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RESUMEN

En la industria porcina el uso de semen congelado ha sido limitado en comparacién con el de otros mamiferos
domeésticos, y esto principalmente radica en la baja fertilidad de este después de su proceso. Por esto, ademas
de que es necesario mejorar los protocolos de crio conservacion es importante seleccionar y separar los
espermatozoides viables para su utilizacion en diferentes areas de la reproduccion asistida; los métodos de
seleccidn de espermatozoides se suelen considerar para los programas de fertilizacién in vitro (FIV) para lograr
una poblacion de espermatozoides viables, méviles y morfolégicamente normales. El objetivo de este trabajo
fue comparar la eficiencia de dos variantes de la técnica de separacion espermatica Swim-Up en semen de
cerdo fresco y descongelado. Para este trabajo se utilizaron 17 eyaculados en total, cada eyaculado se diluyé
(1:1 v/v) en un medio de trasporte comercial (Androstar Plus) para llevarlo al laboratorio 2 de la UIM de la
FESC. La primera etapa consistio en comparar diferentes tiempos de incubacion para la realizacién de la
técnica de separacidon espermadtica en semen fresco de cerdo, el cual una vez llegado al laboratorio era
atemperado y posteriormente evaluado macroscopicamente, se realizé una dilucién 1:10 en medio BTS y se
realizo la evaluacién microscopica, el semen fue centrifugado a 500 g/5 min. para retirar el plasma y medio
de transporte el cual después se re suspendié en medio BTS hasta llegar a 2 ml, se tomd una décima parte
ajustando su concentracion a 100 x 106 espermatozoide/mililitro En esta etapa se llevaron tres fases
experimentales: en el primer experimento se tomaron 2 ml. de semen en medio BTS + 500ul de medio TALP
y se incubd durante 30 y 60 min., en el segundo se tomd 1 ml. de semen en BTS + 1 ml. de medio TALP
alternamente se utilizé otro tubo con las mismas caracteristicas sin embargo este fue sometido a
centrifugacion 500g/5 min. con la intension de formar un pellet ambos fueron incubados durante 15, 30,45y
60 min., en el Ultimo experimento se centrifugaron 2 tubos de 10 ml. de semen fresco a 500g/10 min. logrando
formar un pellet, en uno de ellos se agregd 500ul de medio TALP (Tyrodes+Albumina+Piruvato) y el otro se
ajusto a 100 x 106 espermatozoide/mililitro, ambos fueron incubados a 45 min. La segunda etapa consistié en
enfriar los espermatozoides a dos temperaturas pre-congelacion y evaluar su crio-supervivencia, en esta etapa
es donde después de una centrifugacion a 600g /10 min. el semen es agregado al diluyente Lactosa-Yema de
Huevo sin glicerol con una concentracion de 1200 x 10 6 células/mililitro. para ser refrigerado una vez
alcanzado la temperatura de entre 5 y 7°C se agrega el nuevamente el diluyente de Lactosa-Yema de Huevo
ahora con 6% de Glicerol entres tiempos para de esta manera obtener una concentraciéon de 600 x 10 6
células/mililitro en un volumen de 14 mly 3% de Glicerol. Posteriormente se envasaron los espermatozoides
en pajillas de plastico de 0.5 ml agrupandolas por tratamientos, el tratamiento 1, pajillas enfriadas a 5°C fueron
expuestas a vapores de nitrégeno durante 15 min. mientras que el tratamiento 2, pajillas colocadas en un
recipiente de hielo salino hasta alcanzar -5°C, una vez alcanzada la temperatura de igual manera se expusieron
a vapores de nitrégeno 15 min. ambos tratamientos se sumergieron en nitrégeno liquido y se mantuvieron
durante 4 semanas. La tercera etapa consistid en la aplicacion de la técnica de separacion espermatica sobre
los espermatozoides descongelados, las pajillas fueron descongeladas en bafio maria y se evaluaron para
posteriormente ser colocadas en tubos de ensaye (2 por cada tubo) logrando obtener 1200 x 10 6
células/mililitro en 2 ml., se centrifugaron dos tubos a 500g/5 min. se retird el sobrenadante de los tubos se
formo un “pool” y se agregaron 500ul de medio TALP, con los otros dos tubos también se formé una alicuota
sin ser centrifugados, todos los tubos fueron incubados durante 30 y 45 min., una vez terminando el tiempo
se obtuvieron 250 ul de las superficies y se evalud la motilidad progresiva, viabilidad, concentracidn, viabilidad
con tincion SyBR14/Pl y la integridad del acrosoma. Los resultados de la crio supervivencia de los
espermatozoides previo a la separacion con la técnica Swim-up no hubo diferencias significativas (P<0.05)
entre tratamientos de enfriado pre congelacion (+5, -5°C) para ninguna de las variables evaluadas; asi mismo,
no hubo diferencias entre métodos de Swim-up ni entre tiempos de incubacién. En conclusion, el enfriado
lento previo a la congelacidon no mejord la supervivencia de los espermatozoides, sin embargo, en el semen
fresco fue donde se observé de manera mas notable el efecto de la separacién con Swim-up, se considera que
la centrifugacion de forma repetida puede producir especies reactivas de oxigeno (ROS), y en consecuencia
un dafio de la funcidn de los espermatozoides, por lo tanto en las condiciones en que se llevé a cabo este
trabajo, la separacion espermatica mediante dos variantes del método Swim-up no mejord de manera notable
la calidad de los espermatozoides en el semen fresco, y no tuvo ningun efecto en el semen descongelado.

Palabras clave: Swim-Up, cerdo, seleccion, crio-conservacion



ABSTRACT

In the pig industry the use of frozen semen has been limited compared with other domestic and | s mammals,
and this mainly lies in the low fertility after this process. Therefore, in addition to the need to improve cryo
protocols conservation is important to select and separate the viable matozoides waited for use in different
areas of assisted reproduction; selection methods sperm are usually considered for programs in vitro
fertilization (IVF) to achieve a population of viable, mobile and normal spermatozoa. The aim of this study
was to compare the efficiency of two variants of sperm separation technique Swim -Up fresh semen and
thawed pork. For this work 17 ejaculates were used to such, each ejaculate was diluted (1: 1 v / v) in
commercial transportation means (Androstar Plus) for transport to the laboratory 2 UIM FESC. The first step
was to compare different incubation times for the realization of the technique in sperm separation fresh pig
semen, which once reached the laboratory was subsequently tempered and evaluated macroscopically, a 1:10
dilution was performed in half BTS and microscopic evaluation was performed, semen was centrifuged at 500
g /5 min. to remove plasma and means of transport which is then re suspended in half BTS up to 2 ml, one -
tenth was taken adjusting its concentration to 100 x 106 ezp. / ml. At this stage three experimental phases
were taken: in the first experiment 2 ml were taken. of semen in BTS medium + 500ul of TALP medium and
incubated for 30 and 60 min, in the second 1 ml was taken. of semen in BTS + 1 ml. TALP medium alternatingly
another tube with the same characteristics but this was subjected to centrifugation 500g / 5 min was used.
with the intention of forming a pellet both were incubated for 15, 30, 45 and 60 min. , in the latter
experiment, 2 10 ml tubes were centrifuged. of fresh semen at 500g / 10 min. making it into a pellet, one of
them was added 500ul of TALP and the other was set to 100 x 106 ezp. / ml., were incubated at both 45 min.
The second stage was cooled sperm two pre-freezing temperatures and evaluating their cryo-survival at this
stage is where after 600g centrifugation / 10 min. semen is added to the diluent Lactose-Egg Yolk without
glycerol with a concentration of 1200 x10 6 cls ./ ml. for ref r i g e rado once the temperature of 5 reached 7
° C is added Diluent Lactose-Egg Yolk now again with 6% Glycerol enter times to thereby obtain a
concentration of 600 x June 10 ./ml cls. a volu men and 3 ml of 14% glycerol. Subsequently sperm were
packaged in plastic straws 0.5 ml grouped by treatment, treatment 1, straws cooled to 5 ° C were exposed to
vapors of nitrogen for 15 min. while treatment 2 straws placed in a container of salt ice until reaching -5 ° C,
once reached the temperature in the same manner were exposed to nitrogen vapors 15 min. both treatments
were immersed in liquid nitrogen and maintained for 4 weeks. The third stage involved the application of the
technique of sperm separation on the thawed sperm straws were defrosted in a water bath and were
evaluated to be subsequently placed in test tubes (2 per tube) managing to obtain 1200 x10 6 cls. / ml. in 2
ml., two tubes were centrifuged at 500g / 5min. the supernatant was removed from the tubes a pool was
formed and 500p! of TALP medium was added, with the other two tubes also forming an aliquot without being
centrifuged, all tubes were incubated for 30 and 45 min, once ending time 250 .mu.l of the surfaces were
obtained and progressive motility, viability, concentration, viability staining SyBR14 / IP and acrosome
integrity were evaluated. The results of cryo survival before separation technique with Swim - up sperm were
no significant differences (P <0.05) between treatments freezing pre cooled (+5, -5 ° C) for any of the variables
measured; likewise, there was no difference between methods Swim - up or between incubation times. In
conclusion, prior to freezing slow cooling not improve survival of sperm, however, fresh semen was where it
was observed most notably the effect of separ ation with S wim - up, it is considered that centrifugation
repeatedly can produce reactive oxygen species (ROS), and consequently an impairment of the function of
sperm, thus e n by the conditions under which was carried out this work, sperm separation iante med two
variants of the method S wim -up did not improve significantly the quality of sperm in fresh semen, and had
no effect on the thawed semen.

Keywords: Swim-Up, pig, selection, cryo-conservation



1. INTRODUCCION

En los ultimos 35 afios la inseminacion artificial ha tenido un gran impacto y éxito en Estados Unidos
y Europa, ya que mediante el uso de diluyentes el semen fresco (utilizado el mismo dia o
conservados a 15-20 °C durante 1 a 5 dias) asi como, el congelado, se han podido preservar logrando
con ello mejorar la base genética de diversas piaras en el mundo o bien, de una en particular
(Johnson et al., 2000).

Los primeros intentos de inseminacidn artificial (IA) en cerdos datan de los afios 1926 y 1927 por
Ivanov, y que se continué por Milovanov en los afios 1930 y 1936; este Ultimo propuso los diluyentes
(glucosa-sulfato y glucosa-tartrato) en los afios de 1931-1933. Desde estos primeros estudios sobre
el almacenamiento de espermatozoides se ha entendido que solo una porcidn de la muestra de
semen fresco sobrevive a la preservacién de cualquier tipo (Johnson et al., 2000). Asi mismo, a
medida que la temperatura va disminuyendo existe inevitablemente una reduccién de la proporcion
de espermatozoides que mantienen la integridad de la membrana normal, ademas de la estructura
y componentes bioquimicos (Watson, 1995).

En la Ultima década ha habido un gran desarrollo en el campo de la reproduccién porcina mediante
técnicas de gestidn y control reproductivo, que han ido ligadas a la inseminacion artificial (Levis,
2000), esto ha permitido maximizar la utilizacién del potencial genético de reproductores de alto
valor siendo una herramienta fundamental para elevar las tasas de crecimiento, calidad de la canal,
mejoramiento reproductivo, cerdos mas saludables con la propiedad de resistir enfermedades,
mejorando en general la eficiencia en la produccidn porcina (Gerrits et. al., 2005).

Sin embargo, el 90% de las inseminaciones se realizan con semen diluido en fresco, debido a que la
crio conservacion presenta algunas desventajas por lo que en granjas porcinas no es una practica
comun.

Asi mismo, sabemos que las dosis de espermatozoides utilizadas para realizar la inseminacion
artificial afectan la tasa de fertilidad y mas cuando se tratan de espermatozoides crio conservados,
ya que se tiene que utilizar de 2 a 3 veces la dosis de espermatozoides (3x10°) habiendo una
reduccion en el indice de partos y reduccion a la camada de 1 a 3 lechones. La fertilidad del semen
congelado - descongelado da una tasa de partos del 50% con siete lechones por camada (Gerrits et.
al., 2005).

Existen varias investigaciones que hablan sobre el tema de la calidad espermatica en diferentes
especies, incluyendo numerosas criticas sobre los deméritos de diversas técnicas de seleccion de
espermatozoides utilizadas para mejorar precisamente su calidad en la preparacién de los mismos,
tanto en humanos como en animales para la reproduccion asistida (Morell et al., 2009); de igual
manera varios métodos han sido propuestos para separar estas células del resto del eyaculado e
incluso para seleccionar subpoblaciones de espermatozoides de mejor calidad proporcionando una
barrera fisica al paso de anormalidades.

La preparaciéon de espermatozoides es un requisito previo para la realizacidon de cualquier técnica
de reproduccion asistida, incluyendo por supuesto lainseminacion artificial, donde se busca eliminar
todas aquellas sustancias inhibidoras de la capacitacidon, prostaglandinas, patdgenos y proteinas
antigénicas; de igual manera separar los espermatozoides maviles de los inméviles, de los leucocitos
y de células germinales inmaduras (Holt et al., 2010).



La finalidad de este proceso es seleccionar los espermatozoides méviles y morfolégicamente
normales para mejorar la calidad de los mismos; de esta manera se disminuye la liberacion de
linfocinas y se reduce la formacién de radicales libres (Ombelet et al., 2013).

Debido a que existen diferentes opiniones sobre el concepto de calidad del semen y las diferencias
entre especies, esto en relacidén a los pardmetros individuales, se considera que en términos
generales el nUmero de espermatozoides, la motilidad y la normalidad morfoldgica determinan su
calidad (Colenbrander et al., 2003).

En muchas ocasiones, estas técnicas se llevan a cabo con semen fresco, semen refrigerado y semen
congelado, pero se sabe que la mayoria de los espermatozoides se dafian durante el proceso de
congelaciéon y descongelacidon. Este proceso es perjudicial para las membranas de los
espermatozoides pues afecta su organizacion, fluidez, permeabilidad y composicidn lipidica, lo que
ocasiona bajos porcentajes de movilidad y dafios en sus estructuras membranales.

Existen algunas investigaciones que demuestran la existencia de subpoblaciones espermdticas en
eyaculados frescos y conservados en algunos mamiferos. Estas subpoblaciones han sido definidas
de acuerdo a patrones especificos de movimiento espermatico, observandose en especies como el
mono titi, gacela, cerdoy el perro (Holt, 1996; Abaigar et al., 1999, 2001; Rigau et al., 2001; Thurston
et al., 2001). La existencia de este patrén en los mamiferos estudiados, a pesar de sus diversos
origenes filogenéticos, sugieren la existencia de alguna relacidn entre los cambios de estructura sub-
poblacional de una muestra seminal y su capacidad fecundante. El cerdo es la especie en la cual se
ha profundizado mas en esa linea de investigacidon, habiéndose determinado una estructura dividida
en subpoblaciones espermaticas, ya sea por su motilidad o por su morfometria (Abaigar et al., 1999;
Thurston et al., 2001; Hirai et al., 2001).

Se hareportado que la velocidad espermaticay la longitud del flagelo, influyen sobre la competencia
entre los espermatozoides y seleccidn sexual obteniendo con ello la supervivencia del mejor
adaptado, sugiriendo que la forma espermatica puede optimizarse para una maxima eficiencia
utilizando técnicas de separacion espermatica como el llamado “swim-up” (Holt et al., 2010).

Existen cuatro métodos basicos para separar espermatozoides moviles y viables: 1) dilucién y
lavado mediante centrifugacion y re-suspension de los espermatozoides; 2) migracion espermatica
como el procedimiento de swim-up; 3) lavado selectivo de subpoblaciones a través de
centrifugacion de gradientes de densidad, como el Percoll; 4) empleo de sustancias adhesivas para
eliminar espermatozoides muertos, como filtraciéon con fibra de vidrio o Sephadex (Sieme et al.,
2003).

En humanos se han empleado las técnicas de separacién espermatica en semen fresco, para
incrementar la movilidad, viabilidad y morfologia normal de los espermatozoides (Sills et al., 2002;
Trentalance et al., 2002); en equinos para obtener una mejor calidad seminal en semen refrigerado
y crio-conservado (Sieme et al.,, 2003); en caprinos se ha usado en semen descongelado para
comparar el Percoll con un gradiente especifico de la especie (Batista et al., 2001); en ovinos se han
aplicado en semen fresco (Marti et al.,,2006). En cerdos se ha utilizado para recuperar
espermatozoides de buena calidad de eyaculados provenientes de machos subfértiles (Bussalleu et
al., 2008). Realmente existen pocos datos concernientes a la efectividad de métodos de separacion
en semen descongelado de porcino.



La aplicacion de técnicas para la separacion de espermatozoides, sirve en gran medida para su
evaluacidn ya que es de suma importancia saber si las células que se estan evaluando en realidad
estan vivas, y mas si los cambios observados en la funcidn o la estructura espermatica no estan
relacionados con la muerte celular; es por esto que este trabajo se basé en la evaluacién de
subpoblaciones viables de espermatozoides de semen fresco y crio-conservados posterior a la
técnica de swim-up.

2. MARCO TEORICO
2. 1. Anatomia del aparato reproductor del macho porcino
2.1. 1. Testiculos

Los testiculos son los drganos sexuales primarios que tienen como funciones principales la
produccién de espermatozoides y la produccion de hormonas esteroides. Ambas funciones son
reguladas por una interrelacién entre el hipotalamo, hipdfisis y las gdnadas. Macroscdpicamente se
diferencian dos estructuras: tunica albuginea o tunica vaginal propia, la cual estd recubriendo la
gonada y el parénquima testicular en el que se encuentran los tubulos seminiferos. La tunica
albuginea es una membrana fibrosa que sirve como sostén del parénquima testicular el cual aloja a
los tubulos seminiferos en donde las espermatogonias sufren cambios hasta transformarse en
espermatozoides; éstos una vez que se producen pasan a los conductos eferentes, los cuales llevan
esperma al epididimo (Galina, 2008).

La posicidn de los testiculos en el escroto y la direccion de su eje longitudinal en relacién con el
cuerpo, varia con las especies. En el caso de los porcinos el eje se encuentra diagonal. El escroto
ademads de proteger al testiculo, ayuda por medio de su tunica Dartos, junto con el musculo
cremastery la disposiciéon anatémica de la vena espermatica a mantener una temperatura adecuada
para la espermatogénesis (Galina, 2008).

Tubulos seminiferos e

Tunica
albuginea

Cola
del epididimo

Figura 1. Corte esquematico del testiculo de cerdo



El descenso testicular comienza en torno a los 77 y 109 dias de vida fetal; alrededor de los 90 dias
se inicia la regresidn de la porcidn extra abdominal del gubernaculum, creando espacio para el
testiculo externamente al canal inguinal. Durante varios dias antes del final de la gestacidn, el
testiculo puede deslizarse hacia atrds y hacia delante por el canal (Dolf, 2008).

Los testiculos son érganos elipsoideos de gran tamafio localizados en la regién inguinal dorsalmente
con la regién anal, ventralmente con la region perianal y lateralmente con la region glutea y
musculos semimembranosos; su eje longitudinal es vertical; en cerdos adultos miden de 10 a 15 cm
de largo, y de 5 a 8 cm de ancho, y cada uno llega a pesar 450 gr (Hafez, 2002).

Cuando el descenso testicular no se completa, quedando uno o ambos testiculos retenidos a nivel
inguinal o abdominal, se desarrolla una patologia llamada criptorquidia, situacién muy frecuente en
las granjas porcinas (Heyns, 1985).

Criptorquidismo
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Figura 2. Topografia de los érganos genitales de un cerdo criptorquideo

El tamafio de los testiculos es un rasgo importante de heredabilidad alta a media que nos da una
estimacion bastante exacta de la cantidad del parénquima productor de espermatozoides que hay
en su interior, debido a la influencia del tamafio, existe un amplio intervalo de produccién diaria de
espermatozoides entre las distintas especies domésticas, sin dejar a un lado los diversos factores
que esto conlleva (Bradley, 2014).

Cuadro 1. Variabilidad espermatica entre especies

Es importante mencionar que también existe gran variabilidad dentro de la misma especie, asi
como, entre razas, el individuo determina el tamario de los testiculos y por tanto influyen sobre la



ANIMAL VOLUMEN CONCENTRACION TOTAL DE | MOTILIDAD MORFOLOGIA EYACULACIONES/
(ml) SEMEN (10%/ml) ESPERMAS ESPERMAS % | NORMAL % SEMANA
(10°)

TORO 5.0 11 5.5 67 80 4
CARNERO 1.0 3.0 3.0 75 90 20
VERRACO 225 0.2 45 60 60 3

GALLO 1.0 3.5 1.8 85 90 3

CHIVO 0.8 24 2.0 80 90 20

PAVO 0.5 7.0 3.5 60 85 3

POTRO 60 0.15 9.0 70 70 3
CONEJO 0.6 0.7 0.03 80 80 6

PERRO 0.5 0.3 1.5 85 80 3

GATO 0.05 1.5 0.1 75 90 -

produccién espermatica diaria. El tamafno de los testiculos tiene que ver con la especie y la raza,
pero también con la edad y el indice del estado corporal, por lo tanto, los machos con testiculos mas
grandes producirdn en teoria mas espermatozoides en comparacion con los que los tienen mas
pequefios (Bradley, 2014).

2.1.2. Epididimo

Es un conducto largo, tortuoso y enrollado, que presenta longitud variable dependiendo de la
especie, en el caso del cerdo de 54 m (Hafez, 2002). Los espermatozoides pueden estar almacenados
en este conducto unos 10-15 dias.

Anatémicamente podemos dividirlo en tres porciones (Allen, 1992):

Cabeza: Se encuentra ubicada en el polo ventral y cumple funciones de reabsorcién de fluido
testicular

Cuerpo: Corre paralelo al eje mayor del testiculo y se produce la maduracién espermatica
Cola: se localiza en el polo dorsal del testiculo y cumple funciones de almacenamiento

Los espermatozoides son trasportados a través del epididimo durante casi 10.2 dias y el tiempo de

transito puede reducirse de 10 al 20 % al aumentar la frecuencia de eyaculados; la maduracidn de
los espermatozoides ocurre durante el transito por el epididimo. El ambiente de las células
espermaticas en la cola del epididimo proporciona factores que favorecen la capacidad fecundante
ya que cuando se encuentran en esta regidn tiene mayor fecundidad que los del cuerpo
epididimario.

Los espermatozoides almacenados en el epididimo conservan capacidad fecundante por varias
semanas: la cola de esta estructura es el principal érgano de almacenamiento, contiene alrededor
del 75% de las células espermaticas. La capacidad especial de la cola depende de las temperaturas
relativamente bajas del escroto y de la accion de la hormona sexual del macho (Hafez, 2002). La cola
se continta con el conducto deferente, la cual regresa por el cuerpo del mismo hasta la region de la
cabeza, integrandose al corddn espermdtico que contiene la arteria y la vena espermatica,



integrando asi al corddn espermatico que contiene la arteria y la vena espermatica, el musculo
cremaster, nervios y vasos linfaticos (Martinez et al., 2011).

2.1.3 Uretra

Este 6rgano tiene una doble funcidn: transportar la orina de la vejiga y el semen del conducto
deferente durante la eyaculacidn. Este conducto se divide en dos porciones:

Uretra pélvica: Comprende desde su origen en la vejiga, hasta el lugar donde desembocan los
conductos deferentes, los conductos eyaculadores de las vesiculas seminales y algunos conductos
prostaticos

Uretra peneana: Estd ubicada en la porcién ventral del cuerpo del pene y termina en meato urinario
sobre la porcién libre del mismo
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2.1.4 Pene

El pene es fibroeldstico y se caracteriza porque el tejido eréctil esta asociado con grandes cantidades
de tejido conjuntivo. Este drgano se divide en tres partes:

Raiz del pene: Se localiza cerca del musculo bulbocavernoso y se considera la porcién fija del mismo.

Cuerpo del pene: Estd constituido por el cuerpo cavernoso y los musculos retractor del pene y
bulbocavernoso, por donde pasa la porcidn peneana de la uretra.

Glande del pene: Es el extremo del pene, y corresponde a la porcidn libre de éste; es de forma de
espiral y estd rodeado por el prepucio.

Durante la ereccidn alcanza una longitud de 45 a 50 centimetros.
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2.1.5 Prepucio

El forro prepucial es una prolongacién de piel que conforma una cavidad larga que aloja al pene;
cuenta con numerosos ganglios linfaticos en la pared dorsal, sobre su porcidn ancha; existe una
apertura de manera circular donde conduce al fondo del saco conocido como, diverticulo prepucial,
de forma ovoide y parcialmente dividido por un tabique estrecho, en él se acumulan orina y detritos
epiteliales.

2.1.6 Glandulas accesorias

Son las que proporcionan la mayor parte del plasma seminal que contienen abundantes
carbohidratos, proteinas y aminoacidos, enzimas, vitaminas hidrosolubles, minerales y una
capacidad tampdn alta, siendo este plasma esencial para mantener la vitalidad de un
espermatozoide.

2. 1. 6. 1 Vesiculas seminales

Son glandulas pares de tipo tubuloalveolar compuesto, formadas por epitelio glandular de tipo
pseudoestratificado cilindrico; miden aproximadamente 15 cm de longitud y 7 cm de didmetro,
pesando aproximadamente 200 gr.

En el caso del cerdo las dos vesiculas poseen una cédpsula comun, una capa muscular delgada y
células epiteliales que junto con la ldmina propia forman vellosidades que se proyectan al lumen;
tienen una localizacién dorsal en relacidn a la vejiga y suelen compartir con el conducto deferente
con un conducto eyaculatorio comun que se abre en la uretra (Hafez, 2002).

La secrecion de estas vesiculas es el liquido seminal; en el cerdo corresponde del 10 al 30 % del
volumen total del eyaculado; contenido principalmente por fructosa, potasio, bicarbonato, fosfatos
acidos solubles, prostaglandinas y proteinas; ademas de contener Inositol, donde éste ayuda a
mantener la presion osmatica del fluido (Martinez et al., 2011).

Dentro de las principales funciones del liquido seminal se encuentran:
La modificacién del pH acido vaginal

Proporcionar fructosa como fuente de energia a los espermatozoides



Estimular al musculo liso del tracto reproductor femenino

Proporcionar proteccién al esperma contra células de defensa (macréfagos)

2. 1. 6. 2 Glandulas bulbouretrales

Llamadas también como Glandulas de Cowper, son glandulas pares que se encuentran
dorsolateralmente a la uretra, cercana a la porcion pélvica. Cada glandula consta de una longitud de
16 cm de largo, 3 cm de diametro, con un peso de 85 gr, aproximadamente (Martinez et al., 2011).

Se encuentran rodeadas por musculo estriado esquelético, correspondiente del musculo bulbo-
cavernoso uretral, el conducto de estas glandulas se abre directamente en la depresion uretral.

La secrecidén de tipo mucoso y sirve para limpiar y lubricar la uretra. En el cerdo, esta secrecién es
parte del eyaculado lo que ayuda a la formacion de un tapén en el cérvix lo que impide la perdida
de espermatozoides por reflujo, conocida también como tapioca.

2.1.6.3 Préstata

Esta glandula se localiza a lo largo de la superficie dorsal y lateral de la uretra, cubierta parcialmente
por las vesiculas seminales. El parénquima estd formado por glandulas de tipo tubulo-alveolar
compuesto, cuyas unidades secretoras se vacian mediante conductos que llegan la luz uretral; el
cuerpo mide de 2.5 a 3 cm de ancho por uno de didametro, y una porcidon diseminada grande con
respecto a otras especies. (Martinez et al., 2011).

La secrecion prostatica es de tipo serosa conteniendo sustancias orgdnicas e inorgdnicas, ésta se
produce antes y durante la eyaculacién, es la encargada de limpiar y lubricar de igual manera la
uretra; ademas esta secrecion es lo que le da volumen al eyaculado, aumenta la motilidad
espermatica y contribuye junto a las gldndulas de Cowper en parte a la formacion del tapén vaginal.

ESQUEMA GENERAL DE LAS GLANDULAS ANEXAS
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2.1.7 Ereccidny protrusion



La estimulacion sexual produce dilatacién de las arterias que irrigan los cuerpos cavernosos del
pene, especialmente las raices. El pene del cerdo al ser de tipo fibroelastico crece poco durante la
ereccidén, asi mismo, la protrusién o salida, tiene lugar gracias al estiramiento de la flexura
sigmoidea, que permite que mas que ereccidn sea un alargamiento, cabe mencionar que el ascenso
de la presion en el cuerpo cavernoso del pene es lo que produce su alargamiento también (Hafez,
2002).

En el verraco, aproximadamente los 5 cm. terminales del pene tiene forma de espiral, y durante la
ereccién toda la longitud visible de su extremo libre se enrosca; la penetracion dura hasta 7 minutos,
tiempo en el cual eyacula un gran volumen de semen.

Tabla 2. Parametros reproductivos del macho

Parametros Valor medio

Volumen de semen eyaculado 200ml

Concentracidon de semen 300x10° espermatozoides/ml
Dosis minima para la IA 2x10%espermatozoides/ml

No. maximo de dosis parala IA 300 000 000/20 000 000=15 dosis

Produccion animal y veterinaria. Manuel Sanchez Rodriguez

2.1.8 Emisiény eyaculacidon

La emisidn consiste en el paso del liquido espermatico a lo largo del conducto deferente hacia la
uretra pélvica donde se mezcla con secreciones de las gldndulas accesorias, este evento es realizado
por los musculos lisos, bajo el control del sistema nervioso auténomo; la eyaculacién consta del
paso del semen resultante por la uretra peneana, y ésta es realizada por terminaciones nerviosas
del integumento peneano y los tejidos sensoriales mas profundos (Hafez, 2002).

La excitacion sexual y eyaculacidon se acompafian de contracciones de la cola del epididimo y el
conducto deferente, lo cual aumenta la tasa de flujo, asi mismo, la contraccién muscular de la pared
del conducto es controlada por nervios autdnomos simpaticos del plexo pélvico provenientes de los
nervios hipogastricos.

Durante la eyaculacién, el musculo bulboesponjoso comprime el bulbo peneano, de modo que
bombea sangre desde éste hacia el resto del cuerpo esponjoso; las ondas de presidén que pasan por
la uretra peneana ayudan a transportar el semen que se eyacula. (Hafez, 2002).

2. 2 Gametogénesis

2. 2.1 Espermatogénesis



La espermatogénesis es un proceso biolégico de trasformacion celular donde se producen las
células germinales masculinas de tipo haploide a partir de células madre diploides; llamadas
espermatogonias. Este proceso ha sido morfolégicamente simplificado mediante asociaciones
celulares o llamadas fases de espermatogénesis, que progresan mediante ciclos organizados en un
tiempo preciso. Estos ciclos son esenciales para la continuacién de la produccién espermatica que
dependerd de diversos factores tanto intrinsecos como extrinsecos, ademas de ser diferentes entre
las especies (Hess y Franga, 2005).

Un ciclo completo dependiente del tiempo de las etapas, es llamado ciclo del epitelio seminifero y
se define como una serie de cambios en una drea determinada de epitelio seminifero entre dos
apariciones de la asociacion celular o entre dos etapas del desarrollo (Hafez, 2002); el tiempo para
completar un ciclo del epitelio seminifero descrito para la especie porcina es de los 8.6 dias, donde
se requieren hasta cuatro ciclos epiteliales antes de que las espermatogonias tipo A del primer ciclo
haya completado la metamorfosis de la espermatogénesis; es decir 34.4 dias la duracidn total de
este proceso (Hafez, 2002).

Las espermatogonias, se dividen varias veces antes de formar espermatocitos; después, éstos
experimentan una meiosis que reduce su contenido de DNA a la mitad del que tienen las células
somaticas. Estas divisiones celulares, incluyendo la proliferacion de las espermatogonias y las
divisiones meidticas, se conoce como espermatocitogénesis. Las células haploides resultantes de
este proceso son las espermatides, las cuales sufren una serie de cambios estructurales y de
desarrollo para formar los espermatozoides; estos cambios metamorficos constituyen a la
espermiogénesis. Todas las células germinales del desarrollo estan estrechamente relacionadas con
las células de Sertoli las cuales las rodean durante el desarrollo (Hafez, 2000).

2.2.2 Espermatocitogénesis

Consiste en la primera etapa de espermatogénesis, donde después de la pubertad y durante la vida
reproductiva del macho las espermatogonias (tipo AO) se someten a una serie de divisiones rapidas
y progresivas por mitosis; dando origen a espermatogonias tipo A1, A2, A3 y A4, células intermedias
y tipo B, éstas a su vez forman espermatocitos primarios, todas ellas representando estadios
sucesivos del desarrollo de la espermatogonia (Galina, 2008).

En el espermatocito primario el material genético es recombinado y segregado por medio de la
primera divisidn meidtica para dar origen a los espermatocitos secundarios, esta es una fase
prolongada donde ocurren cambios en el material genético de los pares de cromosomas donde, no
solo se realiza la reduccidn en el nimero de cromosomas sino también la separacidon de cromosomas
sexuales X y; los espermatocitos secundarios resultantes se dividen una vez mas para formar células
haploides conocidas como espermatides.

2.2.3 Espermiogénesis



Esta ultima fase, consiste en la transformacién de las espermatidas redondas a espermatozoides
maduros, donde pasa por una serie de cambios morfoldgicos, dentro de estos cambios sucede la
condensacién de la cromatina nuclear, la formacion del aparato flagelar y el desarrollo del casquete
acrosomico (Hafez, 2002); la transformacion de espermatides se dividen en cuatro fases:

Fase de Golgi: Se caracteriza por la condensacién de la cromatina, el aparato de Golgi se coloca
invertida a la cara trans orientada al nucleo, se forma la vesicula acrosémica con el granulo
acrosomico adentro, se deforma la membrana nuclear que formara la foseta de implantacidn,
donde migraran los centriolos.

Fase de encasquetamiento: Comienza la formacion del flagelo, el granulo acrosdmico se adhiere a
la superficie del nucleo de la espermatide, se alarga hasta cubrir con un saco membranoso a la
envoltura nuclear.

Fase acrosdmica: Caracterizada por cambios en los nucleos, los acrosomas y las colas, estos cambios
se facilitan por la rotacién de la espermatide, es decir, el acrosoma hacia la base del tubulo
seminifero y la cola se dirige hacia la luz, existe desplazamiento del citoplasma hacia la parte caudal
para envolver la cola, las mitocondrias se centran hasta el axonema y forman la vaina del segmento
medio.

Fase de maduracidn: Esta fase de la espermiogénesis comprende la trasformacion final de la
espermatide alargada en espermatozoides liberados en la luz del tubulo seminifero, durante esta
ultima etapa la mayor parte del citoplasma restante después del alargamiento forma un |ébulo
esferoide llamado cuerpo residual y ahi es donde la maduracién termina.

2.2.4 Espermiacion

Se le conoce asi a la fase de liberacién de las células germinales formadas al interior de los tubulos
seminiferos hasta el lumen, y donde las células de Sertoli fagocitan los cuerpos residuales reciclando
asi los componentes protoplasmaticos (Hafez, 2002).

Figura 5 . Espermatogénesis: Representacidon esquematica de las tres etapas en las que se divide.

(Tomada y modificada de Navarro, 2012)

2.3 Coleccién del semen porcino

La coleccion debe hacerse en una sala adecuada o bien en el corral del verraco, la edad adecuada
para realizar la colecciéon es hasta los 10-12 meses; asi mismo, se puede realizar la recoleccidn por
cualquiera de los métodos disponibles: la técnica de mano enguantada conocida también como
(método japonés), vagina artificial (VA) o por electro-eyaculacion. Normalmente es usado un



maniqui llamado potro de metal, al cual los verracos tuvieron que haber sido entrenados a una edad
entre los 5-7 meses y que montan sin mayor problema (Rodriguez, 2005).

La coleccion debe ser de la mejor manera higiénica, para ello es necesario vaciar el diverticulo
prepucial con el objeto de eliminar los restos de orina y limpiar la zona con toallas hiumedas.

El semen se colecta en una bolsa de plastico montada dentro de un termo o bien un recipiente
aislante de boca ancha, es importante evitar el contacto con las secreciones gelificantes de las
glandulas bulbouretrales con el resto del eyaculado. En el caso del método japonés (mano
enguantada), se permite al cerdo haga movimientos de busqueda de la vulva o por debajo del potro
con la finalidad de que la libido aumente obteniendo con ello una mayor cantidad de semen. Se
ejerce fuerte presidon manual colocando los dedos alrededor de la espiral del glande, ejerciendo una
traccidn suave hasta su total extension. Se mantiene el pene horizontal (paralelo al suelo) para evitar
contaminacién; la presién provoca la eyaculacién que tarada entre 5 y 15 minutos dependiendo del
macho (Rodriguez, 2005).

Como se mencionara mas adelante el eyaculado del cerdo es fraccionado y consiste en tres
porciones, la presidon debe mantenerse durante toda la eyaculacion, ya que esta especie eyacula por
presidn y no por friccidn, esto solo se disminuye si el cerdo intenta hacer movimientos de busqueda,
lo que marca que la eyaculacién termind, si esto no sucede vendra otra onda de eyaculacidn, que
algunos consideran incorrecto. El semen debe evaluarse lo mas rapido posible, aunque si no fuera
asi puede mantenerse hasta una hora luego del muestreo.

2.4 Caracteristicas del semen porcino

El eyaculado de la especie porcina es el mayor de todas las especies domésticas, tanto su cantidad
como la calidad va a estar condicionadas por diferentes factores, tanto intrinsecos como
extrinsecos. Las caracteristicas del eyaculado se pueden distinguir por tres fracciones; la primera
fraccion conocida como:

Pre-secrecidn o fraccién pre-espermdtica, tarda en salir de 1 a 5 minutos, corresponde del 5 al 20 %
y esta constituida por la secrecién de la prdstata, vesiculas seminales y unos grumos de textura
gelatinosa procedente de las glandulas de Cowper que reciben el nombre de tapioca; esta fraccidon
se caracteriza por carecer de espermatozoides, ser trasparente y tener un volumen aproximado a
10 c.c.

La segunda fraccién o fraccién espermatica fluye de 2 a 5 minutos correspondiendo del 30 al 50 %
del eyaculado, como su nombre lo indica, es la mds importante y esta constituida por un liquido
blanquecino y uniforme compuesta por espermatozoides donde la concentracién va de 500.000 a
1.000.000 de espermatozoides por cm3, de igual manera existen secreciones de las vesiculas
seminales y prdstata cuyo volumen es alrededor de 70 cm?®.

La ultima fraccidon conocida como post-espermatica tarda aproximadamente de 3 a 8 minutos en
salir, corresponde del 40 al 60 % del volumen total del eyaculado y forma un tapdn gelatinoso en
los genitales de la hembra, constituida principalmente por secrecién prostatica y de las glandulas de
Cowper, tiene un volumen de 150 ml. aproximadamente, de color blanquecino- trasparente con



grumos gelatinosos y espermatozoides en pequeiia cantidad. En general el volumen oscila
normalmente entre 50 y 500 ml, siendo la media de unos 200 ml.

Este periodo dura alrededor de 34 dias, una vez formado el espermatozoide y liberado en el tubulo
seminifero, inicia su recorrido en el epididimo, proceso que ocurre en alrededor de 10 dias, durante
este tiempo se generan ciertos cambios en su maduracidon obteniendo su capacidad fecundante.
(Viloria 2013).

2.5 Factores que afectan la capacidad reproductiva del macho

Aungue no parezca la fertilidad del verraco incide en la productividad de cualquier granja de forma
aparente, reflejdndose en el incremento de gestaciones por monta directa o bien programas de IA,
de igual manera es dificil detectar un macho subfértil hasta que no aparecen hembras repetidoras
o camadas de baja poblacién (Martinez et al., 2011)

Dentro de los principales factores podemos citar los siguientes:

2.5.1 Edad

La produccidon de semen esta establecida poco a poco, y esta sucede desde los cuatro meses de
edad donde se pueden obtener eyaculados con espermatozoides, aunque su capacidad de
fecundacion se retrasa por cierto tiempo. Entre los 7 y 20 meses de edad, la produccién y la
concentracién espermatica aumentan gradual y en forma lineal, teniendo como periodo de mejor
potencial entre los 8 y 12 meses llegando a un maximo entre los 24 y 30 meses de edad, lo cual
corresponde con el crecimiento testicular.

2.5.2 Frecuencia de eyaculacion

Dependera de la edad y del programa de reproduccidn ya sea monta natural o para recoleccion, en
cualquiera de los dos casos es muy importante evitar el exceso de trabajo al semental, ya que esto
trae como consecuencia un agotamiento de reservas espermaticas, disminucién del volumen,
disminucién de la concentraciéon total del eyaculado, asi como, aglutinaciones, aumentos en los
porcentajes de anormalidades espermaticas.

En la practica es recomendable hacer recolecciones cada cinco dias, con un maximo de tres
recolecciones cada 2 semanas, sin embargo, cada centro determina el ritmo de recolecciones y estas
pueden ser variadas por efecto de exigencia demanda, después de cinco dias de descanso, la
segunda y la tercera eyaculacidn tiene entre 47 y 52% menos de espermatozoides respectivamente
con respecto a la primera (Martinez et al., 2011).

De manera general (de Alba, 2001) recomienda:

Animales menores de 12 meses: 1 recoleccion a la semana
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2.5.3 Genética

Se ha descrito que en machos de razas maternales (Large White y Landrace) producen eyaculados
con mayor volumen y concentracidn espermatica que los de las razas de lineas paternas (Duroc,
Hampshire o Pietrain). Esto ademads se asocia a una alta seleccidon genética y se ha observado un
menor desempefio en machos con alta consanguinidad. La heterosis puede corregir estos defectos,
por lo que, el uso de machos hibridos o bien llamados F1 de alta calidad genética pueden ser
utilizados (Galina, 2008).

2.5.4 Temperatura ambiental

Las temperaturas ambientales elevadas causan un mal funcionamiento del mecanismo
termorregulador del escroto y los testiculos, y origina un efecto adverso en la espermatogénesis y
la calidad del semen. El incremento constante en la temperatura superior a los 28°C, repercute en
la disminucidn de la cantidad de espermatozoides y del volumen del eyaculado, aunado al
incremento de anormalidades en estos, como lo es la gota citoplasmatica, defectos en pieza media,
colay cabeza.

El incremento de temperatura entre 20 y 35°C, por un periodo de 20 dias provoca disminucion de
la motilidad; y cuando el cerdo estd expuesto a una temperatura ambiental de 35°C su frecuencia
respiratoria aumenta de 20 a 40 por minuto, esto se considera como estrés térmico lo que afecta
consideradamente la espermatogénesis (Martinez et al., 2011).

2.5.5 Nutricién

Se ha demostrado que los efectos que tiene la nutricidn sobre el comportamiento sexual es solo en
casos de subalimentacién, en lo que nos refiere a la producciéon de semen, la nutricidn interactua
con muchos factores y es manifestada hasta 8 semanas después del consumo de alimento de baja
calidad nutrimental. La capacidad de fertilizaciéon sufre alteraciones, esto por las variaciones de
proteina o energia (Martinez et al., 2011).



La presencia de Micotoxinas en el alimento conduce también a una menor concentracidén de semen
y mayor cantidad de anormalidades, principalmente por la Zearalenona o Aflatoxinas B, por lo que
es importante realizar un manejo adecuado de los ingredientes y su conservacidn.

2.5.6 Estado sanitario

Cualquier proceso patoldgico que produzca fiebre de 40 °C traerd consigo problemas en la calidad
del semen, de los cuales por mencionar algunos son interrumpir el proceso natural en la
espermatogénesis, eyaculados azoospérmicos, aumento de anormalidades de tipo primario,
disminucién de la concentracién espermatica, reducciones de la motilidad y viabilidad de los
mismos, asi como, dafios a la integridad del acrosoma (Martinez et al., 2011).

2.6 Evaluacion de las caracteristicas del semen porcino

Entre todas las células existentes en el organismo, los espermatozoides son los Unicos en su forma
y funcion, y al ser producto final de diversos procesos éstos pueden sufrir cambios tanto enddgenos
como exdgenos; los métodos de evaluacidon estdndar nos ayudan a determinar el estado de
fertilidad de los machos reproductores, los resultados de estos métodos se veran reflejados en las
hembras y su productividad en cualquier granja.

Aunque ninguna prueba por si misma nos predice con exactitud la fertilidad de una muestra de
espermatozoides, la evaluacién de diversas caracteristicas fisicas nos puede orientar mejor para la
determinacion del mayor potencial de la misma mediante técnicas rdpidas y baratas (Cole y Cupps,
1998).

En términos generales, los requisitos minimos para una muestra de semen de cerdo probablemente
fértil son:

Motilidad de por lo menos el 65%

Anormalidades morfolégicas menores del 20%

Por lo menos 100 millones de espermatozoides / ml
Un minimo de 60-75 ml de semen por eyaculacién

La evaluacién de semen se realiza teniendo en cuenta sus caracteristicas macroscépicas y
microscopicas. Para la evaluacidn macroscdépica hay que tomar en cuenta las caracteristicas fisicas:
volumen, color, olor, consistencia y pH; y en la evaluacién microscépica la concentracion
espermatica, motilidad masal y progresiva, relacion de espermatozoides vivos y muertos,
morfologia espermatica e integridades de membrana.

La evaluacidon macro y microscépica aqui mencionada, es de acuerdo a los criterios publicados por
varios autores: Bonet et al. (2006; 2013), Trujillo et al. (2011) y Hafez et al. (2012).



2.6.1 Evaluacién macroscopica

Las muestras de semen se estudian en cuanto a sus caracteristicas fisicas: color, olor, volumen,
temperatura y pH (Gadea, 2001).

2.6.1.1 Volumen

Este es definido como el resultante de las uniones de las fracciones espermatica y seminal expresada
en ml

Los parametros promedio esperados son de 240 a 250 ml del volumen total, del cual cerca del 20%
consta de liquido semigelatinoso, el 20 al 30% consiste en espermatozoides, las diferencias
resultantes son de los liquidos pre-espermaticos y pos-espermaticos; la edad, ambiente, época del
afio, estado de salud, el procedimiento mismo y la raza influiran sobre la concentracién y volumen
(Hafez, 2002).

Williams (1981) sefialo que el volumen del eyaculado puede mejorar y aumentar con la edad y
cambia de acuerdo a su vigor sexual, nutricién, estado higiénico y frecuencia de uso.

2.6.1.2 Temperatura

La temperatura se mide con termémetro mercurial, el cual se introduce en el eyaculado
inmediatamente de haber sido obtenido, hay que recordar que los espermatozoides del cerdo son
muy sensibles a los cambios bruscos de temperatura, es por eso que todo el material y equipo debe
estar a temperatura de 35 a 37°C (Garcia, 1995).

2.6.1.3 Color

El color es el resultado de la combinacién de las tres fracciones, la tonalidad varia de acuoso
opalescente a lechoso y cremoso, conforme a su concentracién espermatica va en aumento.

Cualquier cambio de coloracidon en el eyaculado indica alguna anormalidad o presencia de alguna
sustancia, tonalidades rosas o rojas pueden deberse a la existencia de glébulos rojos, tonalidades
amarillentas, presencia de orina, la contaminacidn con polvo nos da tonalidades oscuras.

Los tonos rosados no reducen la fertilidad ni viabilidad del eyaculado; sin embargo, un color rojo y
de olor fuerte debe ser motivo para descartarlo (Rozeboom, 2000).

2.6.1.4 Olor

El olor debe ser sui generis, significa que debe oler a cerdo, cada verraco nos presenta cierto aroma
caracteristico y este olor se acentta en animales adultos sobre todo cuando son sometidos a una
actividad sexual intensa, asi mismo, puede existir aromas putrefactos ocasionados por una
contaminacion bacteriana o necrosis de genitales (Martinez, 1998)



2.6.1.5 pH

Es un indicador de la concentracidon de iones de hidrogeno de la actividad metabdlica de los
espermatozoides, dando el grado de acidez o alcalinidad. Conforme pasan los dias en el eyaculado
aumenta la produccién de acido lactico y desciende el pH. Los valores normales de pH se encuentran
entre 6.8y 7.-8, con un valor éptimo de 6.9y 7.2

2.6.2 Evaluacidon microscépica

La calidad espermatica es dada en términos de porcentajes en cuanto a espermatozoides
morfoldgicamente normales y su movilidad, la estimacién de estas caracteristicas es meramente
subjetiva y ésta es influenciada por cada observador; sin embargo es el método estandar mas
utilizado en los laboratorios de reproduccién.

2.6.2.1 Motilidad

La funcién del espermatozoide basicamente es fecundar el évulo, y para lograr ese objetivo se vale
de ciertas caracteristicas (Hernandez, 2012); la motilidad es importante para lograr la fecundacién,
sin embargo, el movimiento no necesariamente nos indica capacidad de fecundacién, ya que los
espermatozoides pierden la capacidad fecundante antes que la motilidad (Hafez, 1996). Es por eso
que este indicador se define como la estimacidon microscépica y valoracidon cuantitativa del
movimiento rectilineo uniforme de los espermatozoides, los valores que se obtienen proporcionan
informacidn sobre la actividad de las células espermaticas siendo un pardmetro muy importante
para calificar el semen (Coraza et al., 1990).

El movimiento de un espermatozoide es muy importante e imprescindible para colonizar el tracto
femenino para que dé lugar la fecundaciéon; un eyaculado con un porcentaje bajo de
espermatozoides mdviles o ausentes de movimiento es descartado automdticamente para su
conservacién (Kommisrud et al., 2002 y Diaz et al., 2008) y se dividen en dos formas de evaluarlo:

Motilidad masal: Es un movimiento de superficie que refleja un movimiento grupal de las células
espermaticas, para esta evaluacién se deposita una gota de semen sin diluir sobre un portaobjetos
atemperado a 37°Cy se observa bajo microscopia dptica de 40x., la evaluacion subjetiva se clasifica
de 0 al 3 en funcidn del nimero, densidad y velocidad de movimientos de ondas o remolinos que se
forman en la superficie de la gota (Gonzélez et al., 2006).

0. Ondas inexistentes espermatozoides inmdviles.

1. Espermatozoides méviles, pero no alcanzan a formar ondas.
2. Formacién de ondas, pero muy lentas.

3. Formacion de ondas que se forman rapidamente

(Modificado de Gonzalez-Urdiales et. al., 2006).



Motilidad individual y calidad del movimiento: Se trata de una valoracidn cuanti- y cualitativa,
donde, por un lado, se observa el porcentaje de espermatozoides que presentan algun tipo de
movimiento y por otro lado la calidad de este movimiento; los valores aceptados para aceptar un
eyaculado adecuado son de 75% de espermatozoides moviles y 65% de espermatozoides con
movimiento progresivo (Gonzalez et al., 2006). Para esta evaluacidn se prepara una gota de semen
diluido sobre un portaobjetos atemperado a 37°C y es observado a 100x o 200x en algunos casos
(Gonzalez et al., 2006).

2.6.2.2 Concentracion espermdtica

La determinacién exacta del numero de espermatozoides y el volumen del eyaculado define el
numero de hembras que pueden ser inseminadas o bien la preparacion de dosis para su
conservacion (Hafez et al., 2002), y es definida como la determinacion del numero de
espermatozoides por unidad de volumen (ml). La concentracién también es conocida como
densidad del semen y es un pardmetro extraordinario para determinar el grado de dilucién y
numero de dosis por eyaculado (Caiza, 2009).

La concentracidén espermatica puede realizarse por medio de diferentes métodos a partir de una
muestra de semen, entre los métodos destaca la espectrofotometria, la colorimetria, la citometria
de flujo y el uso de recuento celular como las cdmaras de Birker, Neubauer o Thoma (Quintero,
2003).

El recuento celular es el método mds extendido para el conteo de la concentracidn espermatica. El
anadlisis se realiza mediante el uso de un microscopio dptico con el que se examina el semen
previamente diluido en soluciones fijadoras (formaldehido, cloraceno, etc.), éstas muestras son
observadas con el objetivo 100x o en algunos casos 400x, empleando un contador manual; el conteo
puede realizarse de diferentes formas, contabilizando el total de los espermatozoides que se
encuentran dentro de los cuadros de la cdmara o bien contando solo los cuadros extremos de las
esquinas y centrales. Se cuentan ambos lados de la cdmara y finalmente se calcula el promedio, de
modo que el resultado final nos dara el nUmero medio de espermatozoides por mililitro que es de
250 millones por ml, oscilando entre 400-1200 millones en su fraccién rica (Gonzalez et al., 2006).
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Imagen 6. Cdmara de Neubauer. (Tomada y modificada de Alcantar,
2015)




2.6.2.3 Morfologia espermdtica

El estudio de la morfologia del espermatozoide es de enorme valor diagndstico y requiere de un
manejo adecuado de las muestras, ya que nos puede aportar una referencia sobre la fertilidad de
los reproductores a evaluar mediante sus eyaculados, asi mismo poder detectar alteraciones en la
espermatogénesis y en la maduracion epididimaria (Gonzalez et al., 2006).

Otro objetivo del examen de la morfologia espermatica es determinar la presencia e incidencia de
formas anormales, como, células patolégicas o anormales entre las diferentes causas encontramos,
alimentacién, manejo, edad y estrés. Los diferentes tipos de anomalias morfoldgicas se clasifican
seglin su origen y en funcion de la zona del espermatozoide en que se aparecen (Gonzalez et al.,
2006), por lo tanto, nos encontramos con:

e Anormalidades primarias: son aquellas malformaciones que se presentan por alguna
deficiencia durante la espermatogénesis (Pefia-Martinez, 2004), divididas a su vez en
especificas o no especificas, siendo de origen genético, y las mas frecuentes por alguna
etiologia diversa.

Tipo de movimiento Valoracion Categoria del
semen
Ondas escasas con movimiento muy rapido 5 Excelente
Ondas de movimiento vigoroso pero inferior al anterior 4 Buena
Ondas de movimiento lento 3 Regular
Ondas inexistentes pero movimiento observable en la 2 Escasa

mayoria de los espermatozoides

Ondas inexistentes, pocos espermatozoides maviles 1 Deficiente

Ondas inexistentes espermatozoides inmoviles 0 Pésima

e Anormalidades secundarias: son aquellas que se producen a causa de problemas en la
maduracién dentro del epididimo o posterior a la eyaculacién (Pefia-Martinez, 2004)

e Anormalidades terciarias: son aquellas que se producen por mal manejo del semen durante
la recoleccion y procesamiento.

2. 6.3 Evaluacion de la integridad de la membrana plasmdtica

La integridad de la membrana plasmdtica para muchos es uno de los pardmetros a evaluar con
mayor frecuencia en un laboratorio de reproduccién durante el analisis seminal de rutina, ya que su
evaluacion determina la capacidad fecundante de un espermatozoide in vitro (Ortega, 2017).



2. 6. 3. 1 Tincién con Eosina/Nigrosina

Como cualquier otra célula, el espermatozoide esta rodeado de una membrana citoplasmatica que
permite entre otras actividades fisioldgicas, el intercambio de sustancias entre el interior y exterior
de la misma célula, siempre y cuando esta mantenga una integridad funcional y estructural
(Gonzalez et al., 2006).

Esta evaluacién tiene como fundamento bdsico determinar la viabilidad espermatica a través de su
membrana plasmatica, donde, en caso de perder la permeabilidad selectiva con la que cuenta el
espermatozoide serd incapaz de mantener las concentraciones de iones solutos , lo que conducira
a la supresidn de funciones vitales de la célula (Gonzalez et al., 2006), y esto se dara por permitir la
entrada del colorante a la célula, es decir, esta se tifie por la eosina dando una coloracidn rosada,
por el contrario si este se mantuviera blanco sobre un fondo oscuro de Nigrosina se determina como
viva. Por ello se denomina “técnica de vivos y muertos” (Alcantar, 2015)

2.6.3.2 Prueba de hinchamiento hiposmdtico (Hypo-Osmotic Swelling Test, HOST)

Esta prueba evalia la integridad de la membrana desde otra perspectiva dada por la
semipermeabilidad de las membranas celulares, donde durante una eyaculacién los
espermatozoides son transportados desde un ambiente hiperosmético en la cola del epididimo (420
mmol/kg) a un ambiente isosmdético del plasma seminal y del aparato reproductor de la hembra
(330 mmol/kg) (Yeung et al. 2000).

La funcionalidad de la membrana estd relacionada estrechamente con la funcion del
espermatozoide, por lo que los espermatozoides intactos son capaces de adaptarse en soportar los
desafios osméticos ya que son capaces de regular los cambios de volumen por el ajuste de la
concentracién de ion intracelular (Alcantar, 2015).

Por lo tanto, al ser expuestos en un medio hiposmético con la prueba HOST, solo los
espermatozoides capaces de regular los cambios de volumen entre los medios por el ajuste de las
concentraciones de iones intracelulares seran las células intactas en su membrana plasmatica, en
esta condicién los espermatozoides dafiados se hinchan debido a la entrada de agua al interior de
la célula por el desequilibrio osmético entre el medio intra y extracelular, provocando aumento de
su volumen (Alcantar, 2015).

2. 6. 3.3 Tinciones fluorescentes

Son técnicas ampliamente difundidas y utilizadas, a pesar de requerir equipos mas sofisticados, no
presentan ningun tipo de limitacion para el uso de las mismas. Se ha descrito una gran variedad de
fluorocromos para la evaluacion de la membrana: Bisbenzimida (Hoechst 33258), Diacetato de
carboxifluoresceina, loduro de Propidio (IP), Yo-Pro 1, Homodimero de etidio, 7-amino-actinomicina
D (7-AAD) (Alcantar, 2015). Yaniz et al. (2013) mencionan que hoy en dia el método mas utilizado es
la combinacion entre SYBR14 / loduro de Propidio (IP).



Todas estas sondas fluorescentes tienen la particularidad de ser afines al ADN del espermatozoide
por lo que nos aseguran que solo se tifien éstos y no algin componente del plasma o de los
diluyentes (Bonet et al., 2006).

2. 6. 3. 3. 1Tincién SYBR14 / loduro de Propidio (IP)

La evaluacién de la integridad de la membrana es un pardmetro importante durante el analisis
seminal de rutina, y su determinacién es util para predecir la capacidad fecundante de un
espermatozoide in vitro. El SYBR14 es un colorante de membrana azulado, no fluorescente,
permeable tanto en membranas intactas como membranas danadas de los espermatozoides
(Medrano, 1998); es desacilado por las esterasas intracelulares, convirtiéndose en un fluoréforo
verde que es retenido intracelularmente por las membranas plasmaticas intactas (Silva y Gadella
2006; Pefia et al., 1999). Cuando ocurre la muerte celular, la membrana pierde la capacidad para
resistir el influjo de la tincién fluorescente roja del loduro de Propidio (Pl), reemplazando de esta
manera al SYBR14; los espermatozoides viables con membrana plasmadtica intacta exhibiran
fluorescencia verde del SyBR14, mientras que los espermatozoides con membrana plasmatica
dafiada se tefiiran rojos por el PI (Gardner y Johnson, 1995).

2.6.4 Evaluacién de la integridad del acrosoma

La integridad estructural del acrosoma es un requisito indispensable para que el espermatozoide
sea capaz de unirse al ovocito y llevar a cabo la fecundacion (Yanagimachi, 2015), es por eso, que
conviene realizar una valoracion especifica del mismo. La reaccidn acrosomal tras la capacitacion,
se encarga por medio de su contenido enzimatico de la disolucion de las capas que envuelven al
ovocito para llevar a cabo dicho propdsito; ahora bien, esto solo ocurre en aquellos
espermatozoides que presentan un acrosoma integro.

En un acrosoma integro, mediante la observacidon con microscopia dptica y contraste de fases, se
pueden apreciar tres zonas claramente diferenciadas: la zona acrosomal, con un borde apical nitido,
la zona post-acrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas. Existe una amplia variedad de
técnicas para detectar el dafio a nivel acrosomal como son las que se han descrito anteriormente
para la valoracion morfoldgica, la observacidon al microscopio electrénico (Yanagimachi, 2015), la
microscopia de contraste de fases (Woelders et al., 1996), y la microscopia de contraste diferencial
de interferencia (Pelaez, 2003).

La microscopia de contraste de fases es una técnica que se caracteriza por ser sencilla y répida, y
esto resulta de gran utilidad en la valoracidn rutinaria de los centros de inseminacidn; el fundamento
de ésta se basa en observar el acrosoma normal que se determina por la presencia en el borde apical
de una semiluna negra bien definida; aquellos que presenten irregularidades se consideran como
danados (Bonet et al., 2006).



2.7 El espermatozoide

El espermatozoide es una célula con diversas caracteristicas estructurales y funcionales que le
proporcionan la habilidad y capacidad Unica de unirse al gameto femenino para que se lleve a cabo
la fecundacién y la recombinacion de genes (Eddy, 2015). Asi mismo, el espermatozoide ha
evolucionado originando diversidad entre especies, y que no tiene comparacién ninguna con otro
tipo celular, considerando que se integra de una cabeza que contiene un nucleo altamente
condensado y el acrosoma, una vesicula llena de enzimas cuyo contenido se libera cuando se acerca
o alcanza las capas superiores del ovocito para facilitar la fertilizacién y un flagelo que proporciona
al espermatozoide la capacidad de impulsarse a través de un medio liquido (Johnson, 1996; Hafez,
2002).

Asi mismo, existe una gran diversidad de mecanismos celulares y moleculares implicitos en
funciones espermaticas, una de ellas, por ejemplo, la proporcién de fosfolipidos o de acidos grasos
poliinsaturados, de igual manera los mecanismos que regulan el calcio intracelular, y todas ellas
afectan la sefializacién intracelular durante los procesos que trascurren en la vida del
espermatozoide. La gran variedad de funciones que se realizan para lograr la fecundacién la hace
una célula altamente especializada (Eddy, 2005).
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Figura 2. Espermatozoide de mamifero: Modificacion de una célula germinal para formar un
espermatozoide de mamifero (Tomada de Scott, 2005).



2.8 Morfologia del espermatozoide

Los espermatozoides de mamiferos estan formados bdsicamente por 2 zonas con distintas
funciones: la cabeza y el flagelo.

La cabeza espermadtica se divide en cuatro regiones: la regidn apical, regién pre-ecuatorial, region
ecuatorial y la post-ecuatorial; ademas, en la cabeza se encuentra el nucleo el cual es haploide, de
cromatina altamente condensada, un acrosoma y una membrana plasmatica (Flesh y Gadella, 2000).

El flagelo a su vez se divide en 3 segmentos que por orden craneo-caudal, se denominan parte
intermedia, parte principal y parte terminal. Segin Mortimer (2000) el flagelo esta formado por una
estructura radial de pares de microtubulos; alrededor de esta estructura se sitdan algunas mas que
varian respecto al segmento del flagelo que se trate. Por lo tanto, la parte intermedia como la
principal, contienen una serie de elementos semirrigidos (vaina fibrosa, columnas longitudinales)
cuya funcidn principal es la de otorgar direccionalidad y flexibilidad al movimiento flagelar. La parte
intermedia, contiene las mitocondrias estructuradas en una vaina mitocondrial, cuya funcién es la
de generar la energia necesaria para el mantenimiento del movimiento de este axonema (Gagnon,
1995).

Es importante mencionar que todo este sistema tan bien estructurado es para que el flagelo
espermatico presente un patrén de movimiento rotacional y eliptico, el cual es trasmitido a la
cabeza del espermatozoide desde el cuello; este movimiento rotacional es precisamente lo que le
otorga en ultima instancia progresividad al movimiento espermatico (Mortimer, 2000).

2.9 El espermatozoide porcino

En particular, esta especie es estructuralmente muy parecida al de otros ungulados domésticos, la
cabeza mide aproximadamente 8.5 um de largo; es el doble de largo qué de ancho con respecto a
los espermatozoides de otras especies, la pieza intermedia mide 10 um de largo y la cola unos 30
pUm aproximadamente. La cabeza esta cubierta por una estructura proveniente del aparato de Golgi
denominada acrosoma, constituida por una membrana acrosomal interna y externa siendo la
primera mas corta que la segunda; ambas cubiertas son una extensién de la membrana plasmatica
del espermatozoide, en el interior de ambas membranas se encuentra el contenido acrosomal, que
ciertamente estd constituido de enzimas hidroliticas que son liberadas al momento de llevarse a
cabo la reaccién acrosomal con el ovocito (Valdés, 2015).



Esquema representativo del espermatozoide de cerdo.

A) Espermatozoide seccionado. Las lineas enumeradas
continuas representan todas las bicapas que
constituyen a la membrana: 1, membrana
plasmatica; 2, membrana acrosomal externa; 3,
enzima acrosomal; 4, membrana acrosomal interna;
5, envoltura nuclear; 6, nicleo; 7, zona posterior de
anillo y cuello; 8, mitocondria; 9. Parte proximal del P
flagelo; 10, anillo anular; 11, vaina fibrosa; 12,
axonema mas otras fibras densas.

B) Vista superficial de la cabeza del espermatozoide y
pieza media con sus subdominios 13, cresta apical;
14; zona pre-ecuatorial; 15, zona ecuatorial; 16, zona p-
post-ecuatorial.

C) Reaccion acrosomal 17, durante la reaccién
acrosomal la formacién de vesiculas mixtas a través
de multiples fusiones entre la membrana plasmatica
y la membrana acrosomal externa. L

Figura 7.Esquema representativo del espermatozoide de cerdo(Flesh y Gadella 2000).

Para completar el proceso natural de la fecundacidén, los espermatozoides deben tener movilidad,
sufrir el proceso de capacitacién el cual consiste en una serie de transformaciones necesarias para
alcanzar la capacidad de unirse a la ZP del ovocito de forma efectiva (Harkema et al ., 1998) vy
desarrollar la reaccién acrosomal para atravesar la zona pelucida (Judrez y Valencia, 2009).

2.10 Membrana plasmatica del espermatozoide

2.10.1 Estructuray composicion

Todo el espermatozoide estd contenido en la membrana plasmatica, la cual se ensancha en areas
especializadas y forma el componente mas externo del espermatozoide, permanece intacta,
excepto en la region del acrosoma previo a la fertilizacion o como resultado de la muerte del
espermatozoide (Davies, 1999).

La membrana plasmatica es heterogénea y tiene cinco dominios especificos: el acrosoma, segmento
ecuatorial, basal, pieza media y cola. La composicidn lipidica y proteica de cada membrana es Unica
y ocurre muy poco o nada de intercambio de lipidos o proteinas entre ellas (Aurich, 2005).

Asi mismo, estructuralmente se compone de tres capas: bicapa lipidica, interfase fosfolipidos-agua
y glycocalix. La bicapa lipidica esta subdividida en fosfolipidos polares, que se orientan de tal forma
que los grupos de cabezas polares hidrofilicas estan situadas externamente y las cadenas de acidos
grasos orientadas internamente unas a otras.

La mayoria de los lipidos presentes son fosfolipidos y colesterol, en una razén de 0.64: 0.36. De igual
manera se ha sugerido que la cantidad de proteinas y lipidos es aproximadamente la misma siendo
0.68 en el cerdo en base al peso; la cantidad de colesterol, determina la fluidez de la membrana. En
general mientras mas alta la concentracion de fosfolipidos mas fluida es la membrana. El colesterol,



por lo tanto, actla junto con proteinas integrales, como un estabilizador asegurando una
configuracién laminar de los fosfolipidos y la bicapa. Es sabido que la concentracion de colesterol
varia entre las zonas de la membrana plasmatica, siendo mas alta en la regidén del acrosoma (Davies,
1999).

La composicién y organizacion de los lipidos en la membrana plasmatica del espermatozoide le
confieren propiedades especificas. Aunque hay variacidn considerable entre las diferentes especies,
la membrana plasmatica contiene en promedio 70% fosfolipidos, 25% lipidos neutros y 5% de
glicolipidos. (Frits et al. 2000).

Existe el dato que el cerdo precisa de una composicidn caracteristicas de 60-70% de fosfolipidos, de
los cuales, el 50% son lipidos esteres; lo que quiere decir que esta membrana tiene una mayor
concentracidn proteinica y menos colesterol que las otras especies, es por eso que esta especie
presenta una sensibilidad alta a los cambios de temperatura (Trujillo et al., 2011).

El principal componente que varia en las especies es el colesterol siendo de 22% del total de lipidos,
existen ademas presentes en la membrana aparte del colesterol, demosterol, sulfato de colesterol
y ésteres de colesterol (Frits et al. 2000, Espinoza et al. 2009).

2.11 Crio-conservacion de semen
2.11. 1 Antecedentes de la crio-conservacion

El primer reporte de crio-conservacion de semen, fue realizado por Lazaro Spallanzani en el afio
1776, quien observd cuando los espermatozoides de humano, garafidén y rana eran enfriados en
nieve hasta 30 minutos se volvian inactivos pero podian ser “reactivados”; la reduccion de la
temperatura fue empleada para deprimir la actividad metabdlica y prolongar la vida activa del
espermatozoide. Un siglo después Mantegazza (1866), observo que el espermatozoide de humano
sobrevivid en semen congelado a -17°C, este fue uno de los primeros reportes de recuperacion de
células de mamiferos después de haber sido expuestas a bajas temperaturas en un punto de
congelacion (citados por Ramonez, 2013).

Durante el siglo XX, enfriar y congelar medios, tuvo avances por las posibilidades que brindaba el
uso de refrigeradores. Los primeros ensayos de “congelacion” no tuvieron éxito; mas tarde Jahnel
en 1938 (citado por Salamon y Maxwell, 1995) demostré que el semen humano podria ser
congelado utilizando diferentes sustancias con temperaturas muy alejadas de los 0°C; por ejemplo,
hielo seco (-79°C), nitrégeno liquido (-196°C) o helio liquido (-296°C) y que al descongelado los
espermatozoides eran mdviles, incluso después de 40 dias almacenados a estas temperaturas.

La primera vez que se realizd con éxito una congelacion de material seminal fue cuando Polge et al.
en 1949 (citado por Salamon y Maxwell, 1995) demostraron el poder crio-protector del glicerol, ellos
lograron recuperar espermatozoides de varias especies después de congelarlos en solucidn con este



agente crio-protector, este descubrimiento de la accion del glicerol abrié una era exitosa en la
criopreservacion no solo de gametos, sino también células y tejidos; cabe mencionar que Bernstein
y Petropavlovsky en 1937 (citado por Salamon y Maxwell, 1995) reconocieron también los efectos
téxicos del glicerol si es utilizado a altas concentraciones.

La crio-conservacidon de semen ha servido como una herramienta mas para beneficiar la cria de
animales de importancia ganadera, y se ha reconocido como una contribucién a la conservacion de
especies en peligro de extincidon, asi como, superar aspectos de infertilidad en humanos. El semen
preservado de diversas especies es de suma importancia en el drea de investigacidn ya que, da lugar
a varias posibilidades de reproducir diferentes individuos, ademas salvaguardar caracteristicas
genéticas encaminadas a mejorar las especies (Flesch y Gadella, 2000).

El proceso de crio-conservacion produce un dafio celular que disminuye el porcentaje de
espermatozoides viables (Quinn et al., 1969) y por consecuencia es de esperarse que cuando se
utiliza la inseminacion artificial con semen congelado la fertilidad obtenida serd menor en
comparacién a cuando se utiliza semen fresco (Watson, 2000).

2.11. 2 Principios bdsicos de la crio-conservacion

El proceso de congelacion de los espermatozoides es una interrupcion del metabolismo de la célula
espermatica, por lo tanto, el objetivo de la crio-conservacion es mantener indefinidamente en este
estado la célula, sin alterar la capacidad fecundante de los espermatozoides una vez descongelados
(Watson, 1995). Para que este método sea satisfactorio es importante tener en cuenta un
conocimiento detallado de factores, tanto internos (propios de la célula, que no podemos modificar)
como externos (aquellos que podemos manipular) que intervienen en la supervivencia espermatica,
asi como de sus posibles interacciones (Johnson et al., 2000).

Entonces, el objetivo principal de la crio-conservacién es el mantenimiento de la viabilidad y
funcionalidad celular por un periodo prolongado de tiempo, para lo cual es necesario mantener
temperaturas inferiores a -130°C para detener completamente los procesos metabdlicos (Medeiros
et al., 2002), la crio-conservacién de cualquier material bioldgico es efectuada indispensablemente
en una solucién que otorgue propiedades fisico-quimicas favorables para la sobrevivencia durante
la congelacion y descongelacién (Ramonez, 2013).

Cuando el medio en el cual se pretende crio-conservar alcanza temperaturas entre -5 y -10°C se
comienzan a formar nucleos de hielo, que se distribuyen aleatoriamente en el medio extracelular,
ahi la membrana plasmatica del espermatozoide constituye una barrera que detiene la formacién
de hielo dentro de la célula (Holt, 2000), al formarse la cristalizacién en el medio extracelular este
da lugar a hielo puro, dejando solo los solutos progresivamente mas concentrados en la fraccion
liquida, esto se conoce como crio-concentracion, esta fraccion se hace hipertdnica y en respuesta a
la diferencia de gradientes de concentracién, la célula se deshidrata (Boiso, 2001).



Cuando sucede la cristalizacion hay una liberacidn de energia en forma de calor latente, esto
transitoriamente eleva la temperatura de la solucién, este proceso rdpido es perjudicial para las
células (Boiso, 2001). Ahora bien, la velocidad de congelamiento es un factor muy importante en la
crio-conservacién ya que si es muy rapida la célula no es capaz de deshidratarse y el agua que se
encuentra al interior de la misma forma cristales de hielo los cuales son letales, pero si la velocidad
es demasiado lenta, la deshidratacién es extrema ocasionando desnaturalizacién macromoleculary
atrofia celular pudiendo colapsar la membrana plasmatica siendo irreversible (Boiso, 2001). Es por
esto que la velocidad de congelamiento debe ser lo suficientemente rapida para reducir el tiempo
de exposicidon del espermatozoide a condiciones hiperosméticas y al mismo tiempo, debe ser lo
suficientemente lenta para permitir que ocurra la deshidratacién de la célula. Holt, 2000 menciona
gue la supervivencia celular serd maxima a una velocidad de congelamiento adecuada que es
especifica para cada tipo celular.

Las membranas celulares son las estructuras que sufren el mayor dafio en los procesos de crio-
conservacién debido a la perdida de fluidez de sus componentes lipidicos, esta transicién de lipidos
se presenta entre 10 y 16°C alterando las funciones de la membrana y confiriéndole un alto grado
de fragilidad (Grossman y Santalo, 1991).

2.11. 3 Enfriamiento

En todo protocolo de congelacién, existe una fase inicial de descenso de temperatura desde los
niveles fisiolégicos hasta los valores por encima de 0°C. Este enfriamiento causa un estado de
hipotermia frente al cual el espermatozoide puede sufrir daifos. La severidad del dafio depende de
la velocidad de enfriamiento, la duracidn y la temperatura final alcanzada. Los espermatozoides de
porcinos se muestran extremadamente sensibles a descensos por debajo de los 15°C (Pursel et al.,
1973a).

Uno de los signos mas evidentes de dafio causado por el choque térmico es la perdida de motilidad,
seguida por la lesién a las membranas plasmatica, acrosomal y mitocondrial (Watson, 1995), a estos
efectos son sumados los aumentos de la permeabilidad de la membrana plasmatica (Ortman vy
Rodriguez-Martinez, 1994) y la perdida de lipidos (Plummer y Watson, 1985; White, 1993), algunos
de estos cambios han sido relacionados durante la capacitacion espermatica, y segin Green y
Watson (2001) fueron denominados como cambios similares a la capacitacidon “capacitation-like
changes”.

En los espermatozoides porcinos, el proceso de enfriamiento causa un aumento considerable del
numero de espermatozoides danados (Green y Watson, 2001; Kaneto et al., 2002, Vadnais et al.,
2005).

La susceptibilidad al dafio por enfriamiento en los espermatozoides de las distintas especies se
atribuye al rango de temperaturas en el que se producen los cambios de fase liquida a gel en los
lipidos de la membrana (Arav et al., 2000), en los espermatozoides porcinos la mayor susceptibilidad
al choque térmico se ha relacionado con una cantidad menor de colesterol: fosfolipidos,
particularidad que le permite un cambio de transicion de fase de liquido a gel a mayores
temperaturas durante el enfriamiento, y por lo tanto un aumento de la susceptibilidad al dafio
durante este proceso (White, 1993; Brouwers et al., 2005).



La incorporacion de yema de huevo durante el proceso de enfriamiento protege a los
espermatozoides del dafio por choque térmico (White, 1993; Buhr et al., 2000; Baysha, 2014).

2.11.4 Danos causados por la crio-conservacion

En trabajos realizados por diferentes autores se ha deducido que los fendmenos que se acontecen
durante el proceso de congelacidn van a alterar la fisiologia de las células espermaticas, como por
ejemplo un estado de capacitacién prematuro, originando una reaccién acrosomal de una forma
acelerada (Clarke y Johnson, 1987).

El movimiento de agua y los crioprotectores a través de la membrana plasmatica del
espermatozoide condiciona la deshidratacidén celular y esta a su vez, se relaciona con los dafios
observados tras la descongelacion (Ortman y Rodriguez-Martinez, 1994).

Existe un fenémeno al cual se le denomind como “choque frio” (Watson, 1990), se refiere cuando
el semen es enfriado de forma rdpida a temperaturas préximas a los 0°C, y un gran porcentaje de
células espermaticas aparecen inmdviles, ademas se incrementa el nimero de células muertas y
anormales, asi como, la alteracién de la distribucién de lipidos de membrana y aumento del calcio
intracelular. Las membranas celulares y la estructura acrosomal son las regiones espermaticas mas
afectadas por dicho proceso (Holt et al., 1992).

La formacién de hielo intracelular va a originar la ruptura de ciertas estructuras celulares y la
desorganizacién de las membranas plasmdticas y acrosomal, con alteraciones en la fase lipidica y
desplazamiento de las proteinas intrinsecas (Mazur, 1980; Watson, 1990). La concentracién de los
solutos produce la desnaturalizacion de los componentes de membrana y la deshidratacidn celular,
lo que disminuye su volumen hasta un minimo donde se compromete la integridad estructural de
la célula (Watson, 1990).

Una de las principales caracteristicas de los espermatozoides crioconservados es la disminucién de
la proporcién de células motiles (Watson, 2000). El proceso de crioconservacion espermatica,
ademads causa diferentes dafios como consecuencia del choque frio, el estrés osmético y la
formacién de hielo intracelular durante la congelacidon y tras la descongelacién (Watson, 2000), un
factor que puede minimizar estos dafos ocurridos durante la crioconservacion es el diluyente de
congelacion.

2.11. 5 Diluyentes

La viabilidad del semen descongelado siempre serd influenciada por la composicion de los
diluyentes que se sean utilizados durante cualquier proceso de congelacion, el principal objetivo
que tienen los diluyentes son aportar nutrientes como una fuente de energia, proteger contra el
efecto nocivo del enfriamiento, congelado y descongelado, asi mismo, son amortiguadores que
impiden cambios perjudiciales en el pH, mantienen la presién osmética y el balance electrolitico,
inhiben la proliferacién bacteriana e incrementar el volumen del semen (Hafez y Hafez, 2002).



Los crio-protectores son incluidos en el diluyente de crio-conservacion con el objeto de reducir el
estrés fisioldgico y quimico que deriva del proceso de congelar y descongelar la célula espermatica,
y son clasificados en penetrantes y no penetrantes (Purdy, 2006).

Los crio-protectores penetrantes como el glicerol, el dimetil sulféxido causan un arreglo en los
lipidos y proteinas de la membrana plasmatica, lo que resulta en un aumento de la fluidez de la
membrana y deshidratacidn de la célula. Reduce asi la formacién de hielo intracelular e incrementa
la supervivencia de espermatozoides después del proceso de crio-conservacién (Holt, 2000; Purdy,
2006).

Por otra parte, los crio-protectores no penetrantes como la leche y la yema de huevo; como su
nombre lo indican no atraviesan la membrana plasmatica, sino que actian de manera externa
disminuyendo la formacién de hielo extracelular (Aisen et al., 2000).

En el caso de la crio-conservacién de espermatozoides de cerdo, el glicerol y la yema de huevo son
utilizados de manera simultanea en los diluyentes de congelacién para una mayor proteccién; pero
a pesar de que el glicerol protege a la célula espermatica también induce efectos tdxicos y de estrés
osmético, 6% en cerdos (Purdy, 2006) y debe agregarse en la segunda fraccidn de diluyente después
de la fase de refrigeracion del semen (Medeiros et al., 2002).

La yema de huevo tiene una propiedad la cual le brinda una proteccion a la célula espermatica y la
integridad de su membrana plasmatica del dafio causado por el choque frio durante el proceso de
congelado y descongelado, este mecanismo de proteccidn se determina por los fosfolipidos y la baja
densidad de lipoproteinas (Medeiros et al., 2002; Purdy, 2006).

Los carbohidratos como la glucosa, lactosa, dextrosa o sacarosa y que normalmente son utilizados
en este tipo de procesos por la caracteristica principal la cual consiste en que no atraviesan la
membrana plasmatica e inducen la deshidratacion de la célula, logrando asi disminuir la formacion
de cristales de hielo intracelulares. Los azucares interactian con los fosfolipidos de la membrana
plasmatica, incrementado asi la supervivencia del gameto al proceso de crio-conservacién (Kundu
et al., 2002).



2. 12 Métodos de preparacién y separacion espermatica

2.12. 1 Revisidn bibliografica

El inicio de la reproduccién asistida hace un cuarto de siglo, requeria el aislamiento de
espermatozoides mdviles, y a medida que la reproduccion asistida avanzaba el interés por investigar
y entender la fisiologia de la célula masculina (Henkel y Schill, 2003), la demanda de técnicas de
reproduccion asistida crecié dramdaticamente con el creciente nimero de hombres que mostraban
mala calidad de semen; por lo tanto los cientificos y médicos fueron instados a desarrollar una
amplia gama de diferentes técnicas de laboratorio centradas en la seleccién y enriquecimiento de
la motilidad y funcionalidad espermatica del eyaculado (Henkel, 2013). Los primeros métodos de
separacion de espermatozoides consistian de uno o dos procedimientos de lavado con una posterior
resuspensién de células germinales masculinas (Edwards et al., 1969; Lopata et al., 1978),
posteriormente Mahadevan y Baker (1984) describieron un solo lavado seguido de un
procedimiento llamado swim-up hasta formar un pellet de células de un sedimento.

Parrish et al. (1986) fueron de los primeros en utilizar este método de swim-up en semen congelado-
descongelado de bovino con el objetivo de utilizarlo en un sistema de Fertilizacion In Vitro (IVF) del
cual se obtendria una poblacidon de espermatozoides con un alto porcentaje de motilidad y asi
utilizarlos en ovocitos maduros in vitro.

Las técnicas sencillas de separacidn inicial ya no eran suficientes y se debian desarrollar nuevas
técnicas mejoradas de separacion espermatica, persiguiendo dos objetivos principales: (i) eliminar
el plasma seminal que contiene sustancias inhibidoras de la capacitacidn, prostaglandinas, agentes
infecciosos y proteinas antigénicas; (ii) separar los espermatozoides moviles de los inmoviles, de los
leucocitos, de células germinales inmaduras y de otras células redondas (Sanchez et al., 2009).

Si bien la eficacia de un método de preparacidn de espermatozoides se suele medir por la
concentracién de espermatozoides mdviles totales recuperados, es importante también asegurar
evitar o minimizar la presencia de microorganismos derivados del semen y la exposicion a otros
factores iatrogénicos (Alvarez, 2005).

La finalidad de cualquier proceso de separaciéon es seleccionar los espermatozoides moviles
morfoldgicamente normales y mejorar la calidad de los mismos, porque disminuye la liberacién de
linfocinas y reduce la formacion de radicales libres (Ombelet et al., 2003), de esta forma el adecuado
procesamiento de la muestra va a influir en la capacidad fecundante del espermatozoide, tanto in
vivo como in vitro y sera fundamental para el éxito de la reproduccién asistida (Rogers et al., 1983;
Mortimer, 2000).



2.12.2 Técnicas de separacion de espermatozoides

La preparacion de los espermatozoides es un requisito previo para la realizacién de cualquier técnica
de reproduccidn asistida, tanto inseminacion artificial o inseminacién in vitro, o alguna otra técnica,
es importante mencionar que desde el nacimiento de Louis Brown el 25 de julio de 1978 y la
posterior aparicion de estas técnicas de reproduccién asistida, al menos en el ser humano, los
cientificos y médicos de esas épocas se interesaban mas por mejorar las técnicas de separacién de
espermatozoides (Henkel y Schill, 2003).

Bajo condiciones in vivo los espermatozoides potencialmente fértiles son separados de los
espermatozoides inmdviles, detritus y plasma seminal en el tracto femenino por la migracién activa
en el moco cervical (Mortimer, 1989). Durante este proceso no solo se seleccionan los
espermatozoides con movilidad progresiva, sino que estas células también experimentan cambios
fisiolégicos llamados capacitacion, que es un requisito fundamental para la competencia funcional
del espermatozoide con respecto a la reaccion acrosomal (Henkel y Schill, 2003).

Como ya se menciond, durante la década de 1980 con la introduccién de la reproduccidn asistida
especialmente FIV en humanos y tras el desarrollo del método cldsico de swim-up por Mahadevan
y Baker, se desarrollaron técnicas mas complejas para aumentar el nimero de espermatozoides
maviles aun en los casos mas graves. En un principio estas técnicas se pueden diferenciar en técnicas
de migracién, centrifugacion en gradiente de densidad vy filtracién, para todos los métodos de
migracion, el movimiento de autopropulsién de los espermatozoides es un requisito esencial,
mientras que para las técnicas de centrifugacion y filtracion por gradiente de densidad la
metodologia se basa en una combinacién de la motilidad y su retencion en los bordes de fase y
adhesidn a las matrices de filtracion, respectivamente (Henkel y Schill, 2003).

Existen requisitos que debe cumplir la técnica ideal de separaciéon la cual debe ser rapida, facil y
rentable, aislar los espermatozoides tanto méviles como sea posible, no causar dafio espermatico,
eliminar sustancias toxicas y células muertas o reactivos especificos de oxigeno (ROS) y permitir el
procesamiento de mayores volimenes de eyaculado (Henkel y Schill, 2003), dado que ninguno de
los métodos que se encuentran disponibles satisfacen todos los requisitos, es importante utilizar
variedades de las técnicas de separacion para obtener un rendimiento dptimo de los
espermatozoides para los propdsitos que se deseen.

Se sabe, que el plasma seminal reduce la vida media y util del espermatozoide, por lo tanto, cuando
se requiere la conservacion espermatica, refrigerado o congelado, el plasma seminal debe ser
removido tanto como sea posible, esto se hace usualmente mediante la centrifugacion a bajas
velocidades, entre 400 y 900 g, de esta manera no debe ocurrir daifio a la membrana o al ADN
(Lengele, 2015). Asimismo, este plasma seminal es responsable de la capacitacién del
espermatozoide al cual este proceso le brinda la capacidad de ser fértil (Lengele, 2015).



2.12.2.1 Meétodo de dilucion y lavado de semen

Es un método sencillo y de fdcil utilizacidn el cual ayuda a mejorar la calidad de las muestras en
cuanto a numero y motilidad de los espermatozoides para la inseminacidn artificial (Boomsma et
al., 2004). El procedimiento consiste basicamente en el lavado de semen con un medio estéril
afadido con albumina humana, después de la licuefaccidn completa de la muestra todo el volumen
se divide en fracciones de no mas de 2 ml en tubos de centrifugacién, es mezclado suavemente con
una pipeta estéril y se someten a una centrifugacion de 300 g durante 10 minutos, una vez
terminado el tiempo se retira el sobrenadante cuidadosamente; el pellet formado se vuelve a re-
suspender en 1 ml del medio ya mencionado, se mezcla y se centrifuga nuevamente solo 5 minutos
a 300 g. El sobrenadante vuelve a ser retirado y el sedimento es re-suspendido en medio para la IA
(Natali, 2011).

Es muy importante determinar el recuento y motilidad para cualquier aplicacién futura, a pesar de
la simplicidad y velocidad del método, hay que recordar que la repeticion de centrifugaciones sin la
separacion de los espermatozoides de calidad del resto del plasma seminal, puede producir especies
reactivas de oxigeno (ROS) y un dafio de la funcion de los espermatozoides (Natali, 2011).

2.12. 2. 2 Meétodos de centrifugacion por gradientes de densidad

Es un método de centrifugacion que ayuda a separar los espermatozoides muertos no viables de los
espermatozoides vivos y viables, ademds ayuda a separar otro tipo de particulas, entre ellos, células,
virus, piel, o células sanguineas (Lengele, 2015).

Los primeros estudios de Beatty (1964) reportaron que la utilizacién de la silice coloidal permitio la
separacion isopicnica de los espermatozoides, sin embargo, la fertilidad de estas células presentaba
problemas, fue solo hasta que el advenimiento de la silice coloidal se modificé a finales de los 70s
cuando este método se hizo util (Mortimer, 2000). Particulas de silice de revestimiento con
polivinilpirrolidona (PVP) fueron introducidas por Hakan Pertoft y comercializado como Percoll
(Pertoft’s Colloid), el cual se utilizd para hacer gradientes de densidad para preparaciones de
esperma a partir de los 80s (Mortimer, 2000).

Esta técnica es preferida para seleccionar el mayor nimero de espermatozoides moviles en casos
de oligozoospermia severa, teratozoospermia o astenozoospermia, porque se ha podido seleccionar
espermatozoides de buena calidad, pudiendo separarlos de espermatozoides muertos, leucocitos,
y otros componentes del plasma (Natali, 2011).

Los gradientes disgregan las particulas en funcién de su densidad de flotacién, asi los diferentes
componentes se separan hasta alcanzar una posicidn en la que la densidad es igual a la de su entorno
donde ya no puede desplazarse mas, a esto se le conoce como situacion de flotabilidad neutra. Los



espermatozoides maduros son células compactadas y alcanzan el gradiente de mayor densidad el
cual se encuentra al fondo del tubo; el plasma seminal permanece flotando sobre el gradiente de
menor densidad y las células, espermatozoides inmaduros y muertos se sitlan entre los dos
gradientes (Sanchez et al., 2009).

La mayoria de los gradientes de densidad utilizados en la actualidad parten de una suspensidn
coloidal de particulas de silice unidas de forma covalente a moléculas de silano, utilizadas en forma
discontinua en soluciones isotdnicas a una concentracion del 80 y del 40% y pueden adquirirse ya
preparadas; existen varios medios comerciales en el mercado utilizados para la centrifugacién por
gradiente de densidad, incluyendo Percoll®, BoviPure®, PureSperm 100®, etc., estos llegan a variar
el tipo de revestimiento y solucién que contienen (Samardzija et al., 2006).

La mayoria de los protocolos tienen el mismo origen, el cual requieren que dos o mas soportes se
sobrepongan, es decir, una capa inferior y una capa superior, con la muestra de semen sobrepuesta
en la parte superior, las muestras son por lo general centrifugadas a 300 g durante 15 o 20 minutos
(Sanchez et al., 2009; Natali, 2011); pasado este tiempo se elimina la capa seleccionada y se
superpone a otra capa de gradiente de densidad volviéndose a repetir el proceso; éste puede durar
mucho tiempo y comparado con otros procedimientos se considera relativamente “complejo” el
dafio al ADN puede o no ocurrir debido a la centrifugacién o al tipo de medio utilizado (Allamaneni
et al., 2005; Ghumman et al.,, 2011). Si bien, la mayor parte de los efectos negativos de la
centrifugacion se pueden evitar debido a la accidon de amortiguacién del medio de centrifugacion;
los beneficios del método sobre otros, nos ofrece la separacidon no espermatica del eyaculado,
disminuyendo significativamente la cantidad de detritus, que otros métodos pueden quedar cortos
en la obtencion de los mismos (Phillips et al., 2012).

2.12. 2.3 Métodos de adherencia y filtracion

La filtracion con fibra de vidrio fue utilizado con un enfoque diferente por Paulson y Polakoski
(1977), ellos lograron separar los espermatozoides moviles de los inméviles por medio de fibras de
lana de vidrio densamente empaquetadas; el principio para la separacién de los espermatozoides
moviles de los inméviles, detritus y leucocitos, no solo descansa en el movimiento autopropulsado
de los espermatozoides, sino también en una filtracién (Henkel, 2013).

El efecto de las fibras de lana de vidrio consiste en una retencion mecanica de las particulas mas
grandes en el eyaculado, asi como la adhesidn de estas particulas a la superficie de las fibras de
vidrio (Sanchez et al., 1996). Por lo tanto, el tipo de fibra de vidrio utilizada desempefia un papel
importante en el éxito de esta técnica, ya que no es posible utilizar cualquier tipo de lana de vidrio
para el procesamiento de esperma (Henkel, 2013).



Este proceso de adhesidn y filtracién es una caracteristica de la filtracién en fibra de vidrio que
puede contribuir a la seleccién de los espermatozoides con nucleos maduros, es decir, con buena
condensacion de la cromatina (Henkel, 2013). Grunewald et al. 2007 desarrollaron una fibra de
vidrio, que activaron quimicamente para que se uniera a una proteina celular, la Anexina V; esta
proteina se fija externamente a un fosfolipido llamado fosfatidilserina, la cual que se encuentra en
la membrana plasmatica de las células, y la cual es un indicador de apoptosis (Henkel, 2013); aun
gueda por ver los datos clinicos que apoyan la eficacia de esta nueva fibra de vidrio activada
molecularmente.

Estos métodos no deben ser directamente perjudiciales para los espermatozoides siempre y cuando
no exista un proceso de lavado previo, sin embargo, se puede considerar que cualquier método que
emplee fibras de vidrio pudiera contaminar con fragmentos el producto final, asi que pudiera
considerarse un método con que dispone de estudios limitados sobre seleccion y separacién de
espermatozoides, y la competencia funcional de las poblaciones separadas.

2.12. 2.4 Meétodo de migracion: Swim-Up

La técnica original del swim-up que ha sido utilizada por los investigadores que estudian la fisiologia
del espermatozoide mamifero desde los afios 50s mencionan que consiste en tener semen
centrifugado y por encima colocar medio de cultivo, Mortimer en el 2000 no lo menciona, sin
embargo se sospecha sea de un medio compatible en pH al moco vaginal , tenerlo durante un
periodo de incubacién que puede variar de 15 a 60 minutos depende la aplicacion; el fundamento
que se tenia era que los espermatozoides progresivamente moviles migrarian de la capa de semen
al medio de cultivo, la inclusién de este paso de migracién se considera que es funcionalmente
equivalente al proceso por el cual los espermatozoides escapan del eyaculado y colonizan el moco
cervical (Mortimer, 2000).

Mahadevan y Baker (1984) denominaron este método como swim-up convencional; este método
se habia utilizado con éxito en muchas clinicas de fertilizacién alrededor del mundo con excelentes
tasas de fertilizacidon, aun se utiliza para las técnicas de reproduccién asistida, incluyendo la
inseminacién intrauterina.

En resumen, la técnica de swim-up es otro método de separacion de espermatozoides viables,
morfolégicamente normales de un eyaculado, estandarizado por Parrish y Foote (1987). Este
método utiliza un medio nutriente que se acumula en la parte superior del semen vy luego se incuba;
después de esta etapa de incubacidn, la capa superior contiene los espermatozoides
progresivamente moviles y morfoldgicamente normales (Lengele, 2015). Las ventajas que ofrece
esta técnica son: es un proceso muy simple de separacion, econémico y relativamente rapido, asi
como proporcionar espermatozoides con alta motilidad y disminucién de porcentajes de
espermatozoides anormales (Jameel, 2008).



Sin embargo, una desventaja es que no proporciona un gran numero de espermatozoides para
trabajar y las muestras obtenidas con la técnica de swim-up aplicada tendrian bajas concentraciones
espermaticas (Len et al., 2010).

Jameel (2008) menciona que cuando se trabaja con muestras de semen normales, sin problemas
con la motilidad o baja concentracién, el método de swim-up puede ser el preferido debido a su
facilidad de desempefio.

El protocolo estandar de la técnica de swim-up implica una etapa de incubacién durante una hora
en un ambiente controlado: 37°C en atmdsfera de 5% de CO; (Parrish y Foote, 1998; Jameel, 2008).
Sin embargo, existe evidencia que una incubacién corta puede ser igual de efectiva que la hora
estandar (Garcia-Lopez et al., 1995). La técnica tipica es mezclar 1 ml de la muestra de semen
centrifugado con 4 ml del medio VIF el cual contiene 10 mg/ ml de albimina sérica o suero
inactivado al 10% el cual es centrifugado durante 10 minutos a 300 g, el sobrenadante es retirado
cuidadosamente y se desecha; para esta etapa es de gran importancia no aspirar las partes del pellet
producido que se encuentra al fondo del tubo, ya que daria un rendimiento menor en motilidad;
posteriormente, se coloca 0.5 — 1.0 ml de medio fresco deslizandolo por el tubo inclinado en un
angulo de 45° lentamente hasta colocarlo en la parte superior del pellet (Henkel, 2013). Trascurrido
el tiempo de incubacion, que ronda 30 -50 minutos, se recaptura el medio que se colocé sin alterar
al pellet, el cual puede ser algo suave post-incubacidn. Lo ideal es obtener fracciones espermaticas
con motilidad >90 %utilizando la técnica (Henkel, 2013).

El medio Tyrodes complementado con piruvato y albumina (TALP) es un medio originalmente usado
en semen de toro, y a menudo es utilizado junto con la fertilizacién in vitro debido a su funcién
secundaria eficaz de actuar como medio de capacitacién con o sin la albumina de suero bovino que
se incluye (Lengele, 2015).

Existen variaciones sobre este tema y la mayoria es basandose en la capacidad de los
espermatozoides mdéviles para desplazarse en una suspension, ya sea en eyaculados frescos, o
muestras pre-lavadas y formandose un pellet dentro de un medio o diluyente de diferente
composicion (Mortimer, 2000). Los espermatozoides se eliminan efectivamente del plasma seminal,
de tal manera que la poblacién original queda por debajo de una subpoblacién encontrada dentro
del medio de migracidn (Mortimer, 2000). Por lo tanto, la seleccidn esta basada en la capacidad para
ser moviles y como tal, no proporciona ninguna seleccidn basada en la morfologia espermatica o
bien integridad de la cromatina y acrosoma (Somfai et al., 2002).

Los espermatozoides que presentan anomalias en la cola y que dificultan su capacidad de nadar no
migraran al medio nutritivo, ademas es posible que la migracién hacia medios que contienen acido
hialurénico también puede seleccionar espermatozoides con membranas intactas, y que por lo
tanto la migracién por swim-up deberia ser considerada como una técnica de seleccion en lugar de
una técnica de separacion (Morrell, 2009).



En general la principal desventaja de cualquier método de migracién es la baja tasa de recuperacion
que va entre 10y 20 % (Morrell, 2009) por lo tanto no es practico para la preparacion de dosis de IA
en la mayoria de las especies animales.

El procedimiento de swim-up se utiliza en la actualidad de forma rutinaria para la preparacion de
subpoblaciones de espermatozoides maviles en técnicas de reproducciéon asistida (ART) tanto en
humanos como en otras especies, sin embargo, este procedimiento no es tan extendido en semen
de verraco; se ha reportado que no han existido cambios en la motilidad después del procedimiento
de swim-up (Morales, 2012).

2.13 Enfriado pre-congelacidn a temperaturas bajo cero

El enfriado a temperaturas por debajo de los cero grados y cercanas al punto de congelacién de los
espermatozoides en diluyentes especificos para congelacién, tiene como finalidad dar a la célula el
tiempo suficiente para reacomodar cambios en su estructura ocasionados por la transicién de fase
de lipidos que conforman la membrana plasmadtica, esto sin que suceda la perdida de Ia
permeabilidad selectiva de la célula. (Alcantar, 2015).

Este proceso de aproximacion experimental se ha empleado en diversos trabajos con varias
especies, los resultados han sido contrastantes. El enfriado pre-congelacién en el rango de -2 a -5°C
ha mejorado la criosupervivencia de los espermatozoides de caprino (Medrano et al., 2001), ovino
(Rios, 2005) y porcino (Garzon-Pérez et al, 2010).

En contraste, el enfriado a -3°C no produjo ningin efecto sobre la criosupervivencia de
espermatozoides equinos (Contreras-Méndez y Medrano, 2016). Asi mismo, no se produjo ningun
efecto sobre la criosupervivencia de espermatozoides de cerdo enfriados a -3 y -5°C (Garcia, 2015)
y enfriando a 5°C y -5°C (Orozco, 2016).

Las variaciones en la composicién lipidica de la membrana plasmatica de los espermatozoides de las
distintas especies animales podrian explicar parcialmente estos resultados reportados (Parks y
Lynch, 1992).



3. Justificacién

La aplicacion de técnicas para la separacién de espermatozoides, sirven en gran
medida para su evaluacidén ya que es de suma importancia saber si las células que se
estdn evaluando en realidad estan vivas y mas si los cambios en la funcién o la
estructura no estdn relacionados con la muerte celular; es por esto que este trabajo
se basa en la evaluacion de poblaciones viables de espermatozoides posterior a la
técnica de swim-up dentro del laboratorio de investigacidn.



4. Objetivos

General

Comparar la eficiencia de dos variantes de la técnica de separacion espermatica
swim-up en semen de cerdo fresco y descongelado.

Particulares

1. Establecer la concentracidon espermatica mas adecuada para llevar a cabo la
separacion de los espermatozoides viables empleando dos variantes de la
técnica swim-up: tradicional vs botdn.

2. Comparar diferentes tiempos de incubacion sobre la eficiencia de la técnica
de separacién espermatica swim-up.

3. Comparacién de las dos variantes de la técnica de separacidén espermadtica
swim-up: tradicional vs botdn en cuanto a calidad espermatica: motilidad,
viabilidad, integridad de la membrana plasmdtica y del acrosoma, en semen
fresco y descongelado.



5. Materiales y métodos

Este trabajo fue realizado en el laboratorio No. 2 de Reproduccidn Animal de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Campo 4, de la
Universidad Nacional Auténoma de México UNAM, ubicada en la Carretera Cuautitlan—-Teoloyucan
km 2.5, San Sebastidn Xhala, Municipio de Cuautitlan lzcalli, Estado de México.

5.1 Obtencidn y trasporte del semen

En el experimento se utilizaron 17 eyaculados de semen fresco provenientes de 3 verracos hibridos
del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccién Porcina (CEIEPP) de la FMVZ de
la UNAM localizado en el municipio de Jilotepec, Estado de México. Los eyaculados se obtuvieron
mediante la técnica de la “mano enguantada” descrita por Hancock y Howell (1959).

Cabe mencionar que los eyaculados fueron colectados los dias lunes y miércoles entre las 8:00 y
9:00 a. m.

Una vez obtenido, el eyaculado se diluyd (1:1 v/v) en un diluyente comercial Androstar® Plus
(Minitube, Tiefenbach, Alemania), para ser trasportado en recipientes aislados (termos) con camas
de gel, estando a una temperatura inicial de 32°C, evitando de esta manera cambios bruscos de
temperatura durante su traslado.

Una vez llegado el material bioldgico se dejéo 30 minutos a temperatura de cuarto, alrededor de
22°C, y posteriormente se realizé la evaluacion el semen como se describe enseguida.

5.2 Evaluacion del semen

5.2.1 Evaluacion Macroscopica
La evaluaciéon macroscdpica se realizé considerando las siguientes variables:
a) Volumen: el eyaculado fue medido en un matraz Erlenmeyer en ml.

b) Color, olor y aspecto: se observaba el color, olor y aspecto del eyaculado, poniendo atencién en
los colores rojizos, pardos, grises, amarillentos o con presencia de floculos de pus, que denotan
contaminacion de la muestra seminal.

¢) Consistencia: el eyaculado se clasific6 como cremoso, lechoso o acuoso.

5.2.2 Evaluacion Microscdpica
La evaluacion microscépica se realizd considerando las siguientes variables:

i) Motilidad masal: La motilidad o calidad del movimiento en masa se valoré mediante la
colocacion de una gota del semen (diluido 1:1 v/v en Androstar) en el centro de un



portaobjetos, previamente calentado en una platina térmica a una temperatura de
37°C; se observd al microscopio dptico (Leica®) a un aumento 10X el borde de la gota
dandole un valor de 1 a 3 considerando los siguientes criterios:

0 Ondas inexistentes, espermatozoides inmaviles

1 Espermatozoides mdéviles, pero no alcanzan a
formar ondas

2 Formacidn de ondas, pero muy lentas

3 Formacion de ondas que se mueven
rapidamente

(Gonzalez-Urdiales et al., 2006)

ii) Motilidad progresiva

Para seguir realizando la evaluacién microscdpica fue necesario realizar una dilucién 1:10 (9 partes
de medio BTS [Beltsville Thawing Solution] y 1 parte del semen).

Se dejé durante 10 minutos en bafio maria y se procedio a realizar las siguientes pruebas. Cabe
mencionar que el stock del medio BTS se mantuvo bajo refrigeracion, pero para su uso se colocaba
en el bafo maria a 37°C para ser utilizado, una vez alcanzada esta temperatura.

Trascurridos los 10 minutos en el bafio maria, se tomaba una gota de la diluciéon descrita con
anterioridad y se colocaba en un portaobjetos, posteriormente se colocaba un cubreobjetos, ambos
calentados previamente en una platina térmica a 37°C, enseguida se observd al microscopio dptico
Leica® con el aumento 10Xy 20X.

Esta evaluacion se hizo visualmente estimando la proporcidon de espermatozoides con movimiento
rectilineo y progresivo; se asignaron valores de 0 a 100%.

iii) Concentracion espermdtica

Se realizd una dilucion 1:200 (1990 pl de solucién salina formolada al 0.3%, esto para suprimir la
motilidad espermatica, mas 10 pl de semen diluido 1:1 v/v). Para el conteo se utilizd la cdmara de
Neubauer; una vez que se llenaron ambos lados de la cdmara, se dejo reposar 5 minutos hasta que
los espermatozoides se asentaran. Enseguida se procedio a realizar el conteo de espermatozoides
que se encontraban en los 10 cuadros a contar de las dos cuadriculas de la cdmara, obteniendo asi
la concentracion espermatica resultante de la siguiente ecuacidn:

Concentracién espermatica por ml =5 No. de espermatozoides en los diez cuadros x 10 millones/ 2.

iv) Viabilidad con la tincién Eosina/Nigrosina (vivos/muertos)



Esta prueba se realiz6 tomando una gota de la dilucién de semen en BTS (1:10) y colocandolo en un
porta-objetos calentado previamente a 37°C, y a un lado se colocé de igual manera una gota de la
tincidn Eosina/Nigrosina a 37°C; se mezclan ambas gotas durante unos segundos y se hizo un frotis
de capa delgada, se dejo secar bajo un ventilador y se observé al microscopio dptico con el aumento
de 100X, se contaron 200 células en total de cada frotis.

El fundamento de esta prueba es que los espermatozoides vivos no se tifien porque la membrana
plasmatica esta intacta, se aprecian de color blanco, mientras que los espermatozoides muertos se
tifien de color rosa porque la membrana plasmatica ha perdido su permeabilidad selectiva (Barth y
Oko, 1989).

v) Morfo-anomalias espermdticas

Para esta evaluacidon fue necesaria la utilizacién del mismo frotis utilizado para evaluar la viabilidad;
los espermatozoides se clasificaron como:

Normales
Anormalidades primarias: macrocéfalos, microcéfalos, cola doble, etc.

Anormalidades secundarias: la gota citoplasmatica, colas en forma de gancho, colas con dngulos,
etc.

Se contabilizaron 200 células y el resultado se expresd en porcentaje de cada tipo.

vi) Funcionalidad de la membrana plasmdtica mediante la prueba de la hinchazon hiposmdtica
(HOST)

En un tubo de microcentrifuga (tipo Eppendorf) se agregaron 100 ul de solucidn hipo-osmética (60
mOsm/kg), y 100 ul de la dilucion de espermatozoides en BTS; se mezclé de manera homogénea y
se mantuvo en bafio maria por 30 minutos, pasando este tiempo se le agregé 10 ul de glutaraldehido
al 0.4% para fijar; posteriormente se tomd una gota y se colocd en un portaobjetos previamente
calentado, asi mismo, se colocé un cubreobjetos para poder observarse al microscopio dptico con
el aumento de 100X.

La interpretacidon de esta prueba es que los espermatozoides con membrana funcional presentan
un enrollamiento de la cola en la parte media o terminal; por el contrario, los que no presentaron
este efecto indica que su membrana ya no es funcional (Barth y Oko, 1989). El resultado se expreso
en porcentaje contabilizando 200 células en total en cada preparacion.

vii) Integridad del acrosoma mediante microscopia de contraste de fases

En un tubo de microcentrifuga (tipo Eppendorf) se mezclé 100 ul de glutaraldehido al 0.4% y 100 pl
de la dilucién de espermatozoides en BTS, la mezcla se mantuvo a temperatura ambiente,
posteriormente se tomd una gota para colocarla entre el portaobjetos y el cubre objetos calentados



previamente como ya anteriormente se ha citado, se observd en un microscopio equipado con
contraste de fases marca Leica® con el aumento de 100X.

Esta evaluacién se realizé contabilizando 200 células; se observé el borde apical, si éste era liso y
bien definido el acrosoma se considera intacto, si el borde apical era incompleto, rugoso, craterizado
o ausente se consideré como acrosoma dafado (Pursel et al., 1972).

viii) Integridad de la membrana plasmdtica mediante las tinciones fluorescentes SYBR14/loduro de
Propidio (Pl)

La determinacién de la integridad de la membrana de los espermatozoides descongelados se realizo
utilizando las tinciones fluorescentes SYBR14/loduro de Propidio (Pl) (Molecular Probes, USA). Se
tomaron 50 pl de semen y se colocaron en un tubo de microcentrifuga (tipo Eppendorf),
posteriormente se adicionaron 5 ul de SYBR14 (diluido a 100 nMol en Lactosa— Yema de huevo),
enseguida se le agregd 5 ul de loduro de Propidio (12 uMol) y 5 ul de glutaraldehido al 0.4%, este
ultimo con la finalidad de inmovilizar a los espermatozoides y poder llevar a cabo el conteo con el
microscopio equipado con lampara de fluorescencia (Leica DMLS®).

Se realizd el conteo a 200 células, donde, las células espermaticas que presentaban una
fluorescencia en color verde se consideraban vivos, mientras que los espermatozoides muertos
presentaban una fluorescencia de color rojo, esto se observo con el objetivo 100X y el resultado se
expresd en porcentaje.

Preparaciéon del medio Tyrodes

Se prepard medio Tyrode (Anexo 1) el cual era conservado en congelacion; antes de su utilizacién,
fue descongelado en bafio maria a una temperatura de 37°C, una vez descongelado se gasifico
durante 2 minutos con CO,, se afadié Piruvato (0.2 M 5 ul/ml) y Albumina Sérica Bovina (BSA 5
mg/ml), con este proceso el medio Tyrode se convierte en medio TALP (Anexo 2). Terminado este
proceso se introdujo a la incubadora a 38°C y una atmdsfera de 5% de CO,, aqui se mantuvo hasta
su utilizacion.

Separacion espermatica pre y post descongelado mediante la técnica de Swim-up

Se tomaron cuatro tubos de ensaye (a, b, ¢, d) a los cuales se les agregd 1 ml de semen; dos de ellos
se centrifugaron a 500 g/ 5 minutos, una vez que salieron de la centrifuga se retir6 el sobrenadante
qguedando al fondo el botén espermatico con la cantidad de espermatozoides anteriormente
calculada (600 x 10° células/ml.); se agregd 500 pl de medio TALP y se introdujeron a incubacion a
38°C en una atmésfera de 5% CO; durante 30 (tubo a) y 45 minutos (tubo b).



Por otra parte, con los otros dos tubos restantes solamente se agregd medio TALP sin pasar por el
proceso de centrifugacién, y de igual manera se introdujeron a incubacién a 38°C en una atmdsfera
de 5% CO, durante 30 (tubo c) y 45 minutos (tubo d).

Una vez pasando ambos tiempos, de cada tubo se retiraron 200 ul de la superficie y se realizé la
evaluacion de los espermatozoides considerando: motilidad progresiva, concentracidén espermatica,
viabilidad, integridad del acrosoma y la integridad de la membrana plasmitica.

6. Disefo experimental

El trabajo se dividid en tres etapas:

Etapa 1. Comparacion de diferentes tiempos de incubacion para la realizacién de la técnica swim-
up en semen fresco de cerdo

En esta etapa se siguieron utilizando los 6 cerdos iniciales (un eyaculado de cada uno) y dependiendo
de su disponibilidad, de acuerdo al manejo que se les da en el CEIEPP, se logré hacer entre 2y 3
repeticiones solo de los 3 mejores machos.

Para esta primera etapa, el semen se obtuvo, trasportd y procesé como ya se ha mencionado; a su
llegada al laboratorio se anotd en la bitacora los datos del cerdo donador del semen (nombre,
numero de eyaculado, volumen, fecha, hora de entrega y hora de llegada al destino), una vez
terminado el tiempo de atemperado del semen, se prosiguio a evaluar la motilidad masal, asimismo,
se realizé una dilucion 1:10 (9 partes de medio BTS y una parte de eyaculado) (Anexo 3) para la
evaluacidon de la motilidad progresiva, concentracion espermatica. Enseguida, el semen fue
centrifugado a 500 gravedades durante 5 minutos para retirar el plasma seminal y el medio de
transporte; el sobrenadante fue retirado y el pellet formado fue re-suspendido en medio BTS hasta
2 ml como maximo para medir la concentracidn espermatica; se tomé la décima parte y se ajustd a
100 x 10° espermatozoides por mililitro.

Experimento I. Se tomaron 2 ml de semen en medio BTS y se afiadié 500 pl de medio TALP de
manera suave por las paredes hasta lograr que el medio quedara por encima del semen, el tubo fue
colocado con una inclinacion de 45° y se introdujo a incubacion durante 30 y 60 minutos.

Experimento Il. Se tomé 1.0 ml de semen ajustado a 100 x 10° células/ml y se le afiadié 1.0 ml de
medio TALP de manera suave por las paredes hasta lograr que el medio quedara por encima del
semen (variante “tubo”); en otro tubo se colocé 1.0 ml de semen ajustado a 100 x 10° células/mly
se centrifugd a 500 gravedades por 5 minutos, enseguida se afiadié suavemente 1 ml de medio TALP
evitando en lo posible deshacer el pellet (variante “botén”). Ambos tubos fueron incubados durante



15, 30, 45 y 60 minutos; posterior a la incubacién en los tiempos ya mencionados se tomé
cuidadosamente de ambos tubos aproximadamente 200 pul del medio TALP ubicado en la superficie,
para poder evaluar la motilidad progresiva.

Experimento lll. Se centrifugaron 2 tubos con 10 ml de semen fresco cada uno a 500 gravedades
por 10 minutos: uno de ellos con el pellet formado (variante “botdn”) se le afadié 500 pl de medio
TALP de manera suave por las paredes hasta lograr que el medio quedara por encima del pellet, el
otro tubo fue ajustado a 100 x 10° células/ml agregando medio TALP, entonces ambos fueron
incubados durante 45 minutos. Posterior a la incubacidn se tomd cuidadosamente de ambos tubos
aproximadamente 200 ul del medio TALP ubicado en la superficie, para poder evaluar la motilidad
progresiva, viabilidad, funcionalidad de la membrana, integridad del acrosoma, concentracion y
morfoanomalias.

Etapa 2. Crio-conservacion de espermatozoides de cerdo enfriados a dos temperaturas pre-
congelacion y evaluacidn de su crio-supervivencia

El manejo del semen fue similar a la primera etapa ya descrita; una vez anotados los datos en la
bitdcora se pudo determinar a los mejores tiempos de incubacidn, la concentracidon espermatica de
una de las variables antes y después a la técnica de separacidon espermatica, de igual manera
pudimos seleccionar a los mejores machos donadores de semen; siendo 30 y 45 minutos nuestros
tiempos de incubacidn a una atmosfera de 5.0 % de CO,,38°C.

Para cada tiempo y tubo en incubacién se evalué motilidad progresiva, concentracién espermatica,
viabilidad espermdtica y anormalidades espermaticas mediante tincion de eosina-nigrosina,
integridad del acrosoma mediante microscopio de contraste de fases y prueba de HOST, todos los
datos fueron expresados en porcentajes y anotados en la bitacora.

Crio-conservacion de los espermatozoides
Enfriado

El procesamiento del semen fue similar al de las etapas anteriores; el semen era atemperado al
medio ambiente del laboratorio, una vez aclimatado se prosiguié con la evaluacién de la motilidad
masal, motilidad progresiva, viabilidad espermatica, prueba del hinchamiento hiposmético (HOST),
integridad del acrosoma y concentracién espermatica; terminada la evaluacidn correspondiente se
prosiguié a la centrifugacion, 600 gravedades durante 10 minutos, en una centrifugadora
Centrificient IV™ (CRM Globe) (Foto 1).

Una vez que termind el tiempo de centrifugacion se retird el sobrenadante de los 10 tubos
introducidos, el pellet se resuspendié con la Fraccidn | del diluyente Lactosa- Yema de huevo (Anexo
4) sin glicerol hasta un maximo de 1 ml en cada tubo, se realizé el conteo de la concentracion
espermaética y se ajusté a 1200 x 10° células/ml.



Ajustada la concentracidn espermatica se evalud la motilidad masal y se procedio al enfriado lento
de los espermatozoides hasta alcanzar una temperatura de entre 5y 7°C en aproximadamente 180
minutos. Cuando se alcanzé la temperatura deseada se agrego la Fraccidn Il del diluyente con el 6%
de glicerol, esto realizado en tres tiempos, cada uno con un periodo de 10 minutos entre cada uno,
para al final tener una concentracién espermatica de 600 x 10° células/ml en un volumen de 14. 4
mly 3% de glicerol.

Para este proceso se requirid de los siguientes materiales:

Tubos de plastico (polipropileno) para centrifuga de 15 ml, previamente identificados, conteniendo
espermatozoides diluidos en el diluyente lactosa-yema de huevo.

Tubos de plastico (polipropileno) para centrifuga de 15 ml con diluyente lactosa- yema de huevo
con 6% de glicerol.

Tubo control con diluyente lactosa-yema de huevo con 3% de glicerol el cual fue empleado para
monitorizar la temperatura.

Pajillas tipo francés de 0.5 ml marcadas con el nombre del cerdo, fecha del empajillado y con un
color diferente para cada tratamiento los cuales fueron:

Tratamiento 1: enfriado a 5°C
Tratamiento 2: enfriado a -5°C.
2 frascos de vidrio (uno con agua destilada y el otro vacio).

Dos recipientes de plastico de 500 ml con agua salina (NaCL 10% p/v); cada recipiente contiene 16
espacios (cilindros de plastico) para introducir las pajillas.

Pipetas Pasteur, papel absorbente, alcohol polivinilico (sellado de pajillas), jeringas con bulbo.

Todo lo anterior se introdujo en un refrigerador el cual contaba con la sonda de un termdémetro
digital (VWR) (Foto 2).

En este punto se anotaron en la bitacora la hora de inicio de la refrigeracidn, la temperatura del
semen al inicio y la temperatura del refrigerador.

Para el proceso de empajillado, y la adicidn de la fraccién Il del diluyente también fueron anotados
la hora al inicio de procedimiento y sus respectivas fracciones en tres tiempos, temperatura del
semen, el tiempo de duracién del procedimiento, hora de termino, temperatura de refrigerador
final y temperatura del semen final.



Los espermatozoides diluidos se envasaron en las pajillas francesas de 0.5 ml para tener un total de
24 pajillas; las pajillas se sellaron con alcohol polivinilico y se colocaron dentro de los 16 espacios
gue contiene el recipiente, lo que facilita su manejo, ayuda al refrigerado y evita el contacto directo
entre ellas, asi como, evitar que se tuvieran que secar al momento de sacarlas del recipiente. Se
dejaron enfriar hasta 5°C y se mantuvieron en refrigeracion hasta el dia siguiente para su
congelacion.

Congelacion

Las pajillas del tratamiento 1 (5°C) fueron expuestas a vapores de nitrégeno por 15 minutos, esto se
hizo empleando una caja de unicel (= 5.9 L capacidad) en la cual se colocd una cama de nitrégeno
liguido de 8 cm de altura; las pajillas se colocaron sobre unas varillas de cobre a 4 cm por encima
del nitrégeno liquido permitiendo asi su exposicidon a los vapores, terminando el tiempo fueron
sumergidas en el nitrégeno liquido (-196°C).

Por otra parte, en el caso de las pajillas del tratamiento 2 (-5°C), estas fueron colocadas dentro del
recipiente que contenia hielo salino (-12°C) las cuales tenian que alcanzar la temperatura blanco
correspondiente, este descenso de temperatura fue monitorizado por la sonda del termémetro
digital (VWR) colocada dentro de una pajilla control; una vez alcanzados los -5°C, las pajillas fueron
expuestas 15 minutos a vapores de nitréogeno liquido como el anterior tratamiento y de igual
manera se sumergieron dentro del nitrégeno liquido.

Las pajillas de ambos tratamientos se agruparon y se almacenaron en un tanque de nitréogeno
(Thermo Scientific de Equipar S. A. de C.V.) dentro de gobeletes, estos a su vez en la canastilla
correspondiente del termo la cual estaba identificada con un color y un nimero; se llevé el control
mediante registro en una bitacora anotando la fecha, hora, nombre del macho y ubicacién de los
eyaculados dentro del termo para facilitar su identificacion al momento de la descongelacion.

Etapa 3. Aplicacion de la técnica de separacion espermdtica swim-up en espermatozoides
descongelados

Las pajillas fueron descongeladas en el mismo orden en el que fueron congeladas 4 semanas
después de su procedimiento de congelacién.

Para este proceso se requirid de los siguientes materiales:

4 tubos de ensaye de vidrio grandes,

4 tubos de ensaye de vidrio chicos,

8 tubos de microcentrifuga (tipo Eppendorf) para la utilizacion en la integridad de la membrana

4 tubos de microcentrifuga (tipo Eppendorf) para la realizacidn de la tincion fluorescente SYBR14/PI
4 tubos de ensaye para medir la concentracion espermatica

8 pajillas de semen congelado



Procedimiento
1. Para la descongelacion se preparaba el bafio maria a 37°C, y el material de vidrio necesario.

2. Una vez identificadas las pajillas a descongelar, se sacaban las 4 pajillas de cada tratamiento (una
a una) introduciéndolas inmediatamente al bafio maria y dejandolas por 30 segundos.

3. Enseguida, se sacaron las pajillas del bafio maria y se colocaron en papel absorbente, secandolas
suavemente sin frotar, se corté el tapdn de alcohol polivinilico y se vacio el contenido en cada tubo
de vidrio (dos pajillas por tubo); se realizaron las siguientes pruebas:

a) Motilidad progresiva
b) Viabilidad espermatica por tinciéon Eosina/Nigrosina

c) integridad acrosomal con contraste de fases

Posterior a la evaluacién espermatica de los cuatro tubos, se tomaron dos de ellos, teniendo un total
de 2 ml de muestra de semen descongelado con una concentracién de 1200 x 10° ezp. /ml; los
espermatozoides descongelados fueron introducidos en tubos de pldstico para centrifuga y se
sometieron a una centrifugacion de 500 gravedades por 5 minutos. Enseguida se retiré el
sobrenadante de ambos tubos y se realizé un “pool” de ambos obteniendo asi una alicuota, a ésta
se le agregaron 500 pl de medio TALP y se introdujo a incubacién durante 30 y 45 minutos. Por otra
parte, los otros dos tubos restantes fueron utilizados para formar un “pool” y por lo tanto una
alicuota con caracteristicas semejantes a las ya descritas en cuanto a volumen total y concentracién
espermatica, de igual manera a esta se le agregd 500 pul de medio TALP y se introdujo a incubacidn
durante 30 y 45 minutos.

Concluido ambos periodos de tiempo de ambas alicuotas, se obtuvieron 250 pl de las superficies de
las alicuotas y se realizaron pruebas de:

a) Motilidad progresiva
b) Viabilidad espermatica por tinciéon Eosina/Nigrosina
c) Concentracién espermatica

d) Determinacion de la integridad de la membrana plasmatica con tinciones fluorescentes
SYBR14/PI

e) Determinacién de la integridad acrosomal con contraste de fases

Ambas alicuotas fueron introducidas al mismo tiempo bajo la técnica de migracién espermatica
swim-up, se llevé un registro de cada pajilla descongelada, por fecha, macho y tratamiento, asi como
las pruebas que se realizaron para su posterior analisis.



7. Resultados

Etapa 1. Comparacion de diferentes tiempos de incubacion para la realizacién de la técnica swim-
up en semen fresco de cerdo

En la grafica 1 se muestran los resultados de la incubacién a 30 y 60 minutos en cuanto a la motilidad
progresiva, viabilidad, funcionalidad de la membrana plasmatica y la integridad del acrosoma; hubo
diferencias significativas (P<0.05) entre tiempos de incubacidn en cuanto a la motilidad progresiva
y laintegridad del acrosoma.
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Grafica 1. Evaluacion de la calidad espermatica posterior a la técnica swim-up en 2 tiempos (30 y 60
minutos) de incubacion. MP=motilidad progresiva, EN= viabilidad mediante Eosina/Nigrosina,
HOST= funcionalidad de la membrana plasmatica mediante la prueba del hinchamiento
hiposmatico, Al= integridad del acrosoma mediante contraste de fases.



En la gréfica 2 se presentan los valores de la motilidad progresiva posterior al swim-up para las dos
variantes de la técnica, BOTON+TALP y TUBO+TALP, incubados durante 4 tiempos distintos. Hubo
diferencias significativas (P<0.05) entre los métodos de swim-up en todos los diferentes tiempos de
incubacién; los valores mds altos correspondieron a BOTON+TALP en todos los tiempos.
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Grafica 2. Evaluacion de la motilidad progresiva (MP) post-incubacién (15, 30, 45, 60 minutos)
empleando dos variantes de la técnica de swim-up. Los valores son medias + error estdndar; hubo
diferencias significativas (P<0.05) entre las variantes de swim-up en todos los tiempos de
incubacion.

Con base en el resultado anterior se eligié el tiempo 45 minutos de incubacién para hacer una
evaluacion mds detallada de los espermatozoides sometidos a las variantes BOTON+TALP vy
TUBO+TALP. En la grafica 3 se presenta la comparacién entre las variantes de swim-up, post-
incubacién (45 minutos), en cuanto a motilidad progresiva, viabilidad, funcionalidad de la
membrana, integridad del acrosoma, concentracidon y morfoanomalias; solamente existié diferencia
significativa (P<0.05) entre los valores de motilidad progresiva.
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Grafica 3. Calidad espermatica post-incubacién (45 minutos) empleando dos variantes de la técnica
de swim-up. Los valores son medias +* error estandar; hubo diferencias significativas (P<0.05) entre
las variantes de swim-up en la motilidad progresiva.

Etapa 2. Crio-conservacion de espermatozoides de cerdo enfriados a dos temperaturas pre-
congelacion y evaluacion de su crio-supervivencia

En la Tabla 1 se presentan los resultados de la crio-supervivencia de los espermatozoides previo a
la separacion con la técnica de swim-up. No hubo diferencias entre tratamientos de enfriado pre-
congelacion (+5, -5°C) para ninguna de las variables evaluadas.

Tabla 1. Crio-supervivencia de espermatozoides de cerdo enfriados a dos temperaturas pre-
congelacion

Temperatura de enfriado pre-congelacion
Caracteristicas de los
espermatozoides +5°C -5°C

Motilidad Progresiva (%) 22.0+3.73 22.7+4.21
Viabilidad (%) 53.0+£5.55 51.7+4.38
Acrosoma Intacto (%) 30.7 £3.96 38.0+6.04
Integridad de la membrana

plasmatica (%) 40.9 +3.83 39.1+4.69

Los valores son medias * error estandar. No hay diferencias significativas entre tratamientos en

ninguna de las variables.




Etapa 3. Aplicacion de la técnica de separacion espermatica swim-up en espermatozoides
descongelados

En la tabla 2 se presentan las caracteristicas de los espermatozoides descongelados posterior a la
separacion con la técnica de swim-up mediante dos métodos (tubo inclinado y botdn) y dos tiempos
de incubacién (30, 45 minutos). No hubo diferencias en ninguna de las variables entre temperaturas
de enfriado pre-congelacion, ni entre métodos de swim-up, ni entre tiempos de incubacién.

Tabla 2. Caracteristicas de espermatozoides de cerdo crio-conservados, posterior a la separacién
mediante dos variantes del método swim-up y dos tiempos de incubacién

Método swim up

Caracteristicas Temperatura de | Tubo Tubo
de los | enfriado pre- | inclinado Botdn inclinado Botdn
espermatozoides congelacion 30 min 30 min 45 min 45 min
Motilidad Progresiva | +5°C 10.8+2.01 12.5£3.35 10.8+2.01 10.8+4.69
(%) -5°C 14.2+2.71 5.0£2.58 9.74+2.03 9.2+3.75

+5°C 54.415.72 45.8+4.98 52.6£2.91 42.1+4.01
Viabilidad (%) -5°C 49.4+4.97 46.8+5.25 51.8£1.94 44.34+3.93
Acrosoma +5°C 51.2+7.91 40.317.99 48.8+7.28 34.8+8.22
intacto (%) -5°C 44.2+10.72 43.348.65 40.549.53 33.5%6.72
Membrana
plasmética  intacta +5°C 41.0+4.20 27.3+5.76 36.312.84 23.3+2.35
(%) -5°C 39.8+5.78 28.7+5.36 35.1+4.54 22.8+4.42

Los valores son medias * error estandar. No hubo diferencias en ninguna de las variables entre
temperaturas de enfriado pre-congelacién, ni entre métodos de swim- up, ni entre temperaturas de
incubacién.

Es notable que la motilidad progresiva fue menor que la obtenida inmediatamente al descongelado,
en contraste la viabilidad fue similar. El porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto
después de la separacion con swim-up fue mayor que al descongelado. El porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmatica intacta después de la separacion con swim-up fue
similar que al descongelado.



8. DISCUSION

La finalidad de este trabajo fue estandarizar un método de separacién de espermatozoides que nos
permitiera seleccionar a los moéviles y normales. La utilidad de disponer de una poblacién
espermatica seleccionada es multiple: fertilizacién in vitro, inseminacion artificial intrauterina, y la
evaluacion de la poblacion de espermatozoides que han sobrevivido al proceso de crio-
conservacion.

Para esto, se compard la eficiencia de dos variantes de la técnica de separacion espermatica swim-
up en espermatozoides frescos y crio-conservados; estos ultimos, fueron sometidos a dos
temperaturas diferentes de enfriado: +5°Cy -5°C pre-congelacion.

Primero se establecid la concentracion espermatica, asi como el tiempo de incubacién adecuados
para llevar a cabo la separacién de los espermatozoides; la intencidn era obtener la mayor cantidad
de células moviles y vivas. En la primera etapa, la incubacion durante 30 minutos produjo mejores
resultados que a 60 minutos; aunque el protocolo estdndar de la técnica de swim-up recomienda la
incubacién durante una hora en un ambiente controlado (Parrish y Foote, 1998; Jameel, 2008), una
incubacién mas corta puede ser igual de efectiva (Garcia-Lopez et al., 1995) como se observo en el
presente trabajo.

Una vez establecidos los tiempos de incubacién, las dos variantes de la técnica de swim-up fueron
comparadas; la variante llamada botdn (el formado tras la centrifugacion) fue mejor que la variante
llamada tubo (sin centrifugacion). La primera es una modificacién del método original descrito por
Parrish et al. (1986) y Sieme et al. (2003). En relacién a la cantidad de espermatozoides recuperados
por ambos métodos, la variante “botdn” permitid recuperar aproximadamente un 25% mientras
que la variante “tubo” solo una décima parte, aproximadamente. Se ha reportado que las muestras
de semen sometidas a la técnica de swim-up tendran bajas concentraciones espermaticas (Len et
al., 2010).

En el semen fresco fue donde se observd de manera mas notable el efecto de la separacién con
swim-up; sin embargo, en el semen descongelado el efecto fue nulo. Se considera que la
centrifugacion de forma repetida puede producir especies reactivas de oxigeno (ROS), y en
consecuencia un dafo de la funcidn de los espermatozoides (Natali, 2011). Esto, aunado al estrés
del proceso de crio-conservacién explica parcialmente nuestros resultados.

En las condiciones en que se llevé a cabo este trabajo, la separacidon espermatica mediante dos
variantes del método swim-up no mejoré de manera notable la calidad de los espermatozoides en
el semen fresco, y no tuvo ningln efecto en el semen descongelado.



9. CONCLUSIONES

Establecer una concentracidn espermatica de inicio para identificar qué cantidad de
espermatozoides viables tendremos al recapturar posterior a la técnica de separacion, nos permite
tener un panorama sobre la eficacia entre ambas variables, asi mismo, determinar un tiempo de
incubacién exacto para lograr la capacitacidn espermatica obtenemos una mejor viabilidad y
especializacion de los mismos.

El enfriando lento a -5°C, previo a la congelacion, no mejoro a supervivencia de los espermatozoides
descongelados de cerdo, sin embargo,

La centrifugacién repetida en diversos procesos daina las células y su funcionamiento, lo que provoca
especies reactivas de oxigeno
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Anexos
Anexo 1.- Técnica de “mano enguantada”

PREPARACION DEL MATERIAL

1. Precalentar agua destilada a 372 C en un matraz, el volumen dependera de las dosis que
vayamos a producir (suele hacerse una estimacién de dos litros por verraco). Agitar con la
ayuda de un agitador magnético.

2. Aiadir el diluyente correspondiente al volumen de agua que se tiene.

3. Coger un vaso de recogida y cubrirlo con una gasa que actuara a modo de filtro y asegurar
esta con una goma. Al vaso se le pueden afiadir 50-100 cc de diluyente ya preparado y
calentado a 372 C con objeto de evitar cambios bruscos de temperatura al eyaculado y
prevenir aglutinaciones.

4. Elvaso se coloca en un termo previamente atemperado.

Mantener el matraz con el diluyente en el bafio Maria a 372 C.

6. Es conveniente poner varios “portas” y “cubre” sobre la platina calefactora para que estén
atemperados a la hora de la validacidon seminal (evaluacidn de la motilidad, aglutinacion).
Hay que tener en cuenta que el material ha de estar limpio y, en los casos que proceda,
esterilizado.

v

RECOLECCION DEL SEMEN

Es recomendable realizarla sobre un potro fijo situado en una sala habilitada a tal efecto, asi el
animal se habitua y se reduce el tiempo de salto simplificando el manejo al operario. La recogida
se ha de realizar con el mayor grado de higiene que sea posible. Para ello debe vaciarse el
diverticulo prepucial cuando el verraco esté sobre el potro con objeto de eliminar los restos de
orina y limpiar la zona con una toallita desinfectante. Una vez colocado el guante no se debe tocar
ningun objeto ni superficie para minimizar el riesgo de contaminacion; otra opcién es colocarse
dos guantes y quitarse uno justo antes de comenzar la extraccidn, es lo que se conoce como la
técnica del doble guante. El pene debe sujetarse colocando los dedos alrededor de la espiral del
glande, ejerciendo traccién suavemente hasta su total extension. Se ha de procurar mantener el
pene horizontal (en paralelo con el suelo) para evitar que por el escurra orina u otros
contaminantes que caerian al vaso de recogida. Una vez en este punto, el verraco dejara de
empujar y comenzara a bombear el eyaculado (Oberlender et al., 2012).



Anexo 2: DABCO

DABCO 0.22 M (= 220 mM) en glicerol.

1122 — ———— 1M
X————= 0.22M
x = 24.684g/!

x =0.12342 g /5ml

Preparacion:

1. Después de calcular la cantidad de DABCO a mezclar con el glicerol, se procede a su
dilucién, para posteriormente agregar PBS.

2. Larelacion Glicerol: PBS es de 9:1, respectivamente.

3. Serealiza el cdlculo correspondiente dependiendo la cantidad a utilizar.



Anexo 3: Medio Tyrodes

Preparacion de soluciéon stock para el medio Tyrodes

NaCl (0.5 M)

2.922 g /100 ml

NaHCO3(0.25 M)

2.100 g / 100 ml

NaH,P0O4-H, (0.1 M)

0.690 g / 50 ml

Na-Hepes (0.2 M)

9.532 g /200 ml

KCl (0.5 M) 3.728 g/ 100 ml
CaCl, (1.0 M) 14.702 g / 100 ml
Glucosa (0.5 M) 45g/50ml
MgS04(0.01 M) 1.235 g/ 50 ml

Nota: Cada gramaje se diluye en agua desionizada.

Una vez realizada cada una de las mezclas anteriores, se prosigue a realizar la preparacién del medio

Tyrodes.

Preparacion para cada 100 ml:

NaCl 19.2 ml MgS0O4 0.400 ml

NaHCO; 6 ml Glucosa 1ml

Hepes 10 ml CaCly 0.460 ml

Na-phosphate 0.300 ml Penicilia- 1ml
estreptomicina

KClI 0.620 ml Rojo Fenol 2mg

Cada una de las cantidades mencionadas, se proceden a aforar.




Anexo 4: Preparacion de medio TALP

Medio Tyrodes 10 ml
Piruvato 22 mg
Albumina de suero bovino (BSA) 50 mg
Agua Millig 1ml

Procedimiento:

1. Colocar en bafio Maria el tubo de 10 ml de medio Tyrodes.

Pesar 22 mg de piruvato y se colocan en un tubo Eppendorf con 1 ml de agua Millig (el
tubo debe estar protegido de la luz con papel aluminio).

Pesar 50 mg de BSA.

Gasificar Tyrodes con CO; durante 2 min.

Agregar al medio Tyrodes los 50 mg de BSA y 50 ul de piruvato, sin mezclar.

Se introduce en la incubadora de CO;,(38°C / 5%).

A

o v AW

Nota: Las cantidades de los reactivos que se mencionan, se utilizan por cada 10 ml de medio

Tyrodes.



Anexo 5 Preparacion de medio BTS

EDTA 0.125 g/ 100 ml
Dextrosa anhidra 3.7g/ 100 ml
Citrato de Sodio 0.6 g/ 100 ml

Bicarbonato de Sodio

0.125g /100 ml

Cloruro de Potacio

0.075 g/ 100 ml

Procedimiento

Se pesan los ingredientes.

vk wh e

Identificar y conservar.

Con ayuda de un embudo se colocan en un matraz.
Mezclar con agua Millig todos los ingredientes.
Una vez disueltos se afora hasta 100 ml.
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