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RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto del Glutation reducido
(GSH) sobre la calidad espermatica de verracos bajo condiciones de tropico
subhumedo. Se utilizaron 40 eyaculados provenientes de 4 verracos (10 réplicas
por verraco) de lineas comerciales Yorkshire/Landrace y Pietrain/Duroc entre 24 y
28 meses de edad, se colectaron a intervalos de 7 dias por la técnica de mano
enguantada. El eyaculado fue diluido 1:10 con 2000 x10° (espermatozoides viables),
se utilizd L - Glutation Reducido (GSH, Sigma-Aldrich®) adicionado al diluente
media duracién (MIlI®). Se formaron 3 grupos, grupo control sin GSH y dos
tratamientos con concentraciones de GSH: 1 mM y 2 mM, se evaluo las variables
seminales de movilidad total en microscopio 6ptico, Integridad de la membrana
plasmatica mediante la sonda de inmunofluorescencia (SYBR-14/PI), Ensayo dual
de resistencia osmética (HOST, solucién hiposmotica) / integridad acrosomal (Azul
de coomassie 0.22 %). Las mediciones se realizaron a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas
en el semen conservado a 17°C. Se utiliz6 un disefio factorial 3 x 4 x 5 (3
concentraciones de GSH: 0, 1 y 2 mM; 4 variables: Movilidad total, integridad de
membrana plasmaética, integridad acrosomal y tolerancia osmética; 5 mediciones de
conservacion: 0, 24, 48, 72 y 96 horas); los datos obtenidos se analizaron a través
de mediciones repetidas de modelo de efectos fijjos y las diferencias entre
tratamientos se obtuvieron a través de medias de minimos cuadrados y significancia
de P < 0.05. Los resultados indican que la adicion de GSH mejor6 (P<0.05). La
integridad de membrana plasmatica del espermatozoide de verraco suplementado
con GSH 2 mM fue 88.0% y con GSH 1 mM de 87.3%, no observando diferencia
entre concentraciones de GSH, pero si con el grupo control con 85.2% (P<0.05). En
la movilidad total, la adicion de GSH a 2 mM fue 58.9% y para GSH 1 mM de 56.9%,
mostrando diferencias significativas (P<0.05) con respecto al grupo control de
52.0%. Durante el periodo de conservacion a partir de las 72 y hasta 96 horas de
conservacion la movilidad total manifestd una disminucion del 14% para el grupo
control, mientras tanto, los tratamientos con 1 y 2 mM de GSH tuvieron solo
decremento del 11 y 6%, respectivamente. La integridad de membrana plasmética

fue el tratamiento con 2 mM de GSH logré mantener significativamente (P<0.05) en



87.52% al espermatozoide viable, seguido del tratamiento con 1 mM (85.40%), por
altimo, el control con 80.65%. Las variables tolerancia osmaética e integridad
acrosomal no mostraron diferencias significativas (P>0.05) en entre tratamientos de
GSHy el grupo control en ningun periodo de tiempo de conservacion. En conclusion,
la suplementacion con 2 mM de GSH al medio de dilucién tiene efecto de mejora en
la conservacion a partir de las 72 hasta 96 horas a 17 °C, en espermatozoides de
verracos en condiciones de topico subhumedo, lo cual es importante para el uso de

dosis seminal en programas de IA.

Palabras clave: GSH, semen conservado, verraco



ABSTRACT
The objective of the present investigation was evaluate the effect of reduced
glutathione (GSH) on sperm quality of boars under tropic conditions. 40 ejaculates
from 4 boars (10 replicates per boar) of commercial lines Yorkshire / Landrace and
Pietrain / Duroc between 24 and 28 months of age, were collected at 7 day intervals
by the gloved hand technique. The ejaculate was diluted 1:10 with 2000 x10°© (viable
sperm), L - Reduced Glutathione (GSH, Sigma - Aldrich ®) added to the diluent half
conservation (Mlll ®). Three groups were formed, control group without GSH and
two treatments with GSH concentrations: 1 mM and 2 mM, evaluating the seminal
variables: total mobility in optical microscope, Integrity of the plasma membrane by
means of the immunofluorescence probe (SYBR-14 / PI), Dual osmotic resistance
test (HOST, hypoosmotic solution) / acrosomal integrity (Coomassie blue 0.22%).
The measurements were made at 0, 24, 48, 72 and 96 hours in the semen conserved
at 17°C. experimental design factorial was used 3 x 4 x 5 (3 GSH concentrations: 0,
1 and 2 mM: 4 variables: Total mobility, plasma membrane integrity, acrosomal
integrity and osmotic tolerance and 5 conservation measurements: 0, 24, 48, 72, 96
hours); the data obtained were analyzed through repeated measurements of the
fixed-effect model and the differences between treatments were obtained through
means of least squares and significance of P <0.05. The plasma membrane integrity
of boar sperm supplemented with 2 mM GSH was 88.0% and with 1 mM GSH of
87.3%, not observing difference between GSH concentrations, but with the control
group with 85.2% (P <0.05). In total mobility, the addition of GSH at 2 mM was 58.9%
and for 1 mM GSH of 56.9%, showing significant differences (P <0.05) with respect
to the control group of 52.0%. During the conservation period from 72 and to 96
hours of storage, total mobility showed a 14% decrease for the control group, while
the treatments with 1 and 2 mM of GSH was observed only a decrease of 11 and
6% respectively. Plasma membrane integrity was the treatment with 2 mM of GSH
which achievement maintain significantly (P <0.05) in 87.52% viable sperm, followed
by treatment with 1 mM (85.40%), finally, control with 80.65%. The variables osmotic
tolerance and acrosomal integrity not show significant differences (P> 0.05) in

between GSH treatments and the control group any period of time of conservation.



In conclusion, supplementation with 2 mM of GSH to the dilution medium has an
effect of improvement in the conservation from 72 to 96 hours at 17°C in

spermatozoa of boars in topical conditions, which is important for the use of seminal

dose in Al programs.

Keywords: GSH, conserved semen, boar



l. INTRODUCCION

La actividad porcina en México posee una gran demanda de carne y la
autosuficiencia es de un 60%; actualmente el consumo per capita es de 18 kg y
crece a un ritmo superior del 4%, por lo que cada afio tiene se importa mas carne
de cerdo; el 86% de las importaciones provienen de Estados Unidos (SIAP, 2018).
Por otra parte, hay un aumento importante de granjas que destinan su producciéon
a la exportacion, en el 2018 las exportaciones superaron las 170 mil toneladas y el
90% de este volumen se destind a Japdén (Confederacion de Porcicultores
Mexicanos, 2018), por lo tanto, una de las grandes oportunidades es mejorar la
productividad de esta especie. En los ultimos afios se tiene registro que la mayoria
de las granjas estan por debajo de los 25 lechones destetados por cerda al afio
(INEGI, 2019).

La produccién porcina es principalmente intensiva y se basa en puntos basicos
como: manejo, alimentacion, genética, sanidad y reproduccién; en cuanto a este
altimo punto, mas del 90% de las hembras reproductoras son inseminadas con
semen fresco conservado a 17 °C y solo alrededor del 2% con semen
criopreservado. En la reproduccion porcina el verraco posee un papel destacado,
ya que, es el responsable no solo del mejoramiento genético, si no en gran medida
de la fertilidad de la piara (Villa et al., 2008). La utilizacion de la inseminacion artificial
(IA) con semen conservado a 17 °C se ha extendido gracias al desarrollo de
diluyentes que permiten la conservacion del semen con excelentes resultados, pero
su principal limitacién radica en la vida util del semen que varia entre 2-4 dias
(Gadea, 2001). Conjuntamente, con la calidad espermatica se convierte en un
punto de gran importancia, debido a que, sirve como criterio de valoracion de la
posible respuesta en cuanto a la capacidad fecundante, puesto que verracos que
presentan en un examen seminal rutinario una calidad pobre, posteriormente tienen
una fertilidad reducida (Truijillo et al., 2017). Sin embargo, esto no es una regla que
se cumpla en la totalidad de los casos, pues se ha probado que eyaculados que
presentaron una buena calidad espermatica no alcanzaron niveles normales en

cuanto a fertilidad durante la conservacion a 17 °C. Repercutiendo a corto plazo en



problemas de infertilidad, disminucion en la tasa de partos y tamafio de camada
afectando la estabilidad economica de las unidades de produccion, las cuales

dependen de la produccion de lechones (Rodriguez et al., 2012).

Los procesos de refrigeracion producen alteraciones de caracter fisico y quimico
sobre las membranas de los espermatozoides, teniendo como consecuencia la
reduccion de la viabilidad y movilidad celular, y, por lo tanto, de su capacidad
fecundante (Waberski et al., 2011; Obando et al., 2012). Las alteraciones
producidas por el descenso de temperatura estan asociadas con el llamado estrés
oxidativo, que se genera por la accion de las especies reactivas de oxigeno (ROS).
Todas las células vivas producen bajo condiciones aerdbicas ROS, las cuales se
originan principalmente de funciones metabdlicas normales de la misma célula
(Mata-Campuzano et al., 2012). Los ROS son radicales libres que se forman cuando
se rompe un enlace covalente entre moléculas y un electron queda con cada atomo

recién formado (Buonocore et al., 2010).

Las células esperméticas presentan en su estructura acidos grasos poliinsaturados,
especialmente la especie porcina contiene un gran namero de ellos, y debido a que
los lipidos de los espermatozoides son el sustrato principal de los ROS, son los
espermatozoides de esta especie especialmente sensibles a la peroxidacion lipidica
u oxidacion; que durante la conservacion la vida util del semen esta condicionada
por la produccién de ROS, debido a su vez al inevitable proceso del metabolismo
de los espermatozoides (Aitken y De Luliis, 2010; Yeste, 2017). Bajo este contexto,
se hace necesaria la utilizacibn de compuestos antioxidantes, con la intencion de
mejorar la calidad espermatica durante la conservacion, y por tanto mejorar la
capacidad fecundante de los espermatozoides. Los antioxidantes son moléculas
gue previenen la formacién descontrolada de radicales libres o inhiben sus
reacciones; su funcion es donar electrones para evitar una reaccion en cadena de
oxido-reduccién de moléculas vitales como lipidos, proteinas y ADN (Membrillo et
al., 2003; Hicks et al., 2006).



El glutation reducido (GSH) es un antioxidante que ha demostrado tener efectos
positivos como aditivo en el diluyente de conservacion a 17 °C, asi como, en los
medios de criopreservacion (Estrada, 2014). Actia como un mecanismo de defensa
contra la peroxidacion lipidica causado por ROS y juega un papel importante en el
mantenimiento de la calidad espermética (Bucak et al., 2010). Cérdova (2010)
demostré que el GSH adicionado al diluyente de conservacion a 17 °C, mantuvo de
mejor manera las caracteristicas esperméticas durante cinco dias de
almacenamiento, en cuanto a movilidad total, integridad de membrana y acrosoma

integro.
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Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. GENERALIDADES REPRODUCTIVAS DEL VERRACO
2.1.1. Anatomiay fisiologia del aparato reproductor
El aparato reproductor del verraco tiene las funciones de formacion, maduracion,
transporte 'y transmision de las células germinales masculinas, los
espermatozoides, que son depositados en el tracto reproductor de la hembra (Kénig
y Liebich, 2005). Anatdmicamente consta de testiculos, epididimos, conductos

deferentes, glandulas accesorias, uretra y pene (figura 1) (Estrada, 2014).

Los testiculos son los 6rganos primarios de reproduccion en el macho y
desempeiian dos funciones: gametogénesis y esteroidogénesis, ambas reguladas
por gonadotropinas; son érganos pares de forma ovalada que se ubican en la region
perianal y estan colocados de tal forma que el eje mayor se encuentra dirigido hacia
arriba y atras (Bonet et al., 2012). En el verraco adulto miden 13 cm de largo, 7cm
de didmetro y pesan alrededor de 360 gramos; considerando que entre mayor
tamafio testicular la calidad del semen eyaculado sera mejor (Hafez, 2002; Galina 'y
Valencia, 2009). El testiculo esta envuelto por una capsula de tejido conectivo
llamada tanica albuginea cuya funcion es mantener el parénquima testicular bajo
presion, a través de ella transitan los vasos sanguineos, ademas de poseer
proyecciones hacia el interior del testiculo llamados septos testiculares, estos
dividen al parénquima en lobulillos, de esta manera dan origen a los tdbulos
seminiferos, que tiene en su interior tejido intersticial y los conductos aferentes; en
conjunto, su funcidon primordial es producir espermatozoides a partir de las
espermatogonias (espermatogénesis) (Estrada, 2014; Truijillo et al., 2017). Como
ultima envoltura, los testiculos se encuentran protegidos por el escroto, siendo este,
una evaginacién de la pared abdominal, que se encuentra en contacto con el
ambiente exterior (Dyce et al., 2010; Estrada, 2014). EIl escroto se encuentra
firmemente unido a la tunica dartos, la cual, esta atravesada por una serie de fibras
musculares que ayudan a retraer el escroto haciéndolo mas rugoso junto con la
vena del plexo pampiniforme y el mdsculo cremaster, ayudando a la

termorregulacion en los testiculos y a la espermatogénesis que requiere una
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temperatura menor que la del cuerpo (Galina y Valencia, 2009). La temperatura

rectal respecto de la temperatura escrotal no varia mas de los 3 °C (Hafez, 2002).

——
N
\\%% Glandula prostatica
Recto
i N\
Vesiculas seminales = Misculo retractor del pene
N 4 Glandulas bulbouretrales
Conducto deferente S
o S—— Cuerpo del epididimo
Vejiga ﬂ' S 00 i~y ¢
% — = Gubemaculo
Cordon espermatico _.————-'%'} P > :
/// \ Cola del epididimo
Uretra peneana =
_————-""'/ Escroto
|
Testiculo
Glande Cabeza del
Diverticulo - . de Spididinic
Prepucial exura sigmoidea
del pene

Figura 1. Aparato reproductor del verraco (Galina y Valencia, 2009).

Adyacente a cada testiculo se encuentra el epididimo conformado de tres partes:
cabeza (Caput epididymidis) donde se realiza la maduracion espermatica, cuerpo
(Corpus epididymidis) transporta los espermatozoides hasta la ultima porcién del
epididimo y cola (Cauda epididymidis) donde los espermatozoides son
almacenados hasta su expulsién, (Hafez, 2002; Galina y Valencia, 2009; Bonet et
al., 2012). El epididimo mide 18 cm de largo y puede pesar alrededor de 85 gramos
(Konig y Liebich, 2005).

Continuamente, se localiza el conducto deferente, este conducto consta de tres
estratos membranosos: externa o fibrosa, media e interna o mucosa, esta ultima se

compone de pliegues longitudinales, (Galina y Valencia, 2009; Bonet et al., 2012).
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La funcién principal de este conducto es transportar a los espermatozoides hacia la
uretra. Por lo tanto, penetra la cavidad abdominal, cruza de manera ventral al uréter
y se ensancha para formar la ampolla del conducto deferente, porcion que contiene
a las glandulas de la ampolla, cuya secrecion se mezcla con el liquido seminal
(Hafez, 2002).

Dentro de las glandulas accesorias se encuentran las ampulas deferentes, la
préstata, vesiculas seminales y las glandulas bulbouretrales; en conjunto aportan
plasma seminal, el cual esta compuesto de nutrientes que mantienen la viabilidad
de los espermatozoides. Estan ubicadas en la porcion pélvica de la uretra, dentro
de la cavidad abdominal (Estrada, 2014; Trujillo et al., 2017).

Las vesiculas seminales, son glandulas pares, lobulares, de forma triangular, y
voluminosas; se unen con el conducto deferente (Galina y Valencia, 2009). Tiene
una longitud de 13 cm, anchor de 7 cm, grosor de 4 cm y pueden llegar a pesar
hasta 210 gramos (Ko6nig y Liebich, 2005). Funcionan depdsito de secreciones que
contribuyen a proporcionar material energético (fructuosa y monosacaridos) al
espermatozoide y volumen, constituyen de un 10 a 30% del eyaculado total (Galina
y Valencia, 2011). También, hay presencia de aminoacidos, acido citrico,
inhibidores de la acrosina y un elevado contenido de ergotioneina e inositol
(Cordova, 2010).

En cuanto a la prostata, consta de dos partes, el cuerpo que se encuentra extra
uretral en la base de la vejiga y su porcion diseminada se encuentra distribuida a
todo lo largo de la uretra de bajo la capa muscular (Galina y Valencia, 2009; Truijillo
et al., 2017). Su secrecion contiene principalmente acido citrico, también, acido
ascorbico, proteinas, lipidos y azucares, constituyendo hasta el 60% del volumen
total del eyaculado (Bernabé et al., 2009; Galina y Valencia, 2011). Es responsable
también de la secrecidn de zinc en forma de iones libres y unidos a proteinas, dando
asi, estabilidad a la membrana espermatica y de la cromatina nuclear, se ha

13



relacionado con el consumo de oxigeno por los espermatozoides y su movimiento
(Trujillo et al., 2017)

Las glandulas bulbouretrales, que son un par de glandulas tubulares, desarrolladas
de forma cilindrica; estdn ubicadas a lo largo de la uretra en su porcion pélvica,
rodeadas por mausculos estriados bulboglandulares, (Bernabé et al., 2009),
secretan una porcién de consistencia gelatinosa (tapioca) y constituye parte del
eyaculado, que, de manera natural funciona como tapén dentro del aparato
reproductor de la cerda, evitando asi, la pérdida de semen depositado posterior a la
copula (Trujillo et al., 2017). Con respecto a la uretra, es un conducto cutaneo-
musculoso que consta de tres porciones: pelviana, vulvar (raiz del pene) y la porcion
peneana (Galina y Valencia, 2011). Esta cubierta por los cuerpos de pene y su
funcién principal es conducir hasta el orificio uretral el eyaculado para lograr la

expulsion, de la misma manera que la orina (Hafez, 2002).

Como ultima estructura que conforma el aparato reproductor del verraco, se ubica
el pene, mide 45 a 50 cm, con un didmetro de 1.5 a 2 cm; el tejido eréctil es escaso
por lo tanto se clasifica como fibroelastico (Galina y Valencia, 2011). Consta de dos
Cuerpos cavernosos y un cuerpo esponjoso que rodean a la uretra; los dos primeros
se extienden hasta la punta del pene para formar el glande, el cual, tiene forma de
tirabuzén, desembocando en la abertura del prepucio (Dyce et al., 2010). El
prepucio es considerado la parte mas externa del pene y consta de cuatro sacos,
gue, normalmente contiene restos de orina y descamaciones epiteliales excretados
junto con feromonas, dando asi, el olor caracteristico del verraco; al conjunto de

secreciones se le denomina esmegma (Hafez, 2002; Dyce et al., 2010).

2.1.2. Endocrinologia reproductiva del verraco
El sistema endocrino participa de manera esencial en la regulacion de los procesos
gue permiten el crecimiento y desarrollo de los gametos masculinos. Basicamente,

esta integrado por el eje hipotadlamo-hipdfisis-gonadal, cualquier modificacion en
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estos niveles de regulacion, alterard la reproduccién y conducira a un problema de
infertilidad (Truijillo et al., 2017).

La regulacion endocrina se inicia a los 125 dias de edad como proceso continuo
controlado, por la respuesta cerebral a diferentes estimulos externos como el
fotoperiodo, la temperatura ambiental, el peso corporal y el medio ambiente social
(Estrada, 2014). Las hormonas reproductivas de mayor importancia en el verraco
son: Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH), Hormona Luteinizante (LH),
Hormona Foliculo Estimulante (FSH) e Inhibina, ademas la Testosterona (T4) y
Estrogenos, cada una tiene una funcion especifica a nivel testicular y en el
comportamiento sexual y su produccion es un efecto de reaccién en cadena, en
distintos lugares dentro del organismo del verraco (figura 2) (Hafez, 2002; Truijillo et
al., 2017). Parallevar a cabo la espermatogénesis existen mecanismos hormonales
de retroalimentacioén internos; asi, el incremento en la sensibilidad del hipotalamo a
niveles basales de testosterona provoca pulsos de liberacion de mayor duracion de
GnRH provenientes del hipotalamo, para generar la liberacion de LH y FSH
estimulando el funcionamiento gonadal y dar inicio a la espermatogénesis (Senger,
2003; Caires et al., 2008). La FSH induce cambios bioquimicos y morfologicos en
las células de Sertoli, convirtiendo los androgenos en estrégenos y esta involucrada
en la sintesis de la proteina transportadora de andrégenos (ABP), asi como de la
inhibina (Jones y DeChereny, 2005). Mientras que, en las células de Leydig estimula
el desarrollo de receptores de unién a la LH (Kuster y Althouse, 2007) La LH es
estimulada a partir de la GnRH, la cual induce la produccién de testosterona dentro
de las células de Leydi (Zarco, 2008). La produccién de testosterona promueve el
funcionamiento de las células de Sertoli y del tltimo estadio de la espermatogénesis,
el desarrollo y funcionamiento de las glandulas accesorias, asi como para la
regulacion del comportamiento sexual del verraco, es decir, el cortejo, la ereccion y

la eyaculacion (Germann y Stanfiel, 2005; Trujillo et al., 2017).

Por su parte, la Inhibina es producida en las células de Sertoli y regulada por la FSH,

gue a su vez controla la produccion de la misma FSH, a través de retroalimentacion
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negativa sobre la hipdfisis (Senger, 2003; Adams, 2005). Las células de Leydig
producen diversos androgenos, predominando la testosterona (Oskam et al., 2010).
La unién de los andrégenos a la ABP intratesticular permite mantener las cantidades
necesarias de androgenos dentro del tdbulo seminifero, siendo a su vez
responsable de la sintesis, en las células de Sertoli, de la enzima aromatasa que
convierte la testosterona en estradiol (E2) (Jones y DeChereny, 2005; Caires et al.,
2008). El E2 testicular va por via sanguinea al hipotdlamo, en donde tiene un efecto

de retroalimentacion negativa sobre la liberacion de GnRH (Galina y Valencia,

2011).
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Figura 2. Endocrinologia para produccion de espermatozoides del verraco
(Modificado de Senger, 2003).
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2.1.3. Espermatogénesis

La espermatogénesis se lleva a cabo en el epitelio de los tubos seminiferos, en el
verraco tiene una duracion de 35 a 37 dias, se compone de cuatro fases:
esparmatocitogénesis (mitosis), meiosis, espermiogénesis y espermiacion, dicho
proceso esta regulado por diferentes vias, enddécrinas, paracrinas y autécrinas que
modulan la actividad de las células somaticas y germinales, e involucran la
expresion coordinada de genes especificos en cada fase del proceso (Senger, 2003;
Avelar et al., 2010; Briz y Fabrega, 2013).

Dentro de la primera fase de esparmatocitogénesis hay proliferacion por mitosis de
un numero fijo de células germinales, dando lugar a células diploides
espermatogonias Al. En el compartimento basal, las células germinales se unen a
las células de Sertoli, que les proporciona nutricién, proteccién con la berrera
hematotesticular y aislamiento del sistema inmune (Johnson et al., 2008). Las
espermatogonias Al llevan a cabo alrededor de 6 divisiones mitéticas para formar
células subsiguientes: espermatogonias Al hasta A4 y espermatocitos primarios.
En total, una espermatogonia inicial A1 produce 64 espermatocitos primarios
(Senger, 2003). Posteriormente, comienza la fase de meiosis donde ocurre la
reduccion del material genético y se divide en meiosis | y meiosis Il, dando lugar a
256 espermatocitos secundarios haploides, esto ocurre por cada espermatogonia
Al (Garcia-Gil et al., 2002). A este nivel existe un proceso de apoptosis, como
medida homeostatica (Wagner y Claus, 2009). Seguido de esto, inicia la fase de
espermiogénesis, etapa de diferenciacion morfologico-funcional de los
espermatocitos convirtiéendose en espermatidas; (figura 3). Durante este
movimiento se lleva a cabo el desarrollo del acrosoma y la formacion de los
centriolos en el flagelo, asi como la condensacion de la cromatina nuclear (O’donnell
et al., 2011).
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Figura 3. Espermatogénesis del verraco (Wagner y Claus, 2009).

Las espermatidas llegan a introducirse en el citoplasma de las células de Sertoli,
donde adquieren glucégeno como sustrato de reserva energético a utilizar durante
los diferentes cambios estructurales del espermatozoide (Hafez, 2002). El aparato
de Golgi de la espermatida se transforma en el acrosoma y uno de sus centriolos
constituye el axonema del flagelo; también, las histonas nucleares son
reemplazadas en su mayor parte por protaminas, cambiando asi la estructura
nuclear (Abou-Haila y Tulsiani, 2000; Briz y Fabrega, 2013). Las mitocondrias
migran hacia el flagelo para formar la vaina mitocondrial, y el contenido
citoplasmatico se reduce dejando como resto final la gota citoplasmatica (Bonet et
al., 2000). Finalmente, ocurre la fase de espermiacién, proceso en el cual los
espermatozoides son liberados por las células de Sertoli, moviéndose hacia afuera
de los tubulos seminiferos al epididimo para su maduracion, en donde alcanzan su
potencial de fertilidad después de 12-15 dias de transito (Martinez-Pastor et al.,
2011; O’donnell et al., 2011). Se han distinguido entre 6 y 10 regiones en el

epididimo dependiendo de la composicion del fluido epididimario y de las
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modificaciones que el espermatozoide experimenta en cada regién (Fabrega et al.,
2011).

Otro cambio importante es la modificacién del metabolismo aerdbico a anaerdbico,
optimizando el fenotipo energético de los espermatozoides para su vida post-
eyaculacion (Yeste, 2017); de la misma manera, adquieren la capacidad de
adhesién en la superficie de la membrana plasmatica de las espermoadhesinas,
liberadas por las glandulas accesorias; de esta manera, evitan que el
espermatozoide sufra una reaccion acrosomal espontanea o inducida, hasta el
momento en que interactdan con las células del epitelio del oviducto, formando asi
el reservorio espermatico oviductal (Garcia-Gil et al., 2002; Rodriguez-Martinez et
al., 2007; Garcia et al., 2010). La produccion espermética sigue un esquema de
ondas que recorren todas las secciones de un tibulo seminifero, en una secuencia
consecutiva para completar el ciclo y proceder al siguiente nivel de desarrollo
(Hafez, 2002). Se estima que la producciéon diaria es de unos 16 x10°
espermatozoides y permite al verraco mantener la cantidad adecuada de reservas

esperméticas durante la vida reproductiva del verraco (Senger, 2003).

2.1.4. El eyaculado y su composicion

El proceso de eyaculacion en el verraco dura entre 6 y 20 minutos, el volumen de

eyaculado esta entre 200 y 300 ml, alcanzando en casos excepcionales los 500 ml

(Espinosa, 2002; Estrada, 2014); sin embargo, el volumen esta sujeto a

considerables variaciones como resultado de caracteristicas individuales del

verraco, raza, condiciones fisioldgicas y el medio ambiente (Gadea et al., 2003;

Fuentes et al., 2006). El eyaculado del verraco esta formado por tres fracciones

(Sancho, 2004; Peiia et al., 2006; Truijillo et al., 2017):

a) Fraccion pre-espermatica constituida fundamentalmente por secreciones
producidas por la prostata, vesiculas seminales y glandulas bulbouretrales, que,
en conjunto recibe el nombre de plasma seminal, es de aspecto transparente y

no contiene espermatozoides, su volumen oscila de 10 a 15 mL.
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b) Fraccion espermatica, considerada la fraccién rica en espermatozoides,
contiene una elevada concentracion, su aspecto es lechoso, el volumen de esta
fraccion es de 70 a 100 mL.

c) Fraccion posespermatica de color blanquecino casi transparente, su contenido
es elevado en plasma seminal, corpusculos gelatinosos “tapioca” que procede
de las glandulas bulbouretrales y pocos espermatozoides, el volumen de esta

fraccion oscila de 150 a 200 mL.

El volumen constituido por los espermatozoides del eyaculado porcino representa
del 10 al 30% y el plasma seminal del 70 al 90% (Truijillo et al., 2002). El plasma
seminal esta formado por la contribucion de las secreciones del testiculo y
epididimo, representando del 2 al 5% del volumen, vesiculas seminales del 15 al
20%, glandulas bulbouretrales del 10 al 15% y prostata del 45 al 60% (Casas et al.,
20009).

El contenido del plasma seminal est4 constituido por compuestos organicos e
inorganicos, principalmente carbohidratos, lipidos, aminoacidos y proteinas;
(Caballero et al., 2012). Dentro de los carbohidratos se encuentran la glucosa y en
menor medida la fructuosa (Foxcroft et al., 2008). Otros componentes de suma
importancia son los iones de Na*, k*, Ca?*, Mg?* y CI, fosfato inorganico, inositol,
acido  Ilactico, acido  citrico, acido  glutamico, glicerofosfocolina,
glicerofosfatidilinositol, arginina, creatinina, ergotioneina, proteasas, acrosina,
nucleasa, fosfatasa acida y alcalina, superoxido dismutasa, prostaglandinas y

hormonas como el estradiol (Foote, 2002; Medrano et al., 2006; Truijillo et al., 2017).

En cuanto a, las proteinas del plasma seminal influyen en la funcién y capacidad de
fecundacion de los espermatozoides al interactuar con el tracto reproductor de la
cerda, durante el transporte espermatico al sitio de fecundacién (Moura et al., 2006).
En conjunto mantiene la osmolaridad adecuada y un pH neutro, ademéas de
proporcionar fuentes de energia para el metabolismo de los espermatozoides

(Hafez, 2002). La proporcion de estos componentes dependerd de diversos factores
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como la raza, el intervalo entre eyaculaciones y la salud del verraco (Cardozo et al.,
2006).

2.2. EL ESPERMATOZOIDE PORCINO
El espermatozoide es una célula eucariética haploide (Aurich, 2005) y altamente
especializada (Martin, 2013). Su actividad metabdlica varia en las diferentes etapas
de la vida del espermatozoide de acuerdo a sefales del medio que los rodea, con
el fin de lograr la fecundacion (Roldan, 2012). El espermatozoide de verraco es una
de las células mas diferenciadas en cuanto a su morfologia, composicién de
membranas (proporcion de los distintos tipos de fosfolipidos o de acidos grasos
poliinsaturados), mecanismos de regulaciéon del calcio intracelular y vias de

sefializacion celular (Roldan, 2012; Martin, 2013).

2.2.1. Estructuray fisiologia del espermatozoide

El espermatozoide de verraco mide alrededor de 44 um de longitud y esta dividido
en tres secciones principales: cabeza (7 pum), cuello (0.7 um) y cola (37 um). Estas
secciones estadn rodeadas por una estructura lipoproteinica en forma de bicapa
continua llamada plasmalema o membrana plasmatica (figura 4) (Trujillo et al., 2002;
Estrada, 2014).

La cabeza es plana bilateralmente y de forma ovalada conteniendo en su apice una
vesicula o acrosoma. Sus dos caras presentan caracteristicas asimétricas, una
aparentemente plana y la otra presenta una protuberancia apical en forma de
semiluna, que se extiende por los margenes de la cabeza a lo largo de 1.2 ym
(Quintero-Moreno et al., 2009; Briz y Fabrega, 2013). Dentro de la cabeza se
encuentran estructuras importantes como el nucleo y el acrosoma (Darszon et al.,
2006; Flores y Vilanova, 2015). La cabeza a su vez se subdivide en tres regiones
basadas en las caracteristicas de la membrana, por lo tanto, se denominan como
regiébn acrosomal (area cubierta por el acrosoma), region ecuatorial (area donde se
inserta el acrosoma) y area post-acrosomal (zona que solo presenta membrana

plasmaética).
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El ndcleo es una estructura rigida formada por la teca perinuclear y contiene los
filamentos de DNA que se estructuran en complejos nucleoproteinicos al ligarse a
protaminas (P1) y a histonas, estas estructuras forman la cromatina condensada
(Hermo et al., 2010; Flores et al., 2011). La longitud de nudcleo es de 6.6 um y el
grosor varia en las dos regiones de la cabeza que este abarca, 220nm en la region

acrosomal y 320 nm en la regién post-acrosomal (Bonet et al., 2000).

Por su parte, el acrosoma en una vesicula que cubre los dos primeros tercios de la
cabeza, en su interior contiene variedad de enzimas proteoliticas principalmente
hidrolasas y esterasas (Bonet et al., 2006). El contenido enzimatico, principalmente
la hialuronidasa (Darszon et al., 2006; Hermo et al., 2010). Aunque la superficie del
acrosoma es una vesicula continua, esta formado por dos membranas
superpuestas: la membrana acrosomal externa que se encuentra en contacto con
la membrana plasmatica y la interna que esta en contacto con la teca perinuclear
(Pesch y Bergmann, 2006; Hermo et al., 2010).

La pieza de conexion o cuello une la cabeza con la pieza intermedia y forma de
trapecio, es un segmento de union corto de 1 um que va desde la base del nicleo
hasta la primera mitocondria de la pieza intermedia y contiene el centriolo a partir
del cual se llevara primera division mitética (Bonet et al., 2000).

El flagelo o cola tiene forma filamentosa y cilindrica compuesta de tres piezas: la
pieza intermedia o mitocondrial, la pieza principal y la pieza terminal. La pieza
intermedia o mitocondrial tiene 9 pm en longitud y 0.7 ym de diametro, y presenta
una estructura axonematica cubierta por la vaina mitocondrial, estructura formada
por las mitocondrias helicoidalmente alrededor del axonema (Bonet et al., 2000;
Estrada, 2014). Esta pieza intermedia esta conectada con la pieza principal a través
del anillo de Jensen, un paquete de subunidades filamentosas que adhieren estas
dos estructuras, evitando el desplazamiento de la vaina mitocondrial (Guan et al.,

2009). La pieza principal es el segmento mas largo del flagelo con una longitud de
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30 um, se extiende desde el final del anillo de Jensen hasta el segmento terminal y
su funcidn consiste en proporcionar movilidad al espermatozoide (Pesch y
Bergmann, 2006). En su interior se encuentran estructuras citoesqueléticas
formando la vaina fibrosa, esta se compone de dos columnas longitudinales,
colocadas de manera contralateral conectadas con un arreglo estructural, facilitando
asi el bateo flagelar; también cuenta con proteinas citoesqueléticas que establecen
enlaces disulfuro durante la maduracién epididimal, haciendo que toda la estructura

sea extremadamente estable (Hermo et al., 2010).
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Figura 4. Divisiones y estructura del espermatozoide de verraco (Modificado de
Estrada, 2014).
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Por su parte, la membrana plasmética es una estructura que ademas de rodear a la
cabeza espermatica, también recubre a todo el flagelo; es muy dinamica y fluida; ya
gue sus lipidos y proteinas son capaces de moverse (difusion lateral) y presentar
movimientos de flexién y rotaciéon (Darszon et al., 2006). Dentro de dichas
modificaciones destacan alteraciones fisicoquimicas de los lipidos, dando lugar a
cambios en el patron de distribucion de las proteinas, insertdndose nuevas
proteinas sintetizadas en el epididimo y perdiendo o restituyéndose proteinas de

origen testicular (Arenas et al., 2010).

2.2.2. Composiciéon y funcion de la membrana plasmatica

Bioguimicamente la membrana del espermatozoide esta constituida por una bicapa
lipidica y proteinas unidas por interacciones no covalentes, los lipidos estan
dispuestos en forma de una doble capa continua de 4 a 5 nm de grosor (figura 5)
(Gadella y Harrison, 2000). Las proteinas que estan incluidas en la bicapa lipidica
con diversas funciones, como el transporte de las moléculas especificas hacia el
interior y exterior de la célula; mismas que actian como enzimas o catalizadores de
las diversas reacciones y funcionan como receptores en la transduccion de sefiales
(Estrada, 2014). Ademas de lipidos y proteinas, la membrana también contiene
carbohidratos, que en la mayoria de los casos son cadenas de azucares simples o

polisacaridos (Arenas et al., 2010).

La membrana plasmatica esta dividida en regiones o dominios, que difieren entre
ellos tanto en su estructura y composicion, cada uno de los cuales tendra una
funcion determinada a lo largo de la vida del espermatozoide (Bonet et al., 2006).
En el caso de los lipidos, conforman la estructura principal de la membrana del 30
al 50% de la membrana, dentro de los cuales el 60 al 70% corresponden a
fosfolipidos, que a su vez 50% son lipidos esteres. Aspecto que resulta importante
para la fusion de los gametos, ya que, requiere la participacion particular de un

microambiente de lipidos (Gadella y Harrison, 2002).
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Los fosfolipidos de la membrana plasmatica se distribuyen en dos monocapas
contrapuestas, con la parte hidrofébica (acidos grasos) en contacto forma la bicapa
lipidica, esto otorga asimetria a esta estructura; la diferencia entre los fosfolipidos
insaturados de la cara externa y la cara interna hidrofilica de la membrana
plasmatica favorece su polaridad y movimiento de translocacion fosfolipidica entre
ambas caras, gracias a la funcion de enzimas fosfolipido transferasas (Yeste, 2009;
De Mercado, 2011; Hidalgo, 2013).
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Figura 5. Estructura de la membrana plasméatica del espermatozoide porcino.

De acuerdo a Watherhouse et al. (2006), los acidos palmitico, estearico, oleico,
docosapentaenoico y docosahexaenoico (DHA) son los acidos grasos de cadena
larga mas abundantes en la membrana plasmatica del espermatozoide de verraco.
Se ha determinado que los fosfolipidos presentes son en su mayoria fosfatidilcolina,
esfingomielina, fosfatidiletanolamina, y en menor cantidad, fosfatidilserina,
difosfatidilglicerol, fosfatidilinositol. Considerando que la fosfatidilcolina se
encuentra estable en las tres principales regiones del epididimo (cabeza, cuerpo y
cola) y las cantidades declinan significativamente hasta llegar a la regién caudal
(Gadella, 2008a; Arenas et al., 2010).

El colesterol es uno de los lipidos neutros que mas relevancia tiene en la
composiciéon de la membrana plasmatica y la relacion entre la cantidad de este con

los fosfolipidos es fundamental para la estabilidad de la membrana; no obstante, la
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relacion de estos compuestos en el espermatozoide porcino es relativamente
menor, haciéndolo susceptible al choque térmico por bajas temperaturas (Estrada,
2014).

Las proteinas tienen funciones dinamicas de la membrana plasmatica del
espermatozoide. Participan en funciones como el transporte de calcio al interior de
la célula (canales de calcio), que, resulta vital para la capacitacion espermatica
como la hipermovilidad, reaccién acrosomal y linealidad o progresion del
movimiento espermatico “movilidad progresiva” (Carlson et al., 2003; Darszon et al.,
2006). La distribucion de las proteinas en la membrana también cambia
marcadamente entre el flagelo, pieza media y el acrosoma; con alto grado de
polaridad, reportandose entre las proteinas especificas de la membrana
espermatica: 3-1,4 galactosiltransferasa, fucosiltransferasa, a-d-manosidasa, sp56,
p95, entre otras (Gadella, 2008b).

2.3. METODOS DE COLECCION DE SEMEN PORCINO

La técnica de la mano enguantada es la mas utilizada por centros de transferencia
genética, debido a la facilidad en el manejo y material que resulta basicamente
econdémico, a su vez, garantiza que las caracteristicas del semen sean las 6ptimas
para su procesamiento (Estrada-Paqui y Martinez, 2017; Trujillo et al., 2017). Para
esta técnica es necesario que el verraco reciba un periodo de entrenamiento a partir
de los 6 y 7 meses de edad, con la ayuda de una maniqui (Kubus, 2010). La técnica
se basa en ejercer presion con la mano enguantada del operador sobre el glande
del verraco, habra el reflejo de eyaculacion la cual tiene duracion de 8 a 25 minutos
(Hazel, 2005; Cérdova et al., 2015; Estrada-Paqui y Martinez, 2017).

El uso de material limpio y la preparacion previo a la coleccion: colocacion de bolsa
con filtros de coleccion dentro del termo colector y guantes desechables de
poliuretano o nitrilo (Trujillo et al., 2017). Aunque también existen otros dos métodos
de recogida de semen menos utilizados en la especie porcina: el método por vagina

artificial que consiste en simular la vagina de la cerda, y se basa en ejercer presion
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y una temperatura, es necesario contar con una cerda en estro que permita ser
montada por el macho (Knox, 2016; Del Valle, 2017). El otro método es por
electroeyaculador, el cual se desarroll6 para aquellos verracos cuyo valor genético
es valioso asi como la edad, el peso o afecciones locomotoras les impiden la monta
para la coleccion, este método consiste en ejercer estimulos eléctricos sobre los
nervios pélvicos y las glandulas accesorias provocando la eyaculacion, para esto se
introduce por el recto del macho un anodo debidamente lubricado y las descargas
eléctricas se ejercen de manera gradual controladas (Espinosa 2002; Wolf y Smital,
2009; Cordova et al., 2015).

2.4.  ANALITICA SEMINAL
La calidad del semen de cada verraco, considerando que tenga el potencial
fecundante, esta ligado a la calidad de sus espermatozoides, previo a su

procesamiento (Sancho y Vilagran, 2013; Truijillo et al., 2017).

2.4.1. Caracteristicas macroscoépicas

El estudio macroscopico, es la primera evaluacion después de la extraccion y
considera la evaluacion de la temperatura, volumen, color, olor y pH (Sancho, 2002;
Trujillo et al., 2017).

2.4.1.1. Temperatura

La temperatura del eyaculado de verraco es de 36 a 37 °C (Espinosa, 2002; Estrada,
2014). Se determina con termdmetro de inmersion o infrarrojo, se recomienda sacar
la bolsa que contiene el eyaculado del termo colector para medir este parametro
seminal (Trujillo et al., 2017).

2.4.1.2. Volumen

De acuerdo a la edad, tamario testicular, raza y estado fisiologico de cada verraco
el volumen total oscila entre 150 a 500 mL; con respecto a la fraccién rica en
espermatozoides, el volumen normal oscila entre 50 y 150 mL (Estrada, 2014). Para

evaluar esta caracteristica se puede emplear probetas graduadas o balanza
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analitica, se coloca la bolsa 0 vaso que contenga el semen sobre la plataforma y se
hace la lectura (Gadea, 2001; Kubus, 2010).

2.4.1.3. Color-olor

Es variable conforme a la concentracion espermatica y la clasificacion normal es
blanco-transparente, blanco-lechoso y blanco-cremoso (Kubus, 2010; Cérdova et
al., 2015). El color de la fraccién rica o espermatica es blanco-cremoso (Trujillo et
al.,, 2017). Pueden existir variaciones anormales que frecuentemente indican
alteracion; tonos rojizo, café o marrén significan presencia de sangre debido a lesion
en uretra o replicacion viral en el epididimo (Sancho, 2002). Tonos verdosos o
reflejos metalicos indican contaminacion con tapioca oxidada (Chun-Xia y Zeng-
Ming, 2000); vy, los tonos amarillos indican contaminacion por orina 0 esmegma
(Espinosa, 2002).

2.4.1.4. pH

El semen se considera de un pH neutro y los valores normales varian de 6.98 a 7.8;
para una evaluacion cuantitativa con el potenciometro (Gadea, 2001). O bien con
uso de tiras reactivas, las cuales reportan si el pH es &cido, neutro o alcalino
(Espinosa, 2002). El pH refleja el equilibrio entre los valores de las diferentes
secreciones de las glandulas accesorias, principalmente la secrecion de vesicula

seminal alcalina y la secrecion 4cida prostética (Ariagno y Mormandi, 2016).

2.4.2. Caracteristicas microscoépicas

La evaluacion microscopica incluye parametros celulares — funcionales y del estado
fisiolégico — metabdlico; los primeros, a través de ensayos para determinar la
concentracion, movilidad, morfologia, viabilidad (integridad de la membrana
plasmética) y tolerancia osmoética (Sancho, 2002; Gadea, 2001, Foxcroft et al.,
2008). Los parametros del estado fisiologico — metabdlico valoran la fluidez de
membrana, integridad nuclear, estado de la vaina mitocondrial, niveles de
compuestos oxigeno reactivos (ROS), integridad del acrosoma, asi como niveles y

actividad de diferentes metabolitos y enzimas (De Andrade, 2007; Bonet et al., 2012;
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Trujillo et al., 2017). Para determinar todos estos parametros es importante tener el

conocimiento amplio de la fisiologia del espermatozoide.

2.4.2.1. Concentracion espermatica

Generalmente el eyaculado de verraco contiene una concentracién espermatica de
300 a 600 millones/mL (Casas et al., 2010), se puede realizar por diferentes
métodos, cada uno con ventajas y limitantes, los mas usuales son, camaras de
recuento celular (Burker, Neubauer, Mackler y/o Thomas) que permiten determinar
el nimero de espermatozoides en determinado volumen (Chun-Xia y Zeng-Ming,
2000; Kubus, 2010), Sin embargo, existen variaciones de 5 y 20% que estara
determinado por la dilucion y manejo de las camaras de recuento (Knox, 2004;
Christensen et al., 2005). También, se tiene los métodos por colorimetro y
espectrofotometro, basados en la absorcién de energia a través de la materia
(semen diluido) transmitida por una fuente determinada de energia (Oshio et al.,
2004; Sancho y Vilagran, 2013). La absorbancia es proporcional a la concentracion
esperméatica; a mayor absorbancia, mayor concentracion esperméatica y menor
cantidad de luz llega al receptor (curva de calibrado); no obstante, su disefio es para
medir soluciones y no suspensiones heterogéneas como es un eyaculado con
presencia de restos celulares, aglutinacidon espermatica, bacterias, tapioca,

proteinas en plasma (Curi et al., 2008; Toro-Montoya, 2009; Chenlo et al., 2013).

La concentracion también puede ser medida por un sistema informatico “CASA”
(Computer Assisted Sperm Analysis) y a través de los modulos que conforman el
equipo, a su vez, permite evaluar diversos parametros seminales mas especificos
como movilidad y calidad de movimiento, morfometria, integridad de las
membranas, la fragmentacién de ADN y evaluaciones con fluorocromos (Roca et
al., 2011; Valverde y Madrigal, 2018). Su uso suele ser limitado, debido a que solo
aguellos laboratorios o centros de transferencia genética sofisticados tienen la

capacidad de adquirirlo.
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Por ultimo, la concentracion espermatica también puede ser valorada por citometria
de flujo, a través de dispersion de luz y fluorescencia, que, su vez ayudaran a
determinar gran variedad de parametros espermaticos especificos, de miles de
células individuales en pocos minutos; debido a su velocidad, sensibilidad,
objetividad y analisis multiparamétrico de medicion, se considera el método de
referencia; sin embargo, su uso es limitado a grandes laboratorios de investigacion
(Cordova et al., 2016; Valverde y Madrigal, 2018).

2.4.2.2. Movilidad espermatica

La estimacion de la movilidad espermatica indica la capacidad de movimiento de los
espermatozoides, valorando la motilidad individual. EI método mas utilizado para
determinar este parametro debido a que resulta ser préactico, econémico y rapido,
es la observacion directa bajo microscopia 6ptica de una muestra de semen
(Johnson et al., 2000; Quintero-Moreno et al., 2004); se trata de una evaluacion
cuali-cuantitativa que estima la tasa de espermatozoides en movimiento general (0
a 100%) y la calidad (tipos) de movilidad (escala de 0 a 5). No obstante, es muy
subjetivo y de gran variabilidad en los resultados, dependiendo del técnico que lo
realiza (Ariagno y Mormandi, 2016). Aunque es un resultado subjetivo, se emplea
en programas de inseminacion artificial con valores aceptables de entre 70 a 90%
(Espinosa, 2002).

El método estandar para evaluar la movilidad espermatica ha sido y sigue siendo la
clasificacion objetiva y sofisticada que arroja el sistema automatizado CASA; al
contar con un ordenador, cadmara de video, microscopio optico de contraste de fases
(segun el requerimiento de cada sistema) y un software; se basa en la captura de
multiples imagenes digitales con el movimiento individual del espermatozoide,
calculando y clasificando su trayectoria en base a diferentes parametros de
movilidad definidos por el software (Curi et al., 2008; Vyt et al., 2008; Ariagno y
Mormandi, 2016). Cada laboratorio utiliza un equipo diferente con técnicas distintas
gue dan lugar a resultados dispares, entre centros (Tejerina et al., 2008; Ariagno et
al., 2011).
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2.4.2.3. Integridad de la membrana plasmatica (Viabilidad espermatica)

La integridad de la membrana plasmatica es un indicador de la viabilidad, la cual,
es necesaria para mantener la funcion celular, la perdida de continuidad (ruptura)
de la membrana es asociada con la pérdida de viabilidad celular (muerte) (Sancho
y Vilagran, 2013; Trujillo et al., 2017). El eyaculado de verraco debe tener como
minimo aceptable un 85% de espermatozoides con membrana intacta para ser

considerarse de buena calidad (Espinosa, 2002; Cérdova et al., 2015).

La viabilidad puede ser evaluada por diferentes métodos, dentro de los métodos
convencionales estan el uso de tinciones vitales como la de tripan azul y la eosina-
nigrosina, bajo microscopia con luz convencional (Kvist y Bjorndahl, 2002; Trujillo et
al., 2017). Estos métodos se basan en que la membrana plasmética de los
espermatozoides viables no es permeable a la tincidon (espermatozoides blancos),
mientras que los espermatozoides no viables se vuelven permeables, por
consecuencia absorben la tincion, tornandose azules (tripan azul) y rozados a
purpuras (eosina-nigrosina) (Espinosa, 2002; Sancho, 2002; Diaz et al., 2009;
Kubus, 2010). La eosina-nigrosina es la mas utilizada por su factibilidad y costo, sin
embargo, ha llegado a considerarse inadecuada con ciertos medios de dilucion, que,
a menudo interfieren con la tincion produciéndose resultados erroneos; por su parte,
Tsakmakidis et al. (2010) reporta que los resultados de viabilidad obtenidos
mediante eosina-nigrosina se correlacionan de manera positiva con la tasa de

gestacién en cerdas.

Por otro lado, nuevos procedimientos para la evaluacién de la integridad de la
membrana plasmatica han sido reportados mediante el uso de las sondas
fluorescentes como SYBR-14 y yoduro de propidio (Pl), bajo microscopia de
fluorescencia o citometria de flujo. Ambos fluorocromos actian mediante la
penetracion de la membrana espermatica, y evaltan la integridad de la membrana
del espermatozoide, marcando las células viables y las bombas idnicas funcionales
(Ramalho-Santos et al., 2007; Estrada, 2014). Con esta combinacion, el nucleo de

los espermatozoides vivos se tifie verde (SYBR-14), mientras las células

31



degeneradas, las cuales han perdido la integridad de su membrana, se excitan con

el IP y se tifien de rojo (Yeste et al., 2009; Restrepo et al., 2013).

2.4.2.4. Tolerancia osmodtica del espermatozoide (funcionalidad de
membranas)
Aunque el espermiograma parece contener informacion suficiente para predecir
adecuadamente la fertilidad y permitir una buena estimacién de la calidad seminal;
por un lado, existen pruebas que nos indican la pérdida (ruptura) de la membrana
plasmética (perdida de viabilidad), pero una membrana plasmatica intacta no
siempre indica que la célula sea viable (Espinosa, 2002; Truijillo et al., 2017). Ante
esto, se han desarrollado nuevas técnicas con las cuales se ha adquirido un mejor
conocimiento acerca de la célula espermatica y tienen que ver con la funcionalidad
de la membrana plasmética (Foxcroft et al., 2008). El espermatozoide de verraco es
muy sensible a cambios en el medio ambiente y su habilidad de responder al estrés

osmotico esta relacionado con la funcionalidad celular (Yeste et al., 2010).

La prueba HOST (Hypoosmotic Swelling Test) evalla la integridad y principalmente
la funcionalidad del espermatozoide, asociada a su capacidad de penetracion al
ovulo; basada en someter al espermatozoide en un medio hiposmotico (102-120
mOsm) para medir de la habilidad de la membrana plasmética para transportar
fluidos, si la membrana esta intacta y bioquimicamente funcional el agua entrara en
el espermatozoide para alcanzar el equilibrio osmdético, entonces, la membrana
adquiere la suficiente elasticidad para adaptarse al cambio, originando un repentino
incremento del volumen intracelular provocando un hinchamiento y como respuesta
el espermatozoide manifestara enrollamiento del flagelo (Diaz et al., 2009;
Hernandez et al., 2015). Se consideran valores aceptables por arriba del 60% de

espermatozoides con respuesta de enrollamiento de flagelo (Estrada, 2014).

Por otro lado, existe la prueba de resistencia osmética ORT (test de resistencia
osmatica); consiste en valorar la capacidad del espermatozoide de resistir la

incubacién en dos medios, uno hipoosmético (102 mOsm) y otro iso-osmético (300

32



mOsm), la tolerancia espermatica a los cambios de osmolaridad estara determinado
por el porcentaje de alteraciones en el acrosoma (funcionalidad de membrana
acrosomal) (Trujillo et al.,, 2017). El acrosoma tiene un papel crucial en la
fecundacion al momento de penetrar el ovocito, lo cual sucede debido a cambios
fisiologicos en el acrosoma (capacitacion espermatica y la reaccién acrosomal); se
consideran valores aceptables por arriba del 60% de espermatozoides con
acrosoma integro para eyaculados de verraco destinados a programas de

inseminacion artificial (Yeste et al., 2010; Bonet et al., 2012).

Existen diversas tinciones que evallan la integridad del acrosoma, por su parte, la
tincion azul de coomassie es una técnica facil y rapida basada en determinar el
estado o alteracion acrosomal. La tincion tiene gran afinidad por las proteinas
uniéndose a grupos aminos libres, sulfhidricos libres o hidroxilos libres, entonces,
las proteinas del acrosoma toman una coloracion azul intensamente brillante,
favoreciendo la valoracion de la integridad de dicha estructura (Trujillo et al., 2017).
La técnica de tincién que se utilice sera conforme a las estructuras que se deseen
observar, ante esto, hay colorantes basicos y acidos como la hematoxilina, eosina-
verde, eosina-nigrosina, azul tripano y Giemsa, y wright que tifien macromoléculas

acidas o alcalinas (Quintero-Moreno et al., 2011).

2.5. CONSERVACION DE SEMEN PORCINO
El eyaculado porcino debe mantener los pardmetros seminales Optimos para
asegurar la fertilidad en las hembras. Para prolongar la supervivencia de los
espermatozoides, su actividad metabdlica se debe disminuir por inhibidores
guimicos y/o disminuyendo la temperatura; por lo tanto, el eyaculado necesita
diluirse y conservarse después de la coleccion a una temperatura adecuada (Truijillo
et al., 2017; Cuenca y Avellaneda, 2017; Lopez et al., 2017). Existen diversos
métodos de conservacion, como conservacion a 15 - 17 °C (fresco-diluido),
criopreservacion y enfriado a 5 °C; cada uno con sus respectivas limitantes y
caracterizados por mantener durante un tiempo determinado, ya sea, periodos

cortos o prolongados, sin embargo durante cualquier método de conservacion
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ocurre un efecto negativo al incrementar los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y como consecuencia la disminucion en la movilidad y fertilidad
(Estrada, 2014; Yeste, 2017; Flores et al., 2018).

2.5.1. Semen diluido conservaciéon a 15-17 °C

La conservacion de semen a 17°C es mas utilizada en programas de IA , su uso
logra una fertilidad a parto mayor del 85%, pero con la limitante de que la célula
espermdtica solo se conserva viable de 3 a 5 dias (Gadea, 2001).
Aproximadamente, mas del 90% de las inseminaciones en granjas porcinas del

mundo, son realizadas con semen conservado a 17 °C (Torreta et al., 2010).

Este método de conservacién se basa en la dilucion del eyaculado, inmediatamente
después de haber sido recogido (Espinosa, 2002). La adicion del medio de dilucién
en reemplazo del plasma seminal es necesario para mantener la integridad de la
célula espermatica, puede ser el medio para evitar una baja movilidad, acrosomas
dafados, formas anormales, aglutinaciones espermaticas, proteicas y de sales, sin
olvidar las contaminaciones; asi como para aumentar el volumen del eyaculado,
siendo fundamental para poder mantener los parametros de fertilidad y prolificidad
(Cuenca y Avellaneda, 2017; Lopez et al., 2017). No obstante, durante el
procedimiento de manejo como la dilucién y almacenamiento a bajas temperaturas
de semen diluido pueden dafar la membrana espermatica; afectando su
funcionalidad (Waberski et al., 2011).

La mayoria de los diluyentes disponibles en el mercado proporcionan una proteccion
aceptable durante las primeras 72 horas de almacenamiento, aunque la movilidad
y la fertilidad disminuyen cuando se almacena semen durante mas de 4 dias (Vyt et
al., 2004). Ante esto, Fraser y Strzezek. (2004), observaron una reduccion del 50%
en la movilidad espermatica, disminuyo 53% la poblacién de espermatozoides con
membrana plasmatica integra e incrementd 10% con fragmentacion de ADN en un

periodo de 96 horas de almacenamiento a 16 °C. Sin embargo, Casas y Althouse.
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(2013), no observaron diferencias significativas en la movilidad de semen

conservado a 17 °C en un periodo de almacenamiento de 0 y 24 horas

En cuanto a parametros reproductivos en granjas comerciales de ciclo completo, la
IA con semen conservado a 15-17 °C, ha destacado sobre los parametros obtenidos
con la monta natural obteniendo tasas de fertilidad hasta de un 85%, en cuanto a
tamafio de camada de 12.5 y 10.5 lechones nacidos (Hernandez et al., 2008;
Hernandez et al., 2015; Flores et al., 2018). No obstante, la refrigeracion prolongada
es la causa principal de pérdida de movilidad y viabilidad espermatica; en este
contexto, Obando et al. (2012), reportaron tasas de fertilidad del 75% con semen de
24 horas conservado a 17 °C. Por su parte, Gomez-Rincon et al. (2009) obtuvieron
fertilidad del 100% con semen conservado de 24 horas, en contraste, con semen
conservado de 12 y 15 dias la fertilidad fue de 76 y 53%, respectivamente. Esta
tendencia también la observo Conejo-Nava et al. (2003) al evaluar semen
conservado a 17 °C mas de 5 dias, observaron altos porcentajes de movilidad
progresiva, pero, un incremento a partir del cuarto dia en el porcentaje de
espermatozoides con reaccion acrosémica; por lo que, al utilizar el semen para IA

obtuvieron una disminucién en la tasa de partos y tamafio de camada.

2.6. FACTORES QUE AFECTAN LA CALIDAD DEL EYACULADO

El sistema enddcrino y nervioso central tienen una participacion importante dentro
de la cascada hormonal de la reproduccion del verraco y esta regulado de manera
exdgena por estimulos externos como el medio ambiente, manejo, nutricion, entre
otros, tienen influencia en la disponibilidad de los neurotransmisores y por los cuales
repercuten en el ciclo espermatogénico influyendo en la fertilidad del verraco (figura
6) (Gadea et al., 2003; Fuentes et al., 2006; Trujillo et al., 2017). En centros de
mejoramiento genético, el semen de un solo verraco es utilizado para inseminar
alrededor de 1000 cerdas por afio (Espinosa, 2002; Smital, 2009; Williams, 2013)
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Figura 6. Factores que influyen sobre la produccion de espermatozoides.

2.6.1. Raza o linea genética

La linea genética o raza afecta de forma directa ciertas caracteristicas reproductivas
del verraco, tales como, la pubertad (Hafez, 2002), el volumen de eyaculado (Audet
et al., 2004), la concentracion espermatica (Rocha et al., 2005); de manera
especifica, se ha determinado que la raza tiene influencia sobre la cinética de
movilidad (Wolf y Smital, 2009) y la capacidad de fecundacion del espermatozoide
de verraco (Knecht et al., 2017). La linea genética explica del 18% al 22% de la
variacion total de la tasa de fertilidad y prolificidad de cerdas inseminadas
(Broeckhuijse et al., 2012).

Si bien, Knecht et al. (2014), demostraron que la raza Large White tiene mayor
volumen con respecto a razas como Landrace y Duroc/Pietrain. Por su parte,
Ramirez et al. (2000), reportaron que el volumen de eyaculado del cerdo de la raza
pelébn mexicano difirid significativamente con respecto a lineas comerciales

existentes en México.

2.6.2. Edad y frecuencia de coleccién del verraco

Los verracos inician la pubertad entre los 7 y 9 meses de edad, simultdaneamente
inicia la etapa de entrenamiento cuando se destinaran para la IA, considerando un
factor importante los intervalos de coleccién (Rocha et al., 2005). Sin embargo, la

interaccion entre la edad y los intervalos de coleccion en los verracos varia de
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acuerdo a las necesidades de los centros de inseminacion (Gadea et al., 2003;
Henao et al., 2004). Quintero-Moreno et al. (2009) observaron espermatozoides de
verracos mayores a 18 meses presentan 20% menos de afeccion morfométricas de
la cabeza, que, los provenientes de verracos jovenes, es decir, estas caracteristicas
se correlacionan para determinar eyaculados de buena fertilidad. Por otro lado,
Velazquez (2013), menciona que la concentracion espermatica se incrementa
considerablemente a partir de los 7 a 8 meses y se mantiene hasta la etapa de
adulto. En este contexto Diaz et al. (2009), reportaron que eyaculados provenientes
de verracos mayores a tres afos con respecto a verracos de 1 a 3 afos,
manifestaron un aumento significativo de gotas citoplasmaticas proximales y

disminucién de la viabilidad espermatica.

En general se ha demostrado que intervalos demasiado largos entre coleccion,
conducen al aumento de malformaciones y disminucién de la calidad del eyaculado
(Gadea et al., 2003; Knecht et al., 2017). En este sentido, Rocha et al. (2005),
comprobaron que en verracos con edades de 12 y 24 meses se obtiene la mayor
produccion de dosis seminales a intervalos de colecta de 5 dias. También, Wolfy
Smital (2009) demostraron que la frecuencia de colecta con intervalos de 2 a 3 dias

disminuye la concentracion espermatica hasta 100 000 espermatozoides por mL.

2.6.3. Efecto nutricional

El aporte nutricional al verraco con actividad reproductiva oscila 2.970 y 3.100 Mcal
EM, 14 y 16% de proteina cruda, en cuanto a la lisina 0.7-0.8%, 6 a 9% de fibra
aportados en 2.2 a 3.2 kg de alimento/dia; dependiendo, de la linea genética, la
actividad sexual, la época del afio, la temperatura ambiente y sobre todo de la
condicion corporal (Contri et al., 2011). La obesidad en los machos repercute
considerablemente sobre la composicion del semen, volumen total del eyaculado y

aumentan considerablemente las malformaciones espermaticas (Velazquez, 2013).

Las deficiencias de energia, proteina, minerales o vitaminas tienen un efecto sobre

la libido (Audet et al., 2004), disminucion en la produccién de semen (L6pez et al.,
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2017) y degeneracion testicular (Contri et al., 2011). En cuanto al aumento de
energia es el factor que mas influye en el exceso de peso, problemas de aplomos y
falta de libido, siendo las principales causas de reemplazo en verracos (Fuentes et
al., 2006). También, la disminucion de la libido se asocia cuando existen niveles de
inclusion bajos de proteina y energia; ya que, se relaciona la existencia de niveles

plasmaticos de 17 B-estradiol (L6pez et al., 2017).

En cuanto a las deficiencias de fibra en la dieta produce estreflimiento,
fermentaciones andmalas y produccién de toxinas, lo cual puede llegar a afectar el
desarrollo normal de los espermatozoides al ser el epididimo muy permeable
(Quiles, 2008). Por otro lado, el aporte de aminoacidos como la lisina, metionina y
triptéfano resultan importantes, ya que, deficiencias de estos ocasionan cambios
histolégicos y citologicos en los testiculos, afectando a la espermatogénesis
(Fuentes et al., 2006).

Es recomendable suplementar dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados como
los &cidos linoleico, linolénico y araquiddnico, ya que, son precursores de
prostaglandinas esenciales para la reproduccién y forman parte de los lipidos
estructurales de la membrana plasmatica de los espermatozoides, jugando un papel

clave en la permeabilidad y el funcionamiento celular (Contri et al., 2011).

Los microminerales como el zinc interviene en la produccion de espermatozoides,
en el desarrollo de las células de Leydig, en la respuesta a la hormona LH y en la
formacion de esteroides (Quiles, 2008). Las deficiencias en selenio provocan
alteraciones en las mitocondrias de los espermatozoides, espermatozoides con
menor viabilidad y ocasionan degeneracion testicular (Audet et al., 2004). El
magnesio mejora la calidad del semen y el cobre forma parte de enzimas que

intervienen activamente en la reproduccion del verraco (Contri et al., 2011).

En relacion a las vitaminas, principalmente estan la A, C, D3, E, K y biotina. La

vitamina A, interviene en la formacién y mantenimiento de tejido epitelial, tiene
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efecto positivo sobre la libido; su deficiencia da lugar a problemas reproductivos
(Quiles y Hevia, 2007). La vitamina C actua en el control de la oxidacién, regenera
la vitamina E; no obstante, ante situaciones de estrés por altas temperaturas es
necesario un aporte extra (Fuentes et al., 2006). La vitamina E influye directamente
en la maduracidbn espermatica y mantiene la integridad de la membrana
espermatica, como antioxidante celular, evitando el deterioro de la peroxidasa sobre
los fosfolipidos poliinsaturados de la membrana espermatica; generalmente va
acompafnado del selenio mejorando la fertilidad del verraco y su déficit puede
ocasionar a largo plazo una degeneracion testicular. (Quiles, 2008; Contri et al.,
2011; Lopez et al., 2017).

2.6.4. Efecto del medio ambiente

La temperatura es el factor del medio ambiente que influye sobre la capacidad del
verraco para mantener la temperatura corporal, no estresarse y enfermar (Pallas y
De Alba, 2006); el verraco pierde dicha capacidad cuando la temperatura ambiental
sobrepasa su zona termoneutral o temperatura de confort que oscila entre los 18 a
22° C, con una humedad relativa ambiental del 60 a 70%; cuando esto sucede el
verraco inicia un proceso de estrés calorico (Pallas, 2015; Lopez et al., 2017).
Durante el estrés calorico el verraco sufre diversos cambios fisioldgicos vy
endocrinos, los cuales estdn estrechamente relacionados con la eficiencia
reproductiva (figura 7). Ademas, el verraco tiene poca capacidad para la sudoracion
ante elevadas temperaturas ambientales, disminuyendo asi la capacidad de
termorregulacion de temperaturas en los tejidos del escroto y del testiculo (Cérdova,
2016). El aumento de 0.5 a 1 °C de temperatura en los testiculos causa un desorden
en la espermatogénesis (Castafio et al., 2014). Al elevarse la temperatura testicular
aumenta la actividad metabdlica, para activar los mecanismos de pérdida de calor,
hay vasodilatacion por consecuencia degeneraciéon del epitelio seminifero (Aitken y
De Luliis, 2010). Endocrinologicamente, el principal mecanismo por medio del cual
el estrés lleva a inadecuada calidad seminal se basa en la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), la cual desencadena la cascada del estrés con acciones de

tipo inhibitorio tanto a nivel testicular y a nivel central, con la inhibicion de la hormona
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estimuladora de las células intersticiales (ICSH) (Lozano, 2005; Ross et al., 2015).
También, las hormonas relacionadas con el estrés pueden influir en la funcion
sexual en el eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonadas: en el Hipotalamo, a través de la
CRH donde se inhibe la secrecion de GnRH en la hipdfisis disminuyendo la
liberacion de LH y FSH en respuesta a la inhibicion de la GnRH y en las génadas,
alterando el efecto estimulador de las gonadotrofinas (Pereira, 2005). De esta
manera, se impide la produccion de testosterona y la dihidrotestosterona ejercen a
nivel de la espermatogénesis (Cérdova, 2016).
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Durante la espermatogénesis, las esperméatidas resultan sensibles como resultado
en falla en la condensacion de la cromatina nuclear, formacion de vacuolas, cabezas
de formas anormales, disposicion de las mitocondrias en la parte central, o falta de
adherencia entre las fibras de la cola del espermatozoide (Lipensky et al., 2010).
Efecto del estrés caldricos derivado del aumento de la temperatura ambiental en la

calidad seminal del verraco entre la sexta y octava semana después del estrés
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ambiental. Ademas, no solo el estrés térmico constante sino también las
fluctuaciones de 10 °C (25 a 35 °C), asi como una humedad superior al 90%, puede
disminuir la produccion de espermatozoides (Rocha et al., 2005; Veldzquez, 2013;
Knecht et al., 2014; Horky et al., 2015). Aunque Henao et al. (2004), establecen que
es posible que los verracos en tropico desarrollen respuesta de favorable de
adaptacion, lo que les permite la adecuada termorregulacion testicular, favoreciendo
la funcién de los tdbulos seminiferos manteniendo la calidad seminal durante
periodos prolongados de calor. En este contexto Horky et al. (2016) demostraron
gue verracos expuestos a temperaturas de 23 °C a 32 °C durante 120 dias,
afectaron significativamente algunos parametros seminales, mostrando una
disminucién de 9% en la concentracion espermatica, disminucion de 10% en la
movilidad y un aumento en las anormalidades esperméticas de 39% , del mismo
modo, Lipensky et al. (2010), demostraron que el estrés calérico ambiental en
verracos influyd significativamente en aparicion de espermatozoides con

anormalidades del 19.4% a 25%.

2.7. EFECTOS DE LA DILUCION Y CONSERVACION A 15 - 17 °C SOBRE
EL ESPERMATOZOIDE

El eyaculado de verraco es diluido utilizando diluyentes comerciales de corta, media
y larga duracién para producir dosis seminales, conservadas de 15y 17 °C (Truijillo
et al., 2017). Sin embargo, el diluyente no es capaz de prevenir totalmente los
cambios que fisiolégicos y bioguimicos en el espermatozoide y que afectan a su
funcionalidad (Gadea, 2001). Es decir, durante la conservacion del semen ocurren
cambios estructurales y funcionales en el espermatozoide y la intensidad de este
proceso puede estar influenciada por las condiciones y el tiempo de conservacion,
calidad del semen, grado de dilucion y tipo de diluyente (Conejo-Nava et al., 2003;
Contri et al., 2011; Gémez-Coronado, 2018).

En cuanto a las condiciones de conservacion, la temperatura inferior a 14°C provoca
alteraciones de la membrana espermatica y temperaturas superiores a 20°C no

logran minimizar el metabolismo esperméatico y tampoco inhiben el crecimiento
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bacteriano, llevando a la disminucién de la movilidad, dafio acrosomal y
aglutinaciones, asi como una acidificacion del medio (Cordova et al., 2015). Por otro
lado, una excesiva dilucién produce disminucién significativa de la viabilidad (Vyt et
al., 2004). En este contexto, dentro de los cambios en el espermatozoide esta la
disminucién en la movilidad, viabilidad, actividad mitocondrial y alteraciones en la

permeabilidad de la membrana plasmatica (Lopez et al., 2017).

La conservacion origina la pérdida de adenosin trifosfato (ATP) y adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), asi como la reduccion de calcio; por lo tanto, el
espermatozoide disminuye la movilidad (Johnson et al., 2000), lo cual se relaciona
con la capacidad fecundante del espermatozoide (Hidalgo, 2013). Esta
documentado que el semen conservado durante 4 a 8 dias aumenta la proporcion
de espermatozoides capacitados y con acrosoma reaccionado (Conejo-Nava et al.,
2003). La dilucion y enfriamiento hacen que la membrana plasmatica del
espermatozoide aumente su fluidez y disminuya su permeabilidad selectiva
permitiendo la entrada de moléculas capacitantes como iones de calcio (Ca?Y),
bicarbonato, albumina o lipoproteinas de alta densidad procedentes del medio,
induciendo asi la capacitacion espermatica prematura por el incremento de Ca?*
intracelular, y a su vez, aumento la fusibn entre la membrana plasmatica y
membrana acrosomal externa (Hidalgo, 2013; Buritica, 2016). Situacion que deriva
la cascada de acontecimientos que conllevan a una reaccion acrosomal por entrada
de Ca?" provocando aumento de Na* intracelular y la salida de H*, como
consecuencia el pH intraacrosomal, activando enzimas necesarias para el proceso

de fecundaciéon (Rios et al., 2010).

Los mecanismos moleculares responsables del deterioro espermatico durante la
conservacion en refrigeracion a largo plazo se deben principalmente a las especies
reactivas de oxigeno (ROS), produciendo estrés oxidativo por el alto contenido de
acidos grasos poliinsaturados de la membrana plasmatica del espermatozoide y la
fase lipidica de la membrana puede ser dafada (Aitken et al., 2010; Yeste, 2017).
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La capacitacion prematura del espermatozoide también es consecuencia del

enfriamiento y produccion de ROS (Radomil et al., 2011).

2.8. ESTRES OXIDATIVO DURANTE LA CONSERVACION DE SEMEN A 15 -
17 °C
El estrés oxidativo es un desequilibrio ocasionado por la produccion excesiva de
radicales libres, los cuales exceden la capacidad antioxidante de un organismo o
por una disminuciéon en la respuesta homeostatica de las células o tejidos,
provocando dafio oxidativo (Olguin et al., 2004; Mata-Campuzano et al., 2012). En
relacion a los espermatozoides estad asociado al dafio que pueden sufrir en la
integridad de los componentes estructurales y fisiolégicos provocado por la
formacion de ROS o moléculas que contienen radicales libres (Venéreo, 2002;
Gogol et al., 2009). Es importante mencionar que los mecanismos oxidativos juegan
papel clave en el control fisioldgico de las funciones espermaticas; ya que pequefas
cantidades de ROS estan involucradas en la capacitacion y los procesos de
hiperactivacion movilidad y cambios en cinética de los espermatozoides; sin
embargo, cuando se producen en exceso durante la conservacion son altamente

toxicos para el espermatozoide (Michael et al., 2010).

La produccion de los ROS se forma cuando se rompe un enlace covalente entre
moléculas y un electron queda con cada atomo recién formado; entonces los ROS
contienen dos electrones no apareados en su capa exterior (Buonocore et al., 2010).
Los radicales libres son altamente reactivos e inestables, sé6lo son estables cuando
sustraen electrones de lipidos, proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos o
cualquier molécula cercana, de este modo la cascada de dafios en la célula
(Cordova et al., 2010; Mata-Campuzano et al., 2012). Los ROS mas comunes son:
el anion superoxido (O2), el radical hidroxilo (OH®) y el peroxido de hidrogeno
(H202). Siendo el OH' extremadamente inestable y altamente reactivo, ataca la
mayoria de los componentes celulares y su presencia en el ambiente espermatico
se relaciona con el aumento de espermatozoides muertos (Maia et al., 2010;
Dickinson y Chang, 2011; Hidalgo, 2013). Cabe destacar que el Oz es requerido en
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pequefias proporciones por el espermatozoide para el desarrollo de las funciones;
los sitios productores del ROS son la membrana plasmatica y especialmente las
mitocondrias, debido a la actividad metabdlica normal desarrollada en las

mitocondrias (Froman y Feltmann, 2010; Estrada, 2014).

Esta documentado que las formas maduras como inmaduras de espermatozoides
producen ROS, principalmente espermatozoides con citoplasma “gotas
citoplasmaticas”; también, espermatozoides muertos durante la conservacion
liberan aminoacido-oxidasa (Mahfouz et al., 2010). El estrés oxidativo ocasiona
dafios significativos en el espermatozoide debido a la peroxidacion lipidica inducida
por ROS; ya que, el alto contenido de acidos grasos poliinsaturados en la membrana
plasmatica de los espermatozoides de verraco los hace sensibles (Buhr et al., 2001;
Mata-Campuzano et al., 2012; Guthrie y Welch, 2012). Los acidos grasos
poliinsaturados son susceptibles a experimentar proceso oxidativo por la presencia
de enlaces dobles que debilita la union C-H en los atomos de carbono adyacentes
y facilita la sustraccién de hidrogeno (figura 8) de esta manera se produce la
formacion de una radical organico y puede ocurrir en cualquier parte de la cadena
de los acidos grasos poliinsaturados (fase de iniciacion); la pérdida del DHA de la
membrana probablemente sea el resultado del desbalance de estos acidos grasos
(Aitken y De Luliis, 2010; Yeste, 2017).

Acido Graso R-CH=CH-CH.-CH=CH-R'
OH- ’ OOH:
Sustraceion de hidrageno o
H:0 \ H0-
L
Radical lipidico R-CH=CH- CH-CH=CH-¥}

Figura 8. Inicio de la peroxidacion lipidica en relacion a la sustraccion de hidrogeno

de un &cido graso poliinsaturado (Hidalgo, 2013).
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Los principales iniciadores de la peroxidacion lipidica son los OH’, que se genera a
partir de la reaccion del Fe* con el Oz. Posteriormente el inicio la fase de
propagacion, donde, el radical organico sufre reacciones de combinaciones y en
adicién con el oxigeno se generan radicales peroxilo organicos (ROO); estos
radicales, tiene la capacidad de captar un atomo de hidrogeno formando el
hidroperéxido (ROOH) (Guthrie y Welch, 2012). Los productos finales de la
peroxidacion lipidica son lipidos peroxidados que al degradarse, originan nuevos
radicales libres y compuestos citotdxicos, como los aldehidos (4-hidroxi-2-nonenal
y malondialdehido “MDA”) (figura 9); ante esto, se pierde el 60% de los acidos
grasos de la membrana plasmatica del espermatozoide, originando decremento de
la funcionalidad en la integridad, la cohesidn, fluidez, permeabilidad y su funcion
metabdlica, produciéndose la muerte del espermatozoide (Michael et al., 2010;
Mahfouz et al., 2010). En conjunto lleva la disminucion de la movilidad, viabilidad y

una pérdida en la capacidad de fusion espermatozoide — 6vocito
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Peréxidos lipidicos
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Figura 9. Representacion esquematica de la peroxidacion lipidica (Guthrie y
Welch, 2012)
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La oxidacion de los lipidos, proteinas, carbohidratos y nucleo6tidos del
espermatozoide provoca acumulacion de agregados intracelulares, disfuncion
mitocondrial, citotoxicidad y apoptosis, El dafio de los ROS a las proteinas de la
membrana causa pérdida de su actividad catalitica de enzimas, dafios en la
integridad de proteinas estructurales o interrupcion en la regulacién de las vias
metabolicas del espermatozoide (figura 10). Los productos del dafio oxidativo de
proteinas son la formacion de peréxidos y carbonilos (Cardenas y Pedraza, 2006;
Aitken y De Luliis, 2010). Una de las proteinas mas estudiadas es el transportador
especifico de glucosa, la cual, de manera normal esta distribuida homogéneamente
sobre la membrana acrosomal y en la pieza principal de la cola; sin embargo,
durante el enfriamiento se ha podido observar solo en la zona apical del acrosoma
y en la pieza principal, dicha alteracion, modifica la capacidad del espermatozoide
para metabolizar los azucares, por lo tanto, la eficiencia energética, en general todos
estos eventos llevan a la baja fertilidad de las dosis de semen conservado (Coérdova,
2010; Yeste, 2017). (Casas et al., 2009).
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Figura 10. Dafio de la membrana plasmatica del espermatozoide por la
produccion de ROS (Cérdenas y Pedraza, 2006)
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En cuanto al dafio en el ADN espermatico causa delecion, mutaciones y otros
efectos letales; esto se traduce en un pobre desarrollo embrionario y abortos en
hembras inseminadas; (Cérdova, 2016; Bathgate, 2011). Por su localizacion el ADN
se encuentra expuesto a un flujo constante y elevado de ROS procedente de la
cadena respiratoria, ademas carece de histonas en su estructura, lo cual le resta
estabilidad (Yeste, 2017). Los ROS dafian al ADN al reaccionar con las bases
nitrogenadas y con la desoxirribosa, causando fragmentacion de ADN, ocasionando
con ello, problemas de compactacion y enrollamiento del ADN dentro de la
cromatina, la cual juega un papel importante en la regulacién de la trascripcion
genética (figura 11) (Maia et al., 2010).
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los canales iénicos
Figura 11. Dafios al espermatozoide causados por ROS (modificado de Yeste,
2017).

La medicion de la produccion de malondialdehido (MDA) refleja la peroxidacion de

los fosfolipidos poliinsaturados, principal componente de la membrana de los
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espermatozoides; ante esto, Kumaresan et al. (2009) observaron que los niveles del
MDA se incrementaron significativamente durante la conservacion de semen de
verraco a 18°C, el nivel de este compuesto citotoxico aumento 9 veces, asi mismo,
la movilidad espermatica mostro reduccion del 50%. Por su parte, Kadirvel et al.
(2009) observaron que los niveles de ROS intracelular se correlacionan
negativamente con la movilidad espermatica, durante la conservacion de semen
refrigerado. En este sentido, Lee y Park (2015) reportan que la proporcion de
espermatozoides de verraco con alto nivel intracelular de H202 aumento

significativamente a partir de cuarto dia de conservacion a 17 °C.

2.9. ADICION DE ANTIOXIDANTES EN LA CONSERVACION DE SEMEN

Los antioxidantes son moléculas que previenen la formacién de radicales libres o
inhiben sus reacciones; su funcién es donar electrones para evitar una reaccion en
cadena de oxido-reduccion de moléculas como lipidos, proteinas, ADN (Membrillo
et al., 2003; Hicks et al., 2006) y se clasifican en antioxidante enzimaticos como la
superéxido dismutasa, catalasa y la peroxidasa; y no enziméticos como el glutatién
reducido (GSH), al a-tocoferol (vitamina E) y el butirato de hidroxitolueno (Bathgate,
2011). Los espermatozoides por su paso por el epididimo estan protegidos por
enzimas con accion antioxidante como la glutation peroxidasa, glutation reductasa,
superéxido dismutasa y catalasa (Membrillo et al., 2003); no obstante, su defensa
antioxidante durante la conservacion resulta relativamente débil. Ante esto, la
inclusion de compuestos con capacidad antioxidante ha mejorado la viabilidad y la
capacidad fecundante de los espermatozoides (Gadea et al., 2005; Breininger et al.,
2005; Barranco et al., 2015).

Los antioxidantes enzimaticos catalizan la transferencia de electrones desde un
sustrato hacia los radicales libres. Los sustratos o agentes reductores empleados
en estas reacciones se regeneran para ser nuevamente activos (Santiani, 2012). La
enzima superoxido dismutasa actia sobre el Oz, de esta manera protege a las
células de la toxicidad inducida por el Oz. Sin embargo, la enzima tiene un corto
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tiempo de vida y debido a su alto peso molecular no es capaz de penetrar las

membranas celulares (Wilcox, 2010).

Los principales antioxidantes no enzimaticos son la vitamina A, C, E y el glutation
reducido (GSH) (Cérdova, 2010). La vitamina C es una molécula hidrosoluble y es
el antioxidante mas importante en los liquidos extracelulares, reacciona de forma
directa con los radicales libres superéxidos, hidroxilo y varios hidroperéxidos
lipidicos (Chihuailaf et al., 2002); protege al ADN vy proteinas de los
espermatozoides contra el dafio oxidativo y contra la peroxidacion a los lipidos
(Santiani, 2012). Esta documentado que afadida al diluyente de conservacion en
forma de acido ascorbico tiene efectos protectores, dependiendo de la
concentracion utilizada; en este sentido Hu et al. (2010), demostraron que una
concentracion de 4.5 mg/mL de &cido ascoérbico aumenta los pardmetros de
movilidad, acrosoma y membrana plasmatica intacta en espermatozoides
criopreservados, mientras que un incremento hasta 8.5 mg/mL provoca una

disminucion significativa de la movilidad espermatica.

La vitamina E como a-tocoferol, tiene propiedades antioxidantes en las membranas
celulares, debido a la eliminacion de hidrégeno y funciona como donador de
electrones (Oldfield, 2003). Ademas, captura radicales libres superoxido, hidroxilo y
peroxidos lipidicos en las membranas celulares, también detiene la
lipoperoxidacion. La vitamina E es considerada como el principal componente del
sistema antioxidante de los espermatozoides y es uno de los mejores protectores
de membranas con ROS y la peroxidacion lipidica (Yousef et al., 2003; Cordova et
al., 2010

Respecto al GSH es un agente antioxidante que esta presente en el ambiente que
rodea al espermatozoide y liga los ROS (Blokhina et al., 2003). Su forma reducida
“GSH” es un tripéptido que presenta una distribucion tisular variable y es el mas
abundante en las células de mamiferos (Membrillo et al., 2003). EI GSH se
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encuentra en pequefia concentracion en el semen y proporciona defensa

intracelular a los espermatozoides contra el estrés oxidativo (Gadea et al., 2004).

Sus propiedades quimicas le permiten actuar frente a numerosos compuestos
oxidantes, tales como, peroxido de hidrégeno, superéxido, hidroxilo y especies
reactivas del carbono; ademas, reduce el radical libre tocoferoxilo vy
dehidroascorbato y los reconvierte a su forma original (Chihuailaf et al., 2002; Olguin
et al., 2004). Por lo tanto, actia como un mecanismo de defensa contra la
peroxidacion lipidica causado por ROS (Bucak et al., 2010). Su adicién a los medios
de criopreservacion ha demostrado mejorar la movilidad, la integridad de la
membrana y la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides de verraco en el
enfriamiento, criopreservacion y descongelacién (Estrada et al., 2017). En este
contexto, se ha observado que la adicion de GSH mantiene la distribucién normal
de los puentes disulfuros y el equilibrio redox intracelular en diversas especies
(Brewer et al., 2003; Jacob et al., 2003).

Por su parte, Gadea et al. (2004) demostraron efectos positivos al afiadir GSH al
medio de descongelacion, mejorando la Vviabilidad, la proporcién de
espermatozoides sin signos de capacitacion prematura, la condensacion de la
cromatina y mejorando la tasa de fecundacion in vitro. También , Cérdova. (2010)
demostré que el GSH adicionado al diluyente de conservacion a 17 °C, mejoro las
caracteristicas espermaticas durante 5 dias de almacenamiento, en cuanto a
movilidad total, integridad de membrana y en acrosoma integro, esto en relacion al

tratamiento que no contenia GSH.
En este contexto, la informacién documentada hasta ahora, indica que la adicién de

GSH al medio de conservacion a 17 °C tiene efectos positivos en los parametros

seminales del verraco.
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[I. OBJETIVOS

3.1. General
Evaluar el efecto del Glutatién reducido (GSH) sobre la calidad espermatica de

verraco bajo condiciones de tropico subhumedo.

3.2. Especifico
a) Evaluar dos concentraciones de GSH (1 y 2 mM) como suplemento en el
diluyente de conservacion a 17 °C y su efecto en la integridad de la
membrana plasmatica, movilidad total, tolerancia osmotica e integridad

acrosomal del espermatozoide de verraco.
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IV.  HIPOTESIS
La adicion de GSH al medio de dilucion mejorara la movilidad total, integridad de la

membrana plasmatica, la tolerancia osmdtica e integridad acrosomal del

espermatozoide conservado a 17 ° C por 96 horas.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion del area de estudio

La presente investigacion se realiz6 en el centro de transferencia genética (CTG) y
laboratorio de reproduccion porcina de Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
No. 1 de la Universidad Autbnoma de Guerrero; ubicada en la regién Tierra Caliente
del Estado de Guerrero, la cual cuenta con clima de tropico subhumedo, con
temperatura minima de 34 °C y maxima que supera los 40 °C, una precipitacion
promedio de 600 mm anuales y la humedad relativa minima de 25% y maxima hasta
un 50% (INEGI, 2017).

5.2.  Animales experimentales

Se utilizaron 4 verracos de lineas comerciales Yorkshire/Landrace y Pietrain/Duroc
entre 24 y 28 meses de edad, alojados en corrales individuales de 10 m?, sin clima
controlado y piso de concreto, recibieron 2 kg de alimento comercial por dia (14%
de PC y 3.1 Mcal de energia) y agua a libre acceso. Actualmente cuentan con
andlisis seroldgicos por ELISA y PCR con estatus negativo al sindrome reproductivo
y respiratorio porcino (PRRS).

5.3. Obtencidn del eyaculado

Se utilizaron 40 eyaculados provenientes de los 4 verracos (10 réplicas por verraco),
se colectaron a intervalos de 7 dias por la técnica de mano enguantada de acuerdo
a la descrita por Trujillo et al. (2017) y se colectod la fraccion rica (100 mL). Se
evaluaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de cada eyaculado,

previo a su dilucion para determinar los valores de referencia (Cuadro 1).

5.4. Analitica seminal convencional
5.4.1. Analisis macroscopico
Volumen: se midié en bolsa de coleccidon comercial graduada posterior a la

coleccion del eyaculado (Trujillo et al., 2017).
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Temperatura del eyaculado: se obtuvo por medio de un termémetro de alcohol con

un rango de temperatura de -20 a 110 °C (Trujillo et al., 2017).

5.4.2. Analisis microscopico

Movilidad total: se analiz6 de acuerdo a la técnica adaptada por Estrada et al.
(2014); se agrego6 10uL de semen en un portaobjetos se colocé un cubreobjetos
(ambos temperados a 37 °C), se observd en microscopio 6ptico con el objetivo 10x

y el resultado se expresé en porcentaje de espermatozoides con movilidad.

Concentracion espermatica: se evalu6 en la camara de Neubauer, brevemente se
diluyé el semen 1:200 en soluciéon formolada al 2.9%, se realizO el conteo
espermético en la camara, el resultado se multiplicé por el factor de dilucion y se
obtuvo el nimero de espermatozoides por mililitro (Estrada et al., 2014).

Viabilidad: en un portaobjetos atemperado a 37 °C se mezclaron 10 puL de semen
con 10 pL de eosina-nigrosina, se realiz6 un frotis convencional y se evalu6 en
microscopio Optico bajo el objetivo de inmersion 100x. Los espermatozoides
muertos se tifieron intensamente (rosa o morado) y los vivos presentaban un color
blanco tenue debido a la integridad de membrana; el resultado se expres6 en
porcentaje de espermatozoides vivos y muertos en 2 réplicas de 100
espermatozoides cada uno (Bonet et al., 2006).

Morfologia: se valor6 de acuerdo a la metodologia adaptada por Estrada et al.
(2014). Se colocaron 10 pL de semen en un portaobjetos y se mezclaron con 10 L
de la tincion rosa de bengala, se realiz6 un frotis convencional y se evalud en
microscopia Optica de luz convencional. Se evaluaron los espermatozoides con
formas anormales primarias (cabeza) y secundarias (flagelo); el resultado se

expreso en porcentaje de anormalidades totales en 2 réplicas.
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Cuadro 1. Valores de referencia en la analitica seminal del verraco antes de la
dilucion (n=40).

Parametro Promedio £ EE
Temperatura (°C) 37.4 +£0.02
Volumen (ml) (porcion rica) 120.5+1.52
Movilidad total (%) 85.3+1.80
Concentracion/ml (x10°) 835.29 + 32.51
Morfologia anormal (%) 5+0.31
Viabilidad (%) 85.2+0.6

EE: error estandar

5.5. Procedimiento experimental

5.5.1. Dilucién de eyaculados y adicion de GSH

El eyaculado fue diluido 1:10 con 2000 x10° (espermatozoides viables), se utilizé L
- Glutation Reducido (GSH C10H17N306, Sigma-Aldrich®) (1 y 2 mM) adicionado
al diluente comercial de media duracion (MIlI®). Los tubos se almacenaron a 16 -

17 °C y se evaluaron las variables de estudio cada 24 horas durante 96 horas (4
dias) (Fig. 12).

Figura 12. A: Glutation reducido; B: alicuotas de eyaculado; C: camara de

conservacion.

5.6. Grupos experimentales
Se llevd a cabo un disefio longitudinal en medidas repetidas (Wu et al., 1999). El

disefio de tratamientos consistié en tres niveles de concentracion de GSH: 1 mM y
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2 mM, y un grupo control sin GSH. El nimero de unidades experimentales fueron

40 eyaculados y las mediciones se realizaron a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas. El

protocolo completo desde la obtencién del eyaculado hasta las evaluaciones

seminales se sintetiza en la figura 13.

Obtencion de eyaculado
i

Analitica seminal convencional

Temperatura - Volumen - Concentracion - Viabilidad (eosina-nigrosina) - Morfologia - Movilidad total

Procedimiento experimental

Adicion del GSH al diluyente en alicuotas

|

Dilucion de semen 1:10a 37 °C
2000 x10% concentracion total/alicuota

|
Grupo control Sin GSH Grupo 1 mM GSH

I

Grupo 2 mM GSH

|

Evaluacion de variables: SYBR14/P| — HOST/integridad acrosomal - Movilidad total a las 0 horas de

conservacion

Conservacion en cdmaraa 17 °C

Evaluacion de variables: SYBR14/Pl — HOST/integridad acrosomal - Movilidad total a las 24, 48, 72 y 96

horas de conservacion

Figura 13. Procedimiento experimental para la evaluacion del GSH sobre la calidad

espermatica de semen de verraco.
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5.7. Variables de estudio

5.7.1. Integridad de la membrana plasmatica (Viabilidad)

Se analiz6 mediante la sonda de inmunofluorescencia SYBR-14/PI (LIVE/DEAD™
Sperm Viability Kit (L7011), Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) bajo microscopio
de epifluorescencia, de acuerdo al protocolo descrito por Gardner y Johnson (1995),
se alicuotd 50 pL de cada tratamiento en 450 pL de Fosfato Buffer Salino 1x (PBS
P4417 Sigma-Aldrich®), se adicionaron 0.5 pL del fluorocromo SYBR-14 (100 nM
concentraciéon final) y se incubaron en oscuridad a 38°C durante 10 minutos,
posteriormente, se adicionaron 2.5 uL del fluorocromo loduro de Propidio (PI) (10
MM concentracidn final) y se incubaron en oscuridad a 38°C durante 5 minutos.
Después 10 uL de cada alicuota se depositaron en portaobjetos, se observo al
microscopio con el objetivo 20x y el filtro 1-DAPIl/azul. Se clasificaron dos
poblaciones espermaéticas, en base a la coloracion, los espermatozoides viables con
membrana plasmatica intacta se tifieron con fluorescencia verde, mientras que los
espermatozoides con membrana plasmatica dafiada (muertos) tomaron una
coloracion de roja (figura 14). Se contaron 200 espermatozoides y se expreso en

porcentaje.

Figura 14. Integridad de membrana plasmatica por SYBR14/PI
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5.7.2. Ensayo dual de resistencia osmoética (HOST) / integridad acrosomal

(Azul de coomassie)

Se realiz6 por medio de la metodologia adaptada por Schilling et al. (1986). Se
colocaron 50 pL de semen en 400 pL del medio hipotonico HOST (150 mOsm), se
incubaron a 37 °C durante 30 minutos, se tomaron 10 pL de la muestra y se realizd
frotis convencional, se fijo con paraformaldehido al 4% por 15 minutos y se sumergié
en una solucién azul de Coomassie (0,22 %) por 3 minutos . El frotis se evalud en
microscopio Optico bajo el objetivo de inmersion (100x). En la valoracion los
espermatozoides con membrana funcional buscan controlar su osmolaridad y al
estar en un medio hiposmotico reaccionaron enrollando el flagelo, por lo que
espermatozoides con flagelo enrollado, se consideraron viables y funcionales. La
tincién de azul de Coomassie es una tincién con gran afinidad por las proteinas, por
lo cual las proteinas acrosomales toman una coloracion muy intensa, favoreciendo
la valoracion de la integridad. Se contaron 200 células y el resultado se expreso en
porcentaje de espermatozoides con flagelo enrollado (membrana funcional) e
integridad acrosomal (figura 15).

A - B

Figura 15. A: espermatozoides con membrana funcional e integridad acrosomal; B:

espermatozoide con membrana no funcional y acrosoma dafiado
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5.7.3. Movilidad total

Se valor6 de acuerdo a la técnica descrita por Estrada et al. (2014) en donde se
alicuotaron 500 pL de cada tratamiento y se incubaron a 37 °C durante 15 minutos,
se tomaron 10 uL y se depositaron en un portaobjetos, se coloc6 un cubreobjetos
(ambos atemperados a 37 °C), se observd bajo microscopio optico de luz
convencional, el resultado se expreso en porcentaje de acuerdo a la movilidad total

observada. Se realizé por duplicado en cada tratamiento.

5.8. Analisis estadistico

Se utilizé un disefo factorial 3 x 4 x 5 (3 concentraciones de GSH: 0, 1y 2 mM; 4
variables: Movilidad total, integridad de membrana plasmética, integridad acrosomal
y tolerancia osmaética. 5 mediciones de conservacion: 0, 24, 48, 72 y 96); los datos
obtenidos se analizaron a través de mediciones repetidas de modelo de efectos

fijos y las diferencias entre tratamientos se obtuvieron a través de medias de

minimos cuadrados y significancia de P < 0.05 (Littel et al., 1998).
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VI.  RESULTADOS Y DISCUSION
Los promedios por tratamiento obtenidos en la presente investigacion indican que
la suplementacion de GSH al medio de dilucién mejord (P<0.05) los pardmetros
seminales durante la conservacién a 17 °C (cuadro 2), principalmente movilidad total
y la integridad de membrana plasmatica evaluada por SYBR-14/PI. La integridad de
membrana plasmatica del espermatozoide de verraco suplementado con GSH 2 mM
fue 88.0% y con GSH 1 mM de 87.3%, no observando diferencia entre
concentraciones de GSH, pero si con el grupo control con 85.2% (P<0.05). Con
respecto a la movilidad total, la adicion de GSH a 2 mM fue 58.9% y para GSH 1
mM de 56.9%, mostrando diferencias significativas (P<0.05) con respecto al grupo
control de 52.0%; apreciando que existe una diferencia de 5.9% a favor de los
tratamientos con GSH. En el caso de las medias en la integridad del acrosoma y
tolerancia osmoética no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre

tratamientos con GSH y sin adicion de GSH.

Cuadro 2. Efecto del uso de GSH sobre la calidad de semen de verraco diluido

conservado a 17 °C en el tropico subhumedo (n= 40).

_ Integridad de membrana Movilidad Integridad Tolerancia
Tratamiento _
SYBR-14/PI (%) total (%) acrosomal (%) osmatica (%)
Control 85.2 +0.62 52.0 £+ 1.62 51.1+1.52 54.7 +1.42
1mM 87.3+0.6° 56.9 + 1.6° 49.9 +1.52 54.6 £1.42
2mM 88.0 + 0.6° 58.9 + 1.6° 53.5+1.52 54.8 +1.42

Literales en columnas a, b indican diferencias (P<0.05).
Media * Error estandar

En apoyo a lo anterior Vongpralub et al. (2016), recomienda la adicién de una dosis
de 1 mM de GSH como un componente alternativo del diluyente de semen de
verraco para mejorar la movilidad durante el almacenamiento a 17 °C. En contraste,
estos resultados fueron inferiores a los reportados por Zhang et al. (2016), quienes

obtuvieron una movilidad total con 1 mM de GSH de 73.6%.
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En cuanto a la variable integridad de la membrana plasmatica, estos resultados
concuerdan parcialmente con Zhang et al. (2016), quienes al probar cuatro
concentraciones de GSH (1, 5, 10 y 15 mM), obtuvieron mejores resultados (P<0.05)
con la adicion de 1 mM (66.81%) con respecto a las concentraciones superiores
(62.87%, 59.74% y 57.37%, respectivamente), asi como con el grupo sin GSH
(51.52%).

Adicionalmente, observaron que el contenido de radicales libres, principalmente el
H202 fue menor en espermatozoides conservados con 1 mM; bajo este escenario,
Petruska et al. (2014), documentan que el GSH al ser un tripéptido de acido
glutamico, cisteina y glicina desempefia un papel importante en la defensa contra el
estrés oxidativo a nivel intracelular; por lo que la subunidad cisteina ofrece y expone
un grupo sulfhidrilo que neutraliza los radicales libres directamente. También,
observaron que altas concentraciones de antioxidantes pueden destruir el acrosoma
y la integridad de la membrana plasmatica. Ante esto, Peruma et al. (2013) afirman
gue altas concentraciones GSH a partir de 5 mM, el espermatozoide no puede
mantener sus funciones fisioldgicas vitales; es decir, altas cantidades de GSH en el

diluyente pueden dafar la funcién mitocondrial del espermatozoide.

En el cuadro 3 se puede observar el comportamiento de la movilidad total durante
el periodo de conservacion; destacando que a las 24 horas el tratamiento con 2 mM
de GSH mostr6 diferencias significativas (P<0.05) presentando un 61.70%, seguido
del tratamiento con 1 mM (54.88%), por ultimo, el control (52.84%). Concluidas las
96 horas de conservacion la movilidad total manifesté una disminucién del 14% para
el grupo control, mientras tanto, los tratamientos con 1 y 2 mM de GSH tuvieron

pérdidas del 11 y 6%, respectivamente.
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Cuadro 3. Movilidad total de eyaculados de verraco diluidos conservados a 17 °C,
adicionados con GSH (%, n= 40).

Hora de Tratamientos
conservacion Control 1 mM 2mM
0 56.952 62.502 63.182
24 52.842 54.882 61.70°
48 51.812 56.472 57.952
72 53.182 57.952 53.292
96 42.842 51.81° 56.93°

Literales a, b en filas indican diferencias (P<0.05).

Estos resultados concuerdan con Vongpralub et al. (2016) quienes obtuvieron
mejores resultados de movilidad durante un periodo de conservaciéon de 7 dias con
la adicion de 1 mM de GSH (81.72%), con respecto al control, 0.1 y 5 mM (74.33,
79.61 y 78.94%, respectivamente). Un comportamiento similar fue reportado por Li
et al. (2017) quienes obtuvieron un descenso de la movilidad en el semen de verraco
a 17 °C, obteniendo 45.58% al cuarto dia de conservacion, dichos autores,
establecen una relacion en base al descenso de la movilidad con el tiempo efectivo
de conservacion, considerando valores inferiores al 50% como limite minimo. Por lo
tanto, definieron que el semen de verraco diluido y conservado a 17 °C tiene un
periodo de supervivencia de 4 dias.

Bajo este contexto, la adicion de GSH prolonga el periodo de supervivencia por al
menos un dia mas. Cabe mencionar que el tiempo de evaluacion en la presente
investigacién solo fue hasta las 96 horas de conservacion (4 dias). Es decir, que el
efecto GSH positivo se pueda deber a la compensacion en la produccion de ROS
durante la conservacion. Yeste et al. (2014) han sugerido que los ROS afectan la
movilidad de los espermatozoides a través de un agotamiento de ATP, mediado por
la inhibicién de la fosforilacion y la glucdlisis oxidativa por peroxido de hidrégeno
(H202). Por su parte, Vyt et al. (2008) establecieron una asociacion entre la

movilidad total y progresiva con la fertilidad del eyaculado, donde, observaron que
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el mantenimiento de la movilidad en el semen diluido se relaciona con el aumento

de 0.14 lechones nacidos por camada.

Los hallazgos en el presente trabajo con respecto a la variable integridad de la
membrana plasmatica (cuadro 4), durante el almacenamiento a 17 °C a las 0y 24
horas no se mostraron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos; fue
a partir de las 48 horas que los tratamientos con 1 mM (87.18%) y 2 mM (87.04%)
de GSH comenzaron a comportarse de mejor manera al mantener la integridad de
la membrana espermatica del espermatozoide (P<0.05) con respecto al control
(84.31%). Hasta ese momento, el tratamiento control habia disminuido en 3% la
poblacion de espermatozoides con membrana plasmatica integra (espermatozoides
vivos), seguido del tratamiento con la adicion de 2 mM en 2%, finalmente el

tratamiento con 1 mM que disminuy6 un 1%.

Cuadro 4. Integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide de verraco

suplementado con GSH conservado a 17 °C (%, n= 40).

Tratamientos

Hora de
_ GSH
conservacion Control

1mM 2mM
0 87.542 88.522 89.472
24 86.312 88.042 88.222
48 84.312 87.18° 87.04°
72 87.132 86.972 87.472
96 80.652 85.40P 87.52¢

Literales a, b en filas indican diferencias significativas (P<0.05).

A las 96 horas de conservaciéon a 17 °C fue el tratamiento con 2 mM de GSH el que
logré6 mantener significativamente (P<0.05) un 87.52% de espermatozoides con
membrana integra, seguido del tratamiento con 1 mM (85.40%), comparado con el
control con 80.65%. Durante este tiempo de conservacion el tratamiento con 2 mM

tuvo un mejor comportamiento, ya que, solo disminuyd 2%; por su parte, el
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tratamiento con 1 mM disminuyé 3%, por dltimo, el control disminuyo
considerablemente en un 7% siendo 4 veces mas con respecto al tratamiento con
2 mM (figura 16).

Ante esta tendencia, Li et al. (2017) reportaron que los espermatozoides conservan
suficientes enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, glutation reductasa,
catalasa, entre otras) para resistir el dafio oxidativo durante los 3 primeros dias; es
entonces cuando el GSH actia, a partir del disulfuro de glutation que se
regenera/reducido por la enzima glutation reductasa para completar el ciclo,

impidiendo el aumento de la formacion de ROS que dafian la integridad de la

membrana plasmatica (Petruska et al., 2014).

Figura 16. Integridad de membrana plasmatica de tratamientos a 96 horas de
conservacion a 17 °C, A: Control; B: 1 mM GSH; C: 2 mM GSH (sondas de
inmunofluorescencia SYBR-14/PI).

Estos resultados concuerdan parcialmente con Zhang et al. (2016) quienes durante
un periodo de conservacion de 96 horas con 1 mM de GSH afadido al diluyente de
conservacion a 17 °C obtuvieron mejores porcentajes (P<0.05) de espermatozoides
con membrana plasmaética integra (57.73%) en relacion al semen que no se afiadio
GSH (40.32%). Sin embargo, Vongpralub et al. (2016), indican diferencias no

significativas (P>0.05) en la integridad de la membrana plasmatica con la adicion de
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GSH; sin embargo, estos autores atribuyen sus resultados a las sondas de
fluorescencia utilizadas (Pl, FITC-PNA y JC-1) asi como a la variacion de la
temperatura de incubacion. Cabe destacar que la integridad de la membrana
plasméatica es uno de los parametros evaluados con mayor frecuencia durante el
analisis seminal de rutina, y su determinacion es util para predecir in vitro la
capacidad fecundante del espermatozoide. En este contexto, Ariagno y Mormandi.
(2016)a membrana plasmatica del espermatozoide es esencial para algunas
funciones metabdlicas tales como la capacitacion, interaccién con células del utero,
reacciéon del acrosoma e interaccién con la zona pellcida; por lo tanto, la pérdida de
su integridad es considerada como incompatible con la capacidad del

espermatozoide de fecundar un ovocito in vivo.

Por otro lado, en las variables seminales de tolerancia osmética e integridad
acrosomal de los espermatozoides de verraco durante el periodo de

almacenamiento, no mostraron diferencias significativas (P>0.05, cuadro 5).

Cuadro 5. Tolerancia osmética e integridad acrosomal de espermatozoides

conservados a 17 °C adicionados con GSH (%, n= 40).

Parémetro Hora de. Tratamiento
conservacion Control 1 mM 2mM
0 58.36 54.81 59.20
Tolerancia 24 52.77 56.81 54.90
osmoética 48 54.77 53.86 54.75
(%) 72 52.91 53.18 50.86
96 54.57 54.07 54.50
0 51.52 49.65 55.40
Integridad 24 52.84 53.29 56.02
acrosomal 48 50.40 49.88 51.60
(%) 72 50.30 47.61 51.20
96 49.84 48.68 52.82

Literales a, b en filas indican diferencias significativas (P<0.05).
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El hecho de no haber encontrado diferencias entre tratamientos en el presente
estudio, indica que durante el almacenamiento a 17 ° la funcionalidad bioquimica de
la membrana plasmatica no se vio afectada; cabe mencionar que los tres grupos
mantuvieron valores promedio de 55% en el caso de la tolerancia osmotica y del
50% para la integridad acrosomal. Estos resultados concuerdan con Schulze et al.
(2017), quienes reportaron que durante la conservacion a 17 °C no encontraron
diferencias significativas en cuanto a la integridad acrosomal en espermatozoides

de verraco.

En este contexto es importante destacar que, en condiciones fisiologicas la
fecundacion no ocurre si la membrana plasmatica del espermatozoide es
bioquimicamente alterada, aun cuando permanezca estructuralmente intacta, por lo
tanto, la prueba dual HOST/azul de comassie es un indicador mas preciso. Ante
esto, Yeste et al. (2010) resaltan que el espermatozoide realiza mecanismos de
adopcion y resistencia a los repentinos cambios en la osmolaridad, involucrando
complejas vias metabdlicas; por ejemplo, los canales iénicos relacionados a
ATPasa — dependientes de iones Na+/K+; que, en una membrana no funcional
bioguimicamente conlleva al choque osmaético que afecta la difusion de fosfolipidos

en la bicapa de la membrana espermatica.

Riesenbeck. (2015) postula que realizar la dilucibn de semen con alta calidad es
crucial para el éxito en la inseminacion artificial (IA), donde, ha observado que en
dosis de IA la integridad acrosomal se mantiene estable en un maximo de 5 dias a
16 — 18 °C. Por su parte, Gonzéalez-Pefia et al. (2014) hacen referencia en la tasa
de dilucién y la eliminacion del plasma seminal que se asocian con la reduccion de
componentes de capacitacidbn espermatica; ante la aseveracién Henning et al.
(2015), establecen que realizar la dilucion de semen de verraco con al menos 10%
de plasma seminal residual, desencadena un estado similar a la capacitacion, que

culmina en reacciones del acrosoma prematuras y por consecuencia muerte celular.
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VII.

CONCLUSIONES

La suplementacion con GSH de 2 mM al medio de dilucion tiene efecto de
mejora durante la conservacion ala 17 °C de espermatozoide de verracos en

condiciones de tépico subhimedo.

El almacenamiento del semen de 72 a 96 horas a 17 °C suplementado con
GSH induce cambios positivos en la integridad estructural de la membrana

plasmatica (viabilidad) y movilidad total.

La adicion de GSH al medio de conservacion a 17 °C es una alternativa para
conservar la fertilidad del semen de verraco en condiciones de tropico
subhdmedo.
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