratico (P<0.05) conforme la
concentracion de FFP incrementé de 0 a 15% (Figura 3). El promedio de velocidad
curvilinea presenté su maximo nivel en la concentracién de 10% de FFP (55.36 + 1.05
Mm/s), seguido del 15% (55.31 = 1.05 pm/s) y 5% de FFP (52.58 + 1.05 um/s), siendo
similares (P>0.05) entre ellas, finalizando con la concentracion de 0% de FFP (48.04 +
1.05 um/s), que mostré menor (P<0.05) velocidad curvilinea que el resto de las
concentraciones.

En el indice de linealidad tuvo un efecto cuadratico (P<0.05) conforme la
concentracion FFP increment6 de 0 a 15% (Figura 4). El promedio de indice de
linealidad presento su maximo nivel en la concentracion de 15% (49.23 + 0.91%) y con
menor nivel en la de 0% (41.79 £ 0.91%), 10% (40.41 + 0.91%) y 5% de FFP (39.96 +
0.91%), siendo similares (P>0.05) estos ultimos tres niveles.

En la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza por concentracion de FFP
se observé un efecto cuadratico (P<0.05; Figura 5). El promedio de la amplitud del
movimiento lateral de la cabeza presentd niveles similares (P>0.05) en las
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concentraciones de 5% (2.27 £ 0.03 ym), 10% (2.27 + 0.03 ym) y 0% de FFP (2.23
0.03 ym) y con menor amplitud (P<0.05) para la concentracion de 15% de FFP (2.10 +
0.03 pum).

Los resultados de velocidad curvilinea por dias de tratamiento se muestra en la
Figura 6, donde se observa que el efecto lineal fue significativo (P<0.05). Los
promedios de velocidad curvilinea fueron iguales (P>0.05) entre los dias 0 (57.11 *
1.05 um/s) y 1 (56.70 = 1.05 um/s), pero diferentes (P< 0.05) a los dias 2 (50.53 + 1.05
Mm/s) y 3 (46.95 £ 1.05 um/s).

Los resultados de indice de linealidad por dias de conservacién se muestran en
la Figura 7, donde se observa que el efecto cuadratico en la variable fue significativa
(P<0.05). El promedio de indice de linealidad present6 su maximo nivel en el dia 3
(47.81 £ 0.91%), seguido del dia 2 (44.33 + 0.91%), y con menor nivel en el dia 0
(39.79 £ 0.91%) y el dia 1 (39.46% 0.91%), siendo similares (P>0.05) estos ultimos dos
niveles.

Los resultados de la amplitud del desplazamiento de cabeza por dias de
conservacion se muestran en la Figura 8, donde se observa que el efecto lineal en la
variable fue significativa (P<0.05). El promedio de la amplitud del movimiento lateral de
la cabeza present6 su maximo nivel en el dia 0 (2.34 £ 0.03 um) y el dia 1 (2.31 + 0.03
pMm), siendo similares estos entre si (P>0.05), y un menor nivel (P<0.05) en el dia 2

(2.15£0.03 um) y el dia 3 (2.05 £ 0.03 pm).
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4.2. Motilidad espermatica

El analisis de varianza para las variables motilidad total y motilidad progresiva
espermatica resulté en la interaccion entre concentracion de FFP y tiempo significativa
(P<0.05), por tanto, se muestran los resultados de distintas concentraciones de FFP
por cada dia de conservacion de la muestra (Cuadros 3y 4).

Los resultados de motilidad espermatica total expuestos a distintos dias con
diferentes concentraciones de FFP se presentan en el Cuadro 3. En los dias 1y 2, la
motilidad espermaética total fue similar (P>0.05). Sin embargo, en el dia 0 la motilidad
espermatica total fue mayor (P<0.05) a una concentracion del 10% (93.33 = 1.50 pum/s)
sobre el resto de las concentraciones, entre las cuales no hubo diferencia (P>0.05)
(92.00 = 1.50 um/s para 15%; 90.66 £+ 1.50 pum/s para 0%; y 88.00 £ 1.50 pm/s para 5%
de FFP). Por ultimo, los valores de 85.58 + 1.50 um/s a 10% de FFP, 84.75 + 1.50 um/s
a 5% de FFP y 84.58 + 1.50 um/s a 0% de FFP fueron similares (P>0.05) entre ellos,
observandose menor (P<0.05) motilidad espermatica total en la concentracion 15% de
FFP (75.58 = 1.50 um/s) al dia 3.

Los resultados de motilidad espermatica progresiva expuestos a distintos dias
por diferentes concentraciones de FFP se presentan en la Cuadro 4. En los dias 0 y 2,
la motilidad progresiva espermatica fue similar (P>0.05) entre los niveles de FFP. Sin
embargo, en el dia 1 la motilidad progresiva esperméatica fue mayor (P<0.05) en la
concentracion del 15% (59.33 + 2.13 um/s) sobre el resto de las concentraciones, entre
las cuales no hubo diferencia (P>0.05) (55.5 = 2.13 pm/s a 0%; 53.08 £ 2.13 um/s a
5%; y 50.41+ 2.13 um/s para 10% de FFP). Para el dia 3 se observd una mayor

(P<0.05) motilidad progresiva espermatica en la concentracion 0% (58.83 £ 2.13 um/s),
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sobre el resto de las concentraciones que fueron de 52.66 + 2.13 pm/s (10%), 48.08

2.13 um/s (5%) y 46.58 +2.13 um/s (15%), siendo éstas similares (P>0.05).

4.3. Velocidad espermatica

El andlisis de varianza para las variables velocidad promedio y velocidad
rectilinea, se observo que la interaccién concentracién por tiempo no fue significativa
(P>0.05). Por tanto, se muestran los resultados de distintas concentraciones de fluido
folicular porcino y dias en los cuales se realiz6 el experimento (Figuras 9 y 10).

En los resultados de velocidad promedio por concentraciones de FFP, se
observa que el efecto lineal fue positivo (P<0.05; Figura 9). El promedio de velocidad
promedio presentd su maximo nivel en la concentracién de 15% (42.05 = 0.67 um/s),
seguido de 10% (38.10 £ 0.67 pm/s), 5% (34.59 £ 0.67 um/s) y 0% (31.21 £ 0.67 pum/s).

En los resultados de velocidad rectilinea por concentraciones de FFP de la
Figura 10, se observa que el efecto cuadratico fue significativo (P<0.05). El promedio
de velocidad rectilinea presenté su maximo nivel en la concentracion de 15% (26.34 +
0.42 um/s) y 10% (21.77 £ 0.42 um/s), con menor porcentaje en las concentraciones de
5% (20.57 £ 0.42 uym/s) y 0% (19.75 + 0.42 um/s), siendo éstas ultimas similares
(P>0.05).

Los resultados de velocidad promedio por dias de tratamiento se muestran en la
Figura 11, donde se observa que la tendencia lineal en la variable fue significativa
(P<0.05), Los promedios de velocidad fueron iguales (P>0.05) entre los dias 0 (38.46 +
0.67 um/s) y 1 (38.43 £ 0.67 pm/s), y diferentes (P< 0.05) al dia 2 (35.52 + 0.67 um/s) y

3 (33.54 + 0.67 pm/s).
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4.4. Integridad de membrana espermética

El analisis de varianza para la variable de integridad de membrana espermatica,
resulto en la interacciébn concentracion por tiempo significativa (P<0.05; Cuadro 5). En
los dias 0, 1 y 2, la integridad de la membrana espermética fue similar (P>0.05). De
igual manera, en el dia 3 se obtuvieron valores similares entre las concentraciones de
5, 10 y 15% (P>0.05), siendo de 81.83 + 0.86% para el 15% de FFP, 80.75 + 0.86%
para el 10% de FFP y 80.75 + 1.34% para el 5% de FFP, pero se observd una
integridad de membrana esperméatica menor (P<0.05) para la concentracién 0% de FFP

(72.91+ 1.34%).

4 5. Reaccién acrosomal

En el analisis de varianza para reaccion acrosomal no hubo significancia

(P>0.05) de ninguno de los factores incluidos en el modelo.
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V. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran un claro efecto positivo por adicionar
FFP en dosis refrigeradas de semen porcino. Esto indica que, al utilizarlo como aditivo
in vitro, activa rapidamente la velocidad de los espermatozoides en comparacion con el
testigo. Este hecho es especialmente interesante, ya que in vivo podria facilitar el
recorrido a los espermatozoides a través del tracto reproductor de la hembra cuando se
dirigen a la union utero-tubal de la region del istmo del oviducto (Olivera et al., 2006),
lugar donde los espermatozoides se distinguen por interactuar con las células
epiteliales para modular las concentraciones de Ca+ interno, fluidez de la membrana y
motilidad (Coy et al., 2010). Otra funcion relevante del oviducto es que se asegura que
los espermatozoides sean viables y fértiles, para que en el momento de la fertilizacion,
sean liberados gradualmente (Waberski et al., 2005; Rodriguez—Martinez, 2007; Coy
et al., 2010).

Estudios previos demuestran que las células epiteliales del oviducto también
seleccionan y secuestran espermatozoides de alta calidad con la finalidad de que se
encuentren con los ovocitos dentro de la ampula (Waberski et al., 2005; Coy et al.,
2010). Se sospecha que adicionar FFP a dosis refrigeradas de semen podria aumentar
las posibilidades de seleccién y secuestro, ya que los espermatozoides llegarian
rapidamente al oviducto y posiblemente con menor desgaste del que comunmente son
sometidos in vivo. Por otra parte, existen evidencias de que los espermatozoides son
guiados por un gradiente quimico (quimiotaxis) para llegar al évulo (Ho y Suérez,
2001). Aunque no se conoce con exactitud la sustancia quimica que desencadena este

proceso (Sliwa, 2003), el FF podria ser el principal actor. Villanueva-Diaz et al. (1990)
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construyeron un modelo in vitro en humanos y efectivamente observaron que los
espermatozoides eran dirigidos por un gradiente aun no identificado (Hong et al., 1993).
De esta misma manera, Jeon et al. (2001) observaron que el FF desempefaba un
papel crucial en cuanto a la atraccién de los espermatozoides en humanos, atraccion
gue podria ser causada por una proteina de 86 KDa presente en este fluido (Serrano et
al.,, 2001). También se menciona que aunque los espermatozoides sean de baja
calidad, por medio de este fluido pueden lograr la capacitacion (Tacconis et al., 2001),
gue segun Pentrunkina et al. (2003) es la clave de la fertilizacion, y por otro lado, se
encuentra la quimioatraccién (Tacconis et al., 2001). Asi, la respuesta quimiotactica de
los espermatozoides al FF requeriria previamente la induccion de la capacitacion
mediante este mismo fluido, la cual se puede detectar por un aumento en los
parametros de motilidad (hiperactivacién). Contrariamente, Ho y Suarez (2001) afirman
que el contacto de los espermatozoides con el FF no hiperactiva a los
espermatozoides, ya que el proceso se observa mucho después de la liberacién de
este liquido al oviducto precisamente cuando se desencadena la ovulacion.

Los mismos autores manifiestan que las sefales concretas para iniciar la
hiperactivacién no estan aun descritas y que el fenbmeno se observa exactamente en

el momento de la fertilizacién.

5.1. Hiperactivacién espermatica

En este estudio, la evaluacion de distintos pardmetros demostré que la adicién
de FFP en dosis comerciales de semen porcino mejoro la calidad espermatica in vitro y
no indujo la hiperactivacion, en concordancia con los resultados de Ho y Suéarez (2001).
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Como se mencioné anteriormente, la hiperactivacion de los espermatozoides se
caracteriza por sus movimientos no lineales (Suarez y Ho, 2003; Ho et al., 2001). Por el
contrario, Isobe et al. (2002) aseguran que el FF en humanos estimula la
hiperactivacion.

Para identificar lo anteriormente debatido se utilizd el sistema de andlisis
computarizado CASA, una herramienta que segun Ehlers et al. (2011) puede brindar
resultados confiables con o sin personal capacitado, lo cual proporciona veracidad a los
resultados. También se baso6 en la clasificacion de Schmidt y Kamp (2004); de igual
manera que Cremades et al. (2005) definen a un espermatozoide como hiperactivo si
su velocidad curvilinea es >97 um/seg, la amplitud media del desplazamiento de
cabeza es >3.5 um/seg y el indice de linealidad <32%. De acuerdo con esta
categorizacion, los resultados de velocidad curvilinea, amplitud de los desplazamientos
de cabeza e indice de linealidad no se encuentran en ninguno de los rangos
mencionados anteriormente. Otra prueba por la cual no se presentd hiperactivacion es
el tiempo en que se llevo a cabo el experimento (0, 1, 2 y 3 dias). La manifestacion de
este proceso no hubiera permitido evaluar los espermatozoides a lo largo del
tratamiento dado que su viabilidad se acorta una vez hiperactivados.

Por tal motivo se deduce que agregar fluido folicular a dosis refrigeradas no
induce la hiperactivacion de los espermatozoides y posiblemente represente una
herramienta crucial para atraer a los espermatozoides al sitio de fertilizacién (Serrano
et al.,, 2001; Jeon et al.,, 2001). Ademas, adicionar FF sobre dosis refrigeradas

destinadas a |IA podria asegurar un mayor niumero de espermatozoides preparados
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para competir por los ovocitos, tal y como demuestran los resultados obtenidos en este

trabajo sobre los parametros de calidad.

5.2. Motilidad y velocidad espermatica

Se ha observado que agregar FFP a diferentes concentraciones de dosis
refrigeradas de semen porcino mantiene la motilidad total esperméatica al mismo nivel
gue una dosis sin FFP (Yeste et. al., 2008; Yeste et. al., 2008; Estienne et al., 2007,
Casas et al., 2010; Martin-Hidalgo et al., 2011 Hong et al., 1993). Por lo tanto, se puede
utilizar como un aditivo para espermatozoides sin alterar su motilidad.

Para garantizar el adecuado movimiento del espermatozoide no basta con tener
una gran cantidad de células en movimiento, sino que también es necesario que los
espermatozoides sean capaces de avanzar en linea recta a una velocidad progresiva
adecuada (Hong et al., 1993; Petrunkina et al., 2003; Casas et al., 2010; Martin-Hidalgo
et al., 2011;). Por tal motivo se evalud la influencia que podia tener el FFP sobre la
motilidad progresiva en dosis comerciales de semen y se observo que este parametro
mejor6 considerablemente respecto a las dosis que no contenian FFP a partir del dia 1,
siendo 15% la concentracién Optima. De acuerdo con los resultados del presente
experimento y a los de otros autores, el FF ayuda a mejorar la motilidad de los
espermatozoides (Nichol et al., 1997; Rodriguez et al., 2001; Briton-Jones et. al., 2001,
Yao et al., 2000; Jeon et al., 2001; Wang et al., 2001; Duran et al., 1997; Villanueva-
Diaz et al., 1990; Fahiminiya y Gerard, 2010). De modo que in vivo, el FF facilitaria el

recorrido de los espermatozoides a través del tracto reproductor de la hembra.
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No obstante, las motilidades total y progresiva disminuyeron al dia 3 en
comparacién con las dosis sin FFP. Esta caida podria atribuirse al aumento de la tasa
metabdlica de los espermatozoides mediada por el FFP, limitdndolos a mantener la
motilidad elevada hasta el dia 3 por el desgaste de energia. Se sugiere limitar el FFP
en dosis refrigeradas hasta 15%, ya que incrementarlo podria ser nocivo para la
viabilidad del espermatozoide en dosis de mas de 3 dias.

Nichol et al. (1997) observaron que agregar FFP no solo estimulaba la motilidad,
sino que también aumentaba la velocidad de los espermatozoides, como también se ha
observado en el presente estudio. Los mejores valores de velocidad promedio y
velocidad rectilinea se han obtenido para concentraciones de 15% de FFP. Esto hace
pensar que agregar 15% de FFP a las dosis comerciales en porcinos puede aumentar
el numero de competidores para el 6vulo (Gomendio y Roldan, 2008; Tourmente et al.,
2011), ya que se ha observado que cuanto mas rapido es el espermatozoide, mayores
son las posibilidades de fertilizar con éxito el évulo (Gomendio y Roldan, 2008; Turner,
2006; Flowers, 2009), asegurando asi el nimero de camadas de cerdos (Braundmeier

et al., 2004).

5.3. Integridad de la membrana espermatica

Como ocurre con la motilidad total, el FFP no disminuy6 la integridad de la
membrana respecto a las dosis sin FFP, por lo que puede ser afiadido sin
repercusiones para la calidad espermatica. Ademas, al dia 3 se observo un descenso
significativo de la integridad de membrana en el testigo con respecto a los tratamientos

con FFP. Estos resultados concuerdan con estudios anteriores en los cuales se
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concluye que el FFP ayuda a mantener la viabilidad espermatica, mejorando la funcién
del espermatozoide (Villanueva-Diaz et al., 1990; Hamamah et al., 1994; Fahiminiya y

Gerard, 2010).

5.4. Reaccién Acrosomal

Otro fenbmeno importante a estudiar es la reaccion acrosomal, la cual ha sido
investigada por varios autores para conocer la influencia que ejerce el FF sobre los
espermatozoides (Li et al., 2006; Rodriguez et al., 2001; De Jonge et al., 1993). Este
proceso se lleva a cabo de manera natural dentro de las criptas del istmo de los ovarios
(Olivera et al., 2006), mecanismo por el cual el espermatozoide libera, de la cabeza,
enzimas hidroliticas para penetrar la ZP de ovocito y fusionarse (Alberts et al., 2002;
Harvey, 2008). Sin embargo, si dicho proceso se desencadena antes de tiempo, el
espermatozoide ya no puede penetrar (Cumminis y Yanagimachi, 1986), por lo que no
es deseable que se produzca prematuramente. En el presente estudio no se
encontraron diferencias en las dosis de FFP con respecto a las dosis sin fluido, siendo
mas del 90% los espermatozoides que presentaban un acrosoma intacto, en
contradiccion con Burrello et al. (2004), que aseguran que la reaccion acrosomal

depende de la concentracion de FF que se agregue.

5.5. Perspectivas

Los resultados sobre los parametros de calidad espermatica evaluados en el

presente estudio conducen a proponer que el FFP podria utilizarse como un aditivo en
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dosis refrigeradas de semen porcino para mejorar los indices de fertilidad en la IA.
Aunque actualmente no se conocen los componentes individuales del FF que
intervienen sobre la funcionalidad de los espermatozoides (Hong et al., 1993), el FF ha
recibido escasa atencion por parte de los investigadores. Sin embargo, deberia ser un
tema de suma importancia para comprender muchos procesos fisioldégicos que aun
estan sin comprender en la reproduccién (Raymond et al., 2010), y por tal motivo se
esperan mas analisis al respecto.

Por el momento se puede especular que el FF podria ser una herramienta clave
para animales con problemas reproductivos debidos a la edad, al estrés estacional, al
manejo, al estado nutricional u otros problemas desconocidos que causan subfertilidad
o simplemente para garantizar la fertilidad en el hato (Esteves y Agarwal, 2011). Tal
como se ha especulado, al utilizar el FFP como un aditivo en la IA en cerdos podria
aumentar la seleccién y secuestro de espermatozoides de mejor calidad por parte de
las células del oviducto, dénde se mezclardn con el FFP real de la hembra cuando
sean liberados durante la ovulacion, garantizando asi el mayor numero de
espermatozoides que interactiien con los ovocitos dentro del &mpula.

Con todo lo descrito, el FF podria aprovecharse para asegurar el potencial
genético de los mejores sementales en un gran niumero de reproductoras facilitando el
mejoramiento genético de estos animales, y no so6lo en cerdos, sino también en otras
especies de interés.

Las propiedades que ofrece el FFP podrian a su vez utilizarse para optimizar el
volumen de las dosis comerciales, ya que actualmente en la IA el numero de

espermatozoides en dosis refrigeradas de semen es muy alto (Vazquez et al., 2005) y
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conviene implementar nuevos programas para reducir costos. Asimismo, en un futuro
se podria pensar en elaborar FF sintético con los componentes que éste posee, dado
gue la recoleccién de FF en grandes volumenes supondria un elevado costo de mano
de obra.

Se ha observado que en la reproducciéon asistida humana, el FF mejora la tasa
de prefiez (Giorgetti et al., 1992), por lo que el mas inmediato interés es realizar un
estudio de la IA en cerdos utilizando dosis comerciales con un 15% de FFP afadido,
asegurando asi que el FFP tampoco altera el normal desarrollo de los embriones in

Vivo.
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Figura 3. Relacién entre concentracion de fluido folicular porcino y velocidad curvilinea espermaética (um/seg) (efecto

cuadratico significativo P<0.0318).

abed vsalores por dia con diferente literal indican diferencias significativas (P<0.05).
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Cuadro 3. Efecto de concentracion de fluido folicular porcino y dias de conservacion sobre la motilidad total espermatica.

Dias de conservacion

0 1* 2% 3 Error Est.
Nivel de FFP
0% 90.66" 90.16 89.91 84.58° 1.50
5% 88.00° 89.75 88.25 84.75° 1.50
10% 93.33° 90.58 90.50 85.58" 1.50
15% 92.00° 90.66 89.41 75.58" 1.50

3P \Medias con distinta literal en columna indican diferencia significativa (P<0.05).
*Medias estadisticamente iguales (P>0.05).
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Cuadro 4. Efecto de concentracion de fluido folicular porcino y dias de conservacion sobre la motilidad progresiva

espermatica.
Dias de conservacion
o* 1 2% 3 Error Est.

Nivel de FFP

0% 53.75 55.50° 54.66 53.83° 2.12
5% 53.58 53.08° 56.25 48.08?2 2.13
10% 56.50 50.41° 57.33 52.66% 2.13
15% 58.50 59.332 60.25 46.582 2.13

3D Medias con distinta literal en columna indican diferencia significativa (P<0.05).
*Medias estadisticamente iguales (P>0.05).
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Figura 10. Relacion entre concentracion de fluido folicular porcino y velocidad rectilinea espermatica (um/seg) (efecto

cuadratico significativo P<0.0001).

abe valores por dia con diferente literal indican diferencias significativas (P<0.05).
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abe valores por dia con diferente literal indican diferencias significativas (P<0.05).
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Cuadro 5. Efecto de concentracion de fluido folicular porcino y dias de conservacion sobre la integridad de la membrana

espermatica.
Dias de conservacion
0* 1* 2% 3 Error Est.

Nivel de FFP

0% 88.75 88.00 85.00 72.91° 0.86
5% 90.33 87.25 87.16 80.752 0.86
10% 88.33 85.83 87.08 80.752 0.86
15% 88.16 88.00 87.16 81.83° 0.86

3D Medias con distinta literal en columna indican diferencia significativa (P<0.05).
*Medias estadisticamente iguales (P>0.05).
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VIl. CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, se concluye que el
FFP no tiene efectos nocivos sobre las dosis comerciales de semen porcino. Por el
contrario, mejord la motilidad de los espermatozoides y su viabilidad a largo plazo,
siendo la concentracion del 15% de FFP la optima en cuanto a su efecto en la calidad
espermatica.

Se recomienda utilizar el FFP en dosis refrigeradas antes del dia 2, ya que
posteriormente la calidad espermatica comienza a disminuir.

Finalmente, afadir 15% de FFP a dosis refrigeradas de cerdo en los primeros
dias podria tener un impacto benéfico en la IA, puesto que favoreceria el acceso de un

mayor numero de espermatozoides competentes al lugar de la fertilizacion.
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