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1. RESUMEN.

CLAUDIA IVETT REYES FELIPE: EVALUACION DE LA FUNCION MITOCONDRIAL
EN DOSIS SEMINALES DE CERDO, UTILIZANDO EL DILUYENTE DE LARGA
DURACION GEDIL®. (Dirigida por el Dr. Oscar Gutiérrez Pérez y la MVZ MC. Susana
Espinosa Hernandez).

El objetivo de este estudio fue estandarizar la prueba de la Diaminobenzidina (DAB),
con el fin de realizar una evaluacion de la funcionalidad de la mitocondria de los
espermatozoides de cerdo almacenados en un diluyente de corta duracién y uno de
larga duracion y hacer una comparacion de los resultados obtenidos al dia 1 y 10 de
almacenamiento. Para ello se utlizaron dosis seminales de 5 machos activos en
granja, realizando 3 muestreos por cada semental. A cada muestra se le realiz6 un
espermiograma basico y para la formacion de grupos experimentales se identificaron
dos botellas con el diluyente Gedil® y como grupo control otras dos botellas con el
diluyente de corta duracién BTS®, las cuales correspondian a los dias de evaluacién de
la prueba. En el dia 1 y 10 de almacenamiento se hizo el procesamiento de las
muestras correspondientes, a través de la evaluacion de la motilidad general,
seguidamente se realizé la prueba dual Coomassie/HOST en el que se hizo un conteo
de al menos 200 células por muestra para obtener el porcentaje de HOST+ (es decir
aquellas células que respondieron a la prueba de osmoresistencia hipo osmotica) y
ademas para el porcentaje de integridad acrosomal. Se estandarizé la prueba de la
DAB y se hizo una evaluacion de la funcionalidad mitocondrial en cada grupo en el que
se realizd un conteo de minimo 200 células por laminilla, con la siguiente clasificacion:
Grado 1 (la pieza intermedia del espermatozoide estaba tefiida al 100%, el color era
marrén uniforme), Grado 2 (la pieza intermedia estaba tefiida en un porcentaje mayor al
50%, el color era marrén uniforme), Grado 3 (la pieza intermedia estaba tefiida en un
porcentaje menor al 50%, el color era marron uniforme o marrén palido) o Grado 4 (la
pieza intermedia no estaba teflida, no se presentaba coloracion de ningun tipo).
Encontrando que los resultados para motilidad general fueron en el dia 1: 83.00 +
0.81%, 83.66 £ 0.90% y en el dia 10: 37.00 + 2.53%, 51.67 + 1.59%. Para el porcentaje
de acrosomas integros en el dia 1: 85.07 + 1.52%, 91.50 £ 0.49% y en el dia 10: 32.99

+ 3.21%, 52.81 £ 3.59%. En cuanto al porcentaje de HOST + los resultados fueron en
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el dia 1: 40.00 £ 2.28%, 50.28 + 2.24% y en el dia 10: 19.50 + 2.00%, 29.22 + 1.75%.
Respecto a la prueba de la DAB el porcentaje para el Grado 1, en el dia 1 de
almacenamiento: 80.88 £+ 1.64%, 83.92 + 1.35% y en el dia 10: 12.93 + 1.14%, 23.52 +
1.97%, para el Grado 2, en el dia 1 de almacenamiento: 14.98 + 1.51%, 12.32 + 1.17%
y en el dia 10: 69.91 + 1.68%, 62.70 = 1.91%, para el Grado 3, en el dia 1 de
almacenamiento: 3.01 + 0.133%, 2.75 £ 0.25% y en el dia 10: 13.77 + 0.79%, 10.76 +
0.67%, para el Grado 4: 1.11 + 0.24%, 0.99 + 0.28% y en el dia 10: 3.38 + 0.33%, 3.01
+ 0.22%, ademas se realiz6 una evaluacion del porcentaje total de mitocondrias
dafiadas (suma de grados 2, 3 y 4) encontrandose los siguientes resultados, en el dia 1
de almacenamiento: 19.1 + 1.88%, 16.06 + 1.7% y en el dia 10: 86.61 + 2.8%, 76.4 *
2.8%. Todos estos resultados fueron del diluyente BTS® y Gedil® respectivamente. Los
resultados se analizaron con la prueba estadistica de Mann-Whitney. Al comparar los
resultados de ambos diluyentes se encontraron diferencias significativas al dia 10
(p<0.05) y una disminucidon progresiva en motilidad general. En porcentaje de
acrosomas integros se encontraron diferencias significativas al dia 1 y 10 de
almacenamiento (p<0.05) y una disminucion progresiva. En cuanto al porcentaje de
HOST+ se encontraron diferencias significativas al dia 1 y 10 de almacenamiento
(p<0.05) y una disminucién progresiva. Para la prueba de la DAB, en Grado 1 se
presentaron diferencias significativas al dia 10 (p<0.05) y una disminucion progresiva,
en Grado 2 se presentaron diferencias significativas al dia 10 (p<0.05) y un aumento
progresivo, en Grado 3 se presentaron diferencias significativas al dia 10 (p<0.05) y un
aumento progresivo y para el Grado 4 a pesar de que hubo un aumento progresivo no
se presentaron diferencias significativas. En todas las pruebas realizadas el diluyente

Gedil® mostr6 ser superior.
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1.1 ABSTRACT.

CLAUDIA IVETT REYES FELIPE: MITOCHONDRIAL FUNCTION ASSESSMENT IN
DOSES SEMINAL SWINE, USING THE LONG TERM DILUENT GEDIL®. (Directed by
Dr. Oscar Gutiérrez Pérez and MVZ. MC. Susana Espinosa Hernandez)

The aim in this work was to standardize the Diaminobenzidine test (DABt) in order to
make a comparison between the mitochondrial functionality of boar sperm stored in
both a short and long term extenders. This involved the use of 5 Boars with the
assessment of three ejaculates for each boar. Each sample underwent basic semen
analysis. Two semen samples for each boar was diluted in Gedil® extender and two
semen samples was diluted in BTS® extender. On day 1of storage first samples of both
extenders and then to 10 days of storage second sample of both extenders was
assessement to motility average followed by dual Coomassie/ HOST test. At least 200
cells per sample was counted and the HOST + (ie cells responded to hipo osmotic
resistant test) and acrosome integrity was reported DAB test was standardized to
assessment mitochondrial functionality in each group which that conducted a count at
least 200 cells per slide, with the following grade classification: 1 (the sperm midpiece
was stained 100 %, showed an uniform brown color), 2 (sperm midpiece was stained
up than 50% with an uniform brown color), 3 (midpiece was dipped in less than 50%,
and the color was uniform brown or pale brown) and 4 (mid piece was not stained)
Findings of progressive motility were on day 1: 83.00 = 0.81% , 83.66 + 0.90 % and on
day 10 : 37.00 £ 2.53 % , 51.67 + 1.59 %. For acrosome integrity results on day
1showed a 85.07 + 1.52 %, 91.50 + 0.49 % and on day 10: 32.99 + 3.21 % , 52.81 +
3.59 %. In terms of percentage of HOST + the results were on day 1 : 40.00 = 2.28 % ,
50.28 + 2.24 % and on day 10 : 19.50 £ 2.00 %, 29.22 + 1.75 %. For testing of the DAB
, the rate for Grade 1 , on day 1 of storage : 80.88 £ 1.64 % , 83.92 + 1.35 % and on
day 10 : 12.93 + 1.14 %, 23.52 £ 1.97 % for the Grade 2, on day 1 of storage : 14.98 *
151 %,12.32 +1.17 % and on day 10 : 69.91 + 1.68 % , 62.70 + 1.91% for the Grade
3, on day 1 of storage : 3.01 £ 0.133 %, 2.75 + 0.25 % and on day 10: 13.77 £ 0.79% ,
10.76 + 0.67 % for the Grade 4 : 1.11 + 0.24 %, 0.99 £ 0.28 % and on day 10 : 3.38 £

0.33 % , 3.01 + 0.22 % , also an evaluation of the total percentage of damaged
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mitochondria (sum of grades 2, 3 and 4 ) meeting the following results , on day 1 of
storage : 19.1 +1.88 %, 16.06 + 1.7 % and on day 10 : 86.61 + 2.8% , 76.4 + 2.8 %. All
these results were diluent BTS® and Gedil®, respectively. The results were analyzed
with the statistical test of Mann -Whitney. When comparing the results of both extenders
were no significant differences at day 10 (p< 0.05) and a progressive decline in motility.
In intact acrosome percentage differences were significant at day 1 and 10 of storage
(p< 0.05) and a progressive decrease. In terms of percentage of HOST + significant
difference at day 1 and 10 of storage (p <0.05) and a progressive decrease. To test for
the DAB, in Grade 1 were significant differences at day 10 (p <0.05) and a progressive
decrease in Grade 2 were significant differences at day 10 (p<0.05) and a progressive
increase in Grade 3 differences were significant at day 10 (p<0.05) and a progressive
increase for Grade 4 and even though there was a progressive increase was not
significantly different. In all tests the diluent Gedil® shown to be superior.


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

2. INTRODUCCION.
2.1 Importancia de la Inseminacion Artificial.

La inseminacion artificial (IA) en su sentido amplio se define como la
transferencia de los gametos del macho para llegar al évulo por medios distintos al

apareamiento natural. 2

La IA es ampliamente utilizada por los productores de la especie porcina de todo
el mundo, jugando un papel fundamental en la mejora de la produccion porcina
mundial.t* % * %> %7 Es una de las mejores herramientas para aumentar la eficiencia
reproductiva, permite una mayor difusion del material genético, ademas de tener
ventajas de manejo y sanitarias. Su uso se ha incrementado con el propdésito de
aprovechar al maximo a los verracos con los que se cuentan y disminuir asi los costos

de producci6n. 2 %37

En nuestro pais mas de un 60% de las cerdas en produccion tecnificada son
inseminadas artificialmente y esta tendencia va en aumento dia con dia.* Sin embargo
para lograr una IA adecuada es necesario hacer una evaluacién de la calidad seminal
para poder partir de una materia prima adecuada a lo hora de elaborar las dosis

seminales. 12891011

2.2 Laevaluacién de la calidad seminal.

Por calidad seminal se entiende el conjunto de parametros que caracterizan la
viabilidad del espermatozoide. En un principio se hacia referencia a los caracteres que
definen la morfologia y el movimiento de los espermatozoides, pero posteriormente se
le han afiadido otra serie de pardmetros que tienen por objetivo cuantificar de algun
modo la funcionalidad del espermatozoide. & ° °
La calidad seminal ha sido tradicionalmente evaluada a través del espermiograma

clasico. %1011
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2.2.1 Espermiograma.

Se define como espermiograma, a un conjunto de pruebas macroscopicas y
microscoépicas de una ejecucion relativamente simple, que pueden ser realizadas con
un costo moderado y cuyo fin es permitir la diferenciacion entre eyaculados aptos y no

aptos para la IA. & %11

Las caracteristicas que deben tener los espermatozoides de un eyaculado
fecundante son: motilidad progresiva, morfologia normal, metabolismo energético,
capacidad para desarrollar una motilidad hiperactivada, integridad estructural vy
funcional de la membrana, integridad de las enzimas asociadas con la fecundacién,
1,2,8,9, 10, 11

capacidad de penetracion y transferencia 6ptima del material genético.

A continuacion se describen las caracteristicas macro y microscopicas a evaluar:

2.2.2 Caracteristicas macroscépicas.

El analisis macroscépico del eyaculado consiste en una valoracion general y
rapida de aquellas caracteristicas del mismo, que se pueden evaluar a simple vista, de
primera intencién y sin la utilizacién de equipos especiales. Aunque, la valoracién de
estas caracteristicas es imprecisa y subjetiva, proporcionan informacion especialmente
valiosa ante problemas muy evidentes de calidad. *** A continuacién se enlistan y se

definen:

Color: EIl color normal de un eyaculado es blanco variando la consistencia y
tonalidad de acuoso transparente a cremoso amarillento. La presencia de otras
coloraciones en el eyaculado puede ser indicador de diferentes patologias,
contaminacién o mala praxis en la recogida. Normalmente, cuando el eyaculado
tiene un color amarillento esta contaminado con orina, mientras que si es
rosaceo, lo cual denota la presencia de sangre, se debe de sospechar de

alteraciones patoldgicas del tracto genitourinario. % **
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Olor: Debe de ser sui generis, cualquier olor representa una alteracion. *2

Volumen: Segun la edad, tamafio testicular, raza y estado fisiol6gico de cada
verraco el volumen del eyaculado oscila entre 100 y 500 ml, pero el rango mas
frecuente en un verraco adulto es de 200-300 ml y el volumen de fraccion rica

(fraccion espermética) del eyaculado oscila entre 50 y 125 ml aproximadamente.
1,2,11

La obtencién de eyaculados con un bajo volumen es normal en verracos muy
jovenes, pero en verracos adultos, puede deberse a un defecto en la
espermatogénesis, de una sobreutilizacion del macho o de algun tipo de

patologia, causando una baja fertilidad.  **

pH: Los valores normales varian de 7.2 a 7.8. El pH es Unicamente un indicador
de la actividad metabdlica de los espermatozoides, ya que al envejecer el
eyaculado se aumenta la concentracion de &cido lactico y con esto se da un

descenso del valor del pH. *?

Temperatura: Es importante registrar y controlar la temperatura del semen para
evitar las variaciones durante todo su procesamiento para prevenir una
disminucion en la viabilidad de los espermatozoides. Es importante mantener el

semen a una temperatura constante de 35-36°C antes de diluir. *'2

2.2.3 Caracteristicas microscépicas.

El espermiograma clasico incluye una bateria de pruebas microscoépicas para la
valoracion relativamente precisa de la calidad de un eyaculado, en funcion de la cual se
determinara su rendimiento productivo. Estas pruebas requieren por lo menos de un

microscopio para su valoracion. 2
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Motilidad (movimiento general o masa).

La motilidad es el parametro de calidad espermética mas cominmente utilizado
para determinar la viabilidad del eyaculado. Dado que es necesaria una buena
motilidad para alcanzar el lugar de la fecundacion y culminar exitosamente el proceso
de penetracion del espermatozoide en el ovocito, tradicionalmente, ha sido considerada
como uno de los factores mejor correlacionados con la capacidad fecundante. % 1% *

El procedimiento para su evaluacion es sencillo, se coloca una gota del
eyaculado sobre un portaobjetos y se tapa con un cubreobjetos ambos atemperados a
37°C. Se observa en un microscopio 6ptico de 100 a 200 aumentos (10x-20x) y se
analiza el movimiento superficial que refleja la movilidad de las células en su conjunto,
otorgdndole un valor porcentual de 0-100%. Se consideran valores de buena calidad
seminal los superiores al 75% mientras que aquellos eyaculados con motilidades

inferiores al 60% no son aptos para IA. %1011

Vigor (tipo de movimiento o motilidad individual).

Una vez determinado el porcentaje de espermatozoides moviles de la muestra,
se procede a la valoracién de la motilidad individual y la calidad de movimiento. Para
ello, se observa la muestra con un microscopio a 100 a 400 aumentos (10x-40x) y se
observan varios campos, al evaluar este parametro, se observan diferentes
movimientos, desde nulo, movimientos lentos, en circulos o Vvibratorios, hasta
movimientos rectos y rapidos, para evaluar el tipo de movimiento de los

espermatozoides se les da un valor en una escala de 0 a 5:

Valor de 0: Sin movimiento (necrospermia)

Valor de 1: Sin movimiento progresivo, girando sobre si mismos.
Valor de 2: Con movimientos anormales y algunos progresivos.
Valor de 3: Con movimientos progresivos lentos y sinuosos.
Valor de 4: Con movimientos progresivos rapidos.

Valor de 5: Con movimientos progresivos muy rapidos.
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El vigor tiene una alta correlacién con la capacidad individual de almacenaje del

semen de cada verraco. %11

Aglutinacion.

La aglutinacion consiste en la union de varios espermatozoides formando
acumulos siendo la union cabeza-cabeza la mas frecuente, aunque también se
observan uniones cabeza-cola y cola-cola y que puede ser observado durante la
contrastacion con el microscopio, tanto en el eyaculado fresco, como en el semen

diluido en conservacion. t 12

Es un parametro de gran importancia ya que, reduce la capacidad fecundante de
la dosis al entorpecer el movimiento progresivo de los espermatozoides necesarios
para ascender hasta el oviducto donde se produce la fecundacién e induce a la
degradacion de la célula espermatica. **

El grado de aglutinacion suele medirse de 0 a 3. El grado 3 de aglutinacién
corresponde a mas de un 30-40% de espermatozoides aglutinados. Si esta aglutinacién
se une a otros parametros, como baja motilidad y presencia de abundantes formas

anormales, se recomienda no continuar el procesado del eyaculado.? *2

En algunas ocasiones, la presencia de aglutinacién leve, desaparece al realizar
la mezcla del eyaculado con el diluyente, gracias a la estabilizacién quimica que
proporciona éste, observandose posteriormente, una disminucion importante de la

presencia de espermatozoides aglutinados en las dosis conservadas. % *

Existen varios tipos de aglutinacién segun su origen y el estado de la célula

espermatica: **
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» Aglutinacion verdadera: se usa este término para definir la formacién de

agregados formados por células vivas. A su vez existen, segun su origen, dos

tipos de aglutinacion verdadera:

Aglutinacion bioquimica: producida por alteraciones de la composicion proteica y
mineral del plasma seminal, relacionadas con fendmenos inflamatorios de las
gldndulas accesorias. También ha sido relacionada con la pérdida o alteracion

de ciertas proteinas de la membrana espermatica.

Aglutinacion inmunomediada: como consecuencia de fendémenos de auto-
inmunidad, el sistema inmunolégico del verraco elabora anticuerpos anti-
espermatozoide. Como consecuencia de esta union especifica antigeno-

anticuerpo, se produce la precipitacion y la aglutinacion espermatica.

» Aglutinacién falsa: con este término se definen aquellos casos en que los

acumulos de espermatozoides estan formados por células muertas. Es el tipo de
aglutinacién mas frecuente en los centros de IA y puede tener multiples origenes
como, por ejemplo, una temperatura de recogida inadecuada, alteraciones en el
diluyente, contaminacién del eyaculado con orina o caracteristicas genéticas del

propio verraco.

Grado de contaminacion (Agregacion).

Se valora de la misma forma que el grado de aglutinacidon. Se considera un

eyaculado contaminado a aquel que presente sustancias, objetos o microorganismos
gue forman parte de él. Los contaminantes pueden ser células inflamatorias
(leucocitos) que pueden observarse después de procesos infecciosos, células
epiteliales de descamacion, que aunque estan presentes de manera normal por la
renovacion de los epitelios del tracto reproductivo, después de procesos inflamatorios
se pueden hallar en una mayor cantidad. Las bacterias, las excretas, el polvo de la

sementalera, el talco de los guantes y la orina, también pueden ser contaminantes del

10
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semen presentes por un pobre manejo higiénico a la hora de la recoleccion o un
ambiente inadecuado (corrientes de aire). La contaminacion bacteriana puede

comprobarse mediante su aislamiento bacteriol4gico. 2

Concentracidén espermaética.

Esta se define como el nimero de espermatozoides presentes por mililitro en un
eyaculado o una dosis seminal.

Cualquier centro de inseminacion debe garantizar a sus clientes que las dosis
seminales proporcionadas contienen el nimero de espermatozoides necesario para
asegurar niveles o6ptimos de fecundidad. Por ello, la correcta evaluacion de la
concentracion espermatica es fundamental en el proceso del eyaculado ya que va a
permitir determinar el nUmero maximo de dosis seminales que se pueden elaborar en

cada caso. #1011

La concentracion espermatica se puede calcular con diferentes instrumentos
como: el espectrofotometro o el fotocolorimetro, la camara de Birker, y la cAmara de

Neubauer, entre otros, las camaras son las que mas se utilizan en el pais. **% %1011

El recuento con la camara de Birker es el método recomendado en granjas y
pequefios centros de IA por su facilidad de calculo y visualizacion a través del
microscopio. El procedimiento es el siguiente:

Se realiza una dilucion de semen puro 1:100 en una solucion de citrato de sodio
al 4%, posteriormente se toma una gota con pipeta Pasteur la cual se deposita en el
reticulo de la camara. El contaje se realiza en un microscopio a 400 aumentos (40x) y
contando el nimero de espermatozoides de cada platina que se encuentran dentro de
40 cuadritos de cada una (Figura 1.), después se multiplica por 10, 000,000 para

obtener la concentracién de espermatozoides por mm?. 2

11
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Figura 1. Recuento espermatico en camara de Burker. Adaptado de *> ™.

El uso de un espectrofotdmetro o fotocolorimetro permite agilizar el proceso
productivo, es un método rapido y de facil uso, que se ha extendido en gran medida en
los grandes centros de IA porcina, donde se procesa un gran numero de muestras
seminales. El sistema se basa en la capacidad de medir la luz que atraviesa una
determinada solucién y un receptor que mide la luz transmitida que se relaciona con la

concentracion de espermatozoides. *

La concentracion espermatica de un eyaculado puede verse afectada por
diversos factores como la raza, edad, frecuencia de extraccién o la época del afo.
Posiblemente, este es el motivo por el cual no existe consenso a la hora de establecer
los valores fisiolégicos en ganado porcino (Cuadro 1.). No obstante, la mayoria de los

autores consideran como valor limite 300x10° espermatozoides.  **

Cuadro 1. Volumen y concentracion espermatica del eyaculado de verraco

segun distintos autores.

Eyaculado Volumen medio (ml) | Concentracién (10° spz/ml) Autor
Completo 250 (150-500) 100 (25-300) Mann y Lutwak-Mann,
1981
Completo 180 400-600 Xu et al., 1996
Fraccion rica 40-100 400-1300 Martinez et al., 1992
Fraccion rica 108.3 740 Saiz et al., 1994

Adaptado de ™.

12
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Malformaciones espermaticas.

Es un pardmetro que nos indica si los espermatozoides procedentes
del semen tienen alteraciones morfolégicas que pueden afectar su capacidad
reproductiva. Numerosos trabajos han puesto de manifiesto una relacién inversa entre
el porcentaje de formas anormales en el eyaculado y la capacidad fecundante del
mismo. Por este motivo, el estudio de la morfologia espermatica constituye un factor de

suma importancia en la elaboracién de dosis seminales para IA. % !

Las malformaciones espermaticas de acuerdo a su origen se dividen en tres

grupos en: anormalidades primarias, secundarias y terciarias (Cuadro 2.). 2

Las anormalidades primarias, ocurren a nivel de testiculo durante el proceso
de la espermatogénesis y de la espermiogénesis, son lo que se denomina
espermatozoides aberrantes.

Las anormalidades secundarias se presentan durante el proceso de la
maduracion a nivel de epididimo.

Un aumento en la cantidad de ambos tipos de anormalidades en los
espermatozoides de mas del 15% trae como consecuencia una disminucion de la

fertilidad hasta 12% y también un lechén menos al parto. *'%**

Una tercera division son las malformaciones terciarias que son provocadas por
el mal procesado de la muestra y/o la elaboracion de dosis (colas dobladas, colas
sueltas, cabezas hinchadas, cabezas sueltas y acrosoma desprendido).

Existen diversas técnicas para la valoracion de la morfologia espermatica, desde
las técnicas clasicas de microscopia Optica, hasta las complejas técnicas de
microscopia electronica o el andlisis computarizado de imagen. El elevado costo y la
dificultad técnica de estas Ultimas, ocasionan que en los machos destinados a

produccién se utilicen normalmente diferentes tipos de tinciones: Tripan azul, Cristal

13
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violeta, Azul de metileno, Azul de anilina, Papanicolau, Giemsa y la mas empleada por

su sencillez y bajo costo la tincién con Eosina-Nigrosina. %

Cuadro 2. Malformaciones espermaticas, de acuerdo a su origen.

Anormalidades primarias Anormalidades secundarias

-Cresta nuclear -Acrosoma vacuolado

-Defecto en la protuberancia acrosémica -Aglutinacion de flagelo con flagelo

-Defecto en el tamafio de la cabeza: -Mudltiples cabezas (dos, tres)
Macrocabeza -Flagelo enroscado:
Microcabeza Segmento intermedio
-Defecto en la forma de la cabeza: Segmento principal

Ovalada, Elongada, Eliptica, Piriforme, Segmento terminal

Triangular, Cuadrangular, Achatada o
Alargada.

-Flagelo grueso -Gotas citoplasmaticas, proximal y distal

-Flagelo delgado

-Multiples flagelos

-Flagelo largo

Adaptado de ™.

2.2.4 Pruebas de integridad y funcionalidad espermaética.

En el trabajo diario en los centros de inseminacion artificial se detectan animales
gue tienen una fertilidad reducida (sub-fértiles) y que al realizar un andlisis de rutina
presentan un espermiograma anormal. Sin embargo en otras ocasiones se presentan
espermiogramas normales correspondientes a verracos infértiles o subfértiles. Por ello,
ninguno de los parametros del espermiograma clasico por si solo parece ser suficiente
para predecir adecuadamente la fertilidad, aunque la informacién combinada de todos
ellos ofrece una buena estimacion de la calidad seminal, permitiendo la clasificacion y

seleccién de los mejores eyaculados para su almacenamiento y aplicacién. % 8°

14
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Es importante sefialar que el andlisis espermatico basico no logra identificar
dafios especificos en la estructura y fisiologia espermatica que involucren su capacidad
fertilizante y solamente lo hace en casos muy evidentes que pongan de manifiesto

alteraciones en la morfologia y/o motilidad espermatica. °

Una vez que se reconocid6 que el espermiograma clasico no proporciona
informacion confiable que permita predecir la fertilidad del verraco, fue necesario el
desarrollo de nuevas pruebas que exploran la capacidad funcional de los
espermatozoides.

Se define a una prueba funcional del esperma como un andlisis de laboratorio
de los procesos celulares exhibidos por los espermatozoides entre el momento en que
dejan el liquido seminal hasta el paso final de la fertilizacién. Estas pruebas intentan

determinar la capacidad de los espermatozoides para capacitar y fertilizar. > *

A continuacion se describiran algunas de ellas:

2.2.5 Pruebas de integridad.
Viabilidad: células vivas y muertas.

Las pruebas de viabilidad, vitalidad o tinciones vitales reflejan una valoracion del
estado de la membrana plasmatica del espermatozoide.

Para contar espermatozoides vivos y muertos se pueden utilizar diferentes
medios de coloracion, los cuales estan fundamentados en los mecanismos de la
integridad membranal, de tal manera que si esta intacta no deja pasar colorante, como
el Tripan Azul en donde el espermatozoide vivo se observa blanco y el muerto en azul
o la Eosina-Nigrosina en donde el espermatozoide vivo se ve blanco y el muerto
rojizo.> 16
Otras técnicas son apoyadas con el uso de microscopio de contraste de fases,
microscopia electronica o de barrido, también se pueden usar tinciones fluorescentes

como: ioduro de propidio, bromuro de etidio o hidroetidina y naranja de acridina. % *2

15
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Los valores de vitalidad considerados normales oscilan entre el 75 y el 90%,
mientras que el valor limite por debajo del cual se considera al eyaculado no apto para

inseminacion es del 60%. !
Valoracién del estado del acrosoma.

El acrosoma consiste en una vesicula que se presenta en la porcion anterior de
la cabeza espermatica la cual juega un papel crucial en la fecundacion y que por
cambios fisiolégicos (capacitacion espermatica y reaccion acrosomal) y actividad
hidrolitica de las enzimas que contiene, le es posible la penetracién al ovocito. La
presencia de anormalidades morfolégicas de esta region esta asociada a una reduccion

de la fertilidad. 2 9 10.11.17

En un espermatozoide que tenga el acrosoma en perfectas condiciones se
pueden distinguir tres regiones claramente diferenciadas en la cabeza: la zona
acrosomal, con su borde apical, la zona postacrosomal y el segmento ecuatorial entre
ambas. Estas corresponden a su vez a los tres diferentes dominios de membrana de la

cabeza espermatica. % *°

Existen diferentes tinciones para determinar el estado del acrosoma entre estas
tenemos: tinciones simples con Giemsa; tinciones dobles como Kovacs y Foote (K-F)
gue es a base de Tripan azul y Giemsa, rojo Congo y Tripan azul o bien con una triple
tincidn, la eosina-fast Green, la eosina-nigrosina, amarillo naftol S, eritrosina B, Azul de
Coomassie y tinciones comerciales como el Spermac®. Las muestras también pueden
ser observadas en contraste de fases después de la fijacibn con glutaraldehido,
mientras que otras técnicas mas laboriosas incluyen la utilizacion de anticuerpos y
lectinas marcadas con fluorocromos o bien técnicas de microscopia electronica de

transmision, b2 101117

Las alteraciones de la morfologia del acrosoma son debidas a procesos
fisiol6gicos asociados por un lado al envejecimiento de la célula espermatica y por otro
al proceso de fecundacion. No obstante también se producen cambios en el acrosoma

como consecuencia de shock térmico, en los procesos de congelacién-descongelacion,

16
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en los cambios de presion osmética, por diluciones y por lavados, centrifugaciones
repetidas o contaminacién bacteriana. Esta alteracion cuando es inducida se conoce
como capacitacion inducida, criocapacitacion en el caso de la congelaciéon o
capacitacion por envejecimiento en el caso del semen almacenado. El porcentaje de

acrosomas intactos considerado normal en la especie porcina es mayor del 60%. %

2.2.6 Pruebas funcionales.

Las técnicas de viabilidad (tinciones vitales) evallan la integridad estructural de
la membrana plasmatica del espermatozoide, requisito indispensable para la buena
funcionalidad de la misma. Sin embargo, no siempre la integridad estructural va unida a
la funcionalidad de la membrana, siendo esta Ultima la que juega un papel fundamental
en la capacitacién y la reaccion acrosomal, en el mantenimiento del metabolismo

espermatico y en el proceso de unién a la superficie del ovocito. % 10 1118

Debido a que el espermatozoide es un osmémetro natural que trata de mantener
el equilibrio osmatico intracelular ante cualquier agresion exdgena, las pruebas que se
utilizan para analizarla se basan en el principio de que una célula espermatica inmersa
en una solucién hipoosmaética captard agua en un intento de restablecer el equilibrio
entre las presiones osmoticas a ambos lados de la membrana celular, este principio se
cumplira si dicha estructura se encuentra integra y con los mecanismos de intercambio

de fluidos funcionando correctamente. %1’

Para analizar la funcionalidad de las membranas se han desarrollado diversas
técnicas entre las que se encuentran el test de endésmosis o0 hipoosmoético (HOST),
test de resistencia osmotica (ORT) y evaluacion de la funcionalidad de la membrana

con sustancias fluorescentes.

17
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2.2.7 Pruebas de osmolaridad.

Prueba de Hipoosmolaridad: HOST.

La prueba de HOST (Hypo Osmotic Sweeling Test/ Test de estrés
hipoosmotico/Host test/Prueba de endosmosis) consiste en someter al espermatozoide
a un estrés hipoosmotico (75-150 mOsm/Kg) (la fisiologica es 300 mOsm/Kg) a 37°C,

durante un tiempo que oscila entre los 5 y los 120 minutos segun protocolos.

En cualquier caso, aquellos espermatozoides cuyas membranas son funcionales
tratardn de reestablecer su equilibrio osmaético permitiendo la entrada de agua al
interior. Esta entrada de agua, produce un aumento del volumen espermatico
provocando que la membrana espermatica se expanda, disminuyendo drasticamente la
relacion superficie/volumen. La zona de la cola espermatica parece mas sensible a las
condiciones hipoosmaticas y se produce el fendbmeno conocido como torsién de la cola

(Figura 2)). 29101718

El enrollamiento o torsion de la cola comienza en la zona distal y progresa hacia
la porcion intermedia y la cabeza del espermatozoide. Los medios hipoosméticos
utilizados deben producir una diferencia osmoética suficiente para inducir un
enrollamiento de la cola que pueda ser observado y no excesivamente elevada para no

provocar la lisis de la membrana espermatica. °

Las células con la membrana fisica o funcionalmente dafiada no experimentaran
cambios en la forma del flagelo. Los valores obtenidos en esta prueba se correlacionan
con otros parametros de calidad seminal, como la motilidad, la viabilidad o la

morfologia. % *’

Se ha desarrollado una prueba dual de corta duracion, en la que se evalla a la

vez acrosoma y membrana y que facilita su uso en los centros de IA. ?

18
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Figura 2. Espermatozoides con flagelo enrollado (HOST +),

aquel con flagelo recto se interpreta como HOST - (a). Adaptado de *°.

Prueba de Resistencia Osmadtica: ORT.

El test de resistencia osmoética (Osmotic resistance test, ORT) consiste en la
valoracion de la resistencia de la membrana del acrosoma tras un periodo de
incubacion en condiciones isosmoéticas (300 mOsm/Kg) e hiposmoticas (150 mOsm/Kg)
y asi evaluar las lesiones estructurales evidentes tras la incubacion que se producen a
nivel del acrosoma, de forma que aquellos que hayan sido capaces de resistir la
agresion osmoética sin alteraciones acrosomales seran considerados como funcionales.
2,9, 10, 11, 17

Mediante esta técnica se evalla la calidad espermatica, detectandose una alta
correlacién positiva con la motilidad y con el nimero de acrosomas normales tanto para
muestras congeladas como refrigeradas. Se ha demostrado que los verracos cuyos
eyaculados presentan porcentajes mas altos en el ORT ofrecen niveles superiores de

fertilidad y prolificidad. % °

Se ha desarrollado una variante con un periodo de incubacion de solo 5 minutos,

denominado ORT corto (ORTC), que facilita su uso en los centros de IA. 1%
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2.3 El espermatozoide: estructuray funcion.

El espermatozoide es el producto final del proceso de gametogénesis en el
macho, lo cual ocurre dentro de los tubulos seminiferos de los testiculos. Es una célula
haploide y portadora de la informacion genética paterna. Este proceso envuelve una
serie de divisiones mitéticas de las células madre de las espermatogonias, dos
divisiones meidticas de los espermatocitos, una extensa remodelacion morfolégica de
los espermatides durante la espermiogénesis, y la liberacion de células libres dentro del

lumen de los tabulos seminiferos por espermiacion. & " 2% 2!

Morfolégicamente podemos dividir al espermatozoide en tres componentes
principales: la cabeza y el flagelo o cola y un cuello que une la cabeza del
espermatozoide con su flagelo, el cual a su vez se subdivide en los segmentos medio,
principal y caudal o terminal (Figura 3.), cabe mencionar que las dimensiones de cada

uno de los componentes varian (Cuadro 3.). & 17:20.21

Cuadro 3. Dimensiones normales del espermatozoide porcino.

Concepto Longitud (um) Diametro (um)

Completo 45

Cabeza 7 3.7
Cuello 0.7 0.5
Cola:

-Pieza intermedia 9 0.7
-Pieza principal 26.2 0.4
-Pieza terminal 2.2 0.2

Adaptado de ™.

Cabeza.

Las cabezas de los espermatozoides de mamiferos presentan formas y tamafios
muy variados, siendo la de cerdo ovoide. En la cabeza se distinguen: el nucleo, el

acrosoma y cantidades moderadas de componentes del citoesqueleto y el citoplasma.
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La caracteristica principal de la cabeza del espermatozoide es el nucleo
aplanado oval, que contiene cromatina muy compacta. La cromatina condensada
consiste en un complejo formado por acido desoxirribonucleico (ADN) y una clase
especial de proteinas basicas llamadas protaminas espermaticas, las cuales son

relativamente pequefas (27-65 aminoacidos) y ricas en arginina y cisteina.

La cromatina nuclear esta tan altamente condensada que es imposible la
transcripcion del ADN, por lo anterior ocupa un volumen significativamente menor que
en las células somaticas. Este empaquetamiento parece ser necesario para proteger al
material genético de un posible dafio, durante el almacenamiento en el tracto
reproductor masculino como en el transito por el aparato reproductor de la hembra. Su
namero cromosomico Yy, por tanto, el contenido de ADN nuclear es haploide; es decir,
posee la mitad de cromosomas que el nucleo de las células soméaticas de la misma

especie. 17202
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2.3.1 Acrosoma.

El acrosoma es una vesicula intracelular, membranosa y aplanada que cubre la
parte anterior del nucleo. Este organelo se forma durante las Ultimas etapas de la
formacion del espermatozoide a partir del complejo de Golgi de las espermatidas. En el
acrosoma distinguimos la membrana acrosomal interna y la membrana acrosomal
externa. La membrana acrosomal interna se superpone a la parte anterior de la
membrana externa del nucleo. Es continuo con la otra membrana acrosomal que se
encuentra cerca de la superficie interna de la membrana plasmatica en la parte anterior

de la cabeza del espermatozoide.

El acrosoma consiste de dos segmentos, el capuchon del acrosoma (parte anterior del
acrosoma) y el segmento ecuatorial (parte posterior del acrosoma) el cual corresponde

a la distribucion de los dominios de la membrana plasmatica con los mismos nombres.

Es el Unico organelo del espermatozoide que es requerido para la fertilizacion en
mamiferos. Multiples enzimas estan presentes en el acrosoma, incluyendo varias
hidrolasas acidas cominmente encontradas en lisosomas y otras enzimas especificas
a las células espermatogénicas. Durante la reaccién acrosomal, el contenido acrosomal
es liberado por el calcio mediante exocitosis en respuesta a sefiales especificas.
Siguiendo la liberacion y activacion de enzimas acrosomales (Cuadro 4.), el
espermatozoide penetra la zona pellcida rodeando el ovocito, un proceso que puede

ser bloqueado por proteasas inhibidoras. *" %% #*

Cuadro 4. Enzimas acrosomales.

Enzimas
B-N-Acetilglucosaminidasa Calpaina Il Beta-galactosidasa
Fosfatasa acida Dipeptidil-peptidasa | Neuraminidasa (sialidasa)
Acrosina Estearasa Peptidasa de tipo
Catepsina-D y colagenasa
Aril-amidasa. Fosfolipasa A, Hialuronidasa
Aril-sulfatasa A Fosfolipasa C Aspartalamidasa

Adaptado de ®%°.
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Flagelo o cola.

El flagelo del espermatozoide de mamiferos consta de cuatro segmentos

distintos, la pieza de conexién (cuello), la pieza intermedia, la pieza principal, y la pieza
flnal 17, 20, 21

El cuello, también denominado pieza conectiva, se trata de una pequefia franja
encargada de conectar la cabeza con la cola del espermatozoide. Los componentes
principales del cuello son: el capitulum, las columnas estriadas, la placa basal y el anillo
posterior. El cuello forma una placa basal que embona en una depresion en el extremo
posterior del nucleo. Estas estructuras estan alineadas con el centriolo, estructura
desde la que se originan las fibras y microtiubulos de la cola y sirve como centro
organizativo en la formacion del axonema y las columnas estriadas. Sin embargo, la
presencia del centriolo no es necesaria para la iniciacion o propagacion del movimiento

ondulatorio de la cola.

La pieza intermedia se sitla a continuacién del cuello, conteniendo debajo de la
membrana plasmatica mitocondrias dispuestas helicoidalmente y envolviendo al
axonema. La hélice mitocondrial est4 adherida a un complejo filamentoso subyacente
llamado reticulo submitocondrial; los filamentos de esta red se conectan entre si
lateralmente y se fusionan con el annulus, en el punto de unidn entre la pieza
intermedia y la pieza principal. EI axonema se compone de 9 pares de microtiubulos
dispuestos radialmente alrededor de 2 flamentos centrales. El segmento medio esta en
disposicion 9 mas 2 de los micro tubulos esta rodeado por 9 fibras gruesas o densas

gue al parecer estan relacionadas con los 9 dobletes del axonema.

La pieza principal, que continla en sentido posterior desde el anillo
citoplasmatico y se extiende casi hasta la punta de la cola, estd formado por el
axonema en el centro y sus fibras gruesas asociadas. La vaina fibrosa da estabilidad a
los elementos contractiles de la cola.

La pieza caudal, posterior a la terminacién de la vaina fibrosa, contiene solo el

axonema central cubierto por la membrana plasmatica. El axonema da motilidad al
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espermatozoide. Los pares externos de microtubulos del patron 9 mas 2 generan las
ondas de flexion de la cola por un movimiento deslizante entre pares adyacentes,

conocido como bateo. *"?% ?

2.3.2 Membrana plasmaética.

Todo el espermatozoide esta 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.

Una caracteristica Unica del espermatozoide es que la membrana plasméatica se
subdivide en dominios regionales bien delineados que difieren en la composicion y

funcion.

Los principales dominios de la membrana plasmatica de la cabeza del
espermatozoide de la mayoria de los mamiferos son la regiéon acrosomal (anterior de la

cabeza) y la regién postacrosomal (posterior de la cabeza) (Figura 4.).

La membrana plasmética de la region acrosomal se subdivide a su vez en dos
segmentos, el subdominio marginal (sobre el margen anterior del acrosoma) y el

subdominio ecuatorial (sobre la parte posterior del acrosoma).

La region postacrosomal, dominio que incluye la membrana plasmatica entre el
margen posterior del acrosoma y el cuello. El margen entre las regiones acrosomal y
postacrosomal puede ser delimitado por la banda dentada, que circunda la cabeza del
espermatozoide en el borde posterior del segmento ecuatorial.

El anillo posterior llamado capitulum que es la unién entre la cabeza y la cola y,
aparentemente, forma un sello hermético entre los compartimentos citoplasmaticos de
las dos porciones principales del espermatozoide. La membrana plasmatica del flagelo
se separa en el dominio pieza intermedia que recubre la vaina mitocondrial y la cola

posterior del dominio.
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La estructura general de la membrana esta constituida por tres capas distintas:
una bicapa de lipidos, una interfase fosfolipidos-agua y un glicocalix (Figura 5.).

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 hidrofébicas orientadas internamente unas a otras.

Los principales lipidos en la membrana son los fosfolipidos y el colesterol. Entre los
fosfolipidos destacan la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina, la esfingomielina, la
cardiolipina y pequefias cantidades de fosfatidilserina y fosfatidilinositol. La
fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina se encuentran en la capa interna, mientras que
la fosfatidilcolina y la esfingomielina se encuentran en la capa externa.

En estudios recientes realizados en células espermaticas de verraco, se observd que
en eyaculados de alta calidad, la fosfatidilcolina esta presente en mayor cantidad y la
esfingomielina en menor proporcién, disminuyendo y aumentando respectivamente

cuando la calidad es peor.

La proporcién fosfolipidos/colesterol es un indicador de la fluidez de la
membrana, su relacion molar no es constante entre especies, siendo para
espermatozoides de verraco 0,20. El colesterol, junto con las proteinas integrales,
actia como estabilizador de la membrana. La concentracion de colesterol varia en las
diferentes regiones de la membrana plasmatica, siendo en la region del acrosoma

donde se presenta en mayor proporcion.

La membrana plasmatica del espermatozoide presenta una mayor proporcién de
proteinas que las membranas de las células somaticas, suponiendo hasta el 50% de la
composiciéon de la misma. Su presencia permite la realizacién de multiples funciones, al
actuar como: canales de paso de sustancias, enzimas, receptores 0 proteinas

transportadoras.

La disposicién de las proteinas en la membrana puede ser: desde aquéllas que

se encuentran integradas en la misma (bien atravesandola completamente o bien
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inmersas), a las que se encuentran adheridas a la misma de forma covalente o no,

siendo su anclaje las proteinas integrales.

La capa mas externa de la membrana es un glicocalix formado por
oligosacaridos que se unen covalentemente a las proteinas y lipidos de membrana.
Una de las funciones del glicocalix es proteger al espermatozoide de agentes fisicos o
guimicos que pudieran dafarle, pero también puede intervenir en la interaccién del

espermatozoide con otras células. 172023

Membrana Segmento
plasmatica apical (borde)
Contenido
acrosémico
Segmento
Membrana L
. principal
acrosémica externa
Membrana
acrosémica interna
Segmento
ecuatorial
Membrana
nuclear —
Region
posacrosémica

Nucleo

Figura 4. Corte sagital de cabeza de espermatozoide

en donde se observan los dominios de la membrana. Adaptado de .

2.3.3 Motilidad espermatica.

Los espermatozoides se mueven de manera distinta en diferentes puntos de su
viaje desde el epididimo hasta el ovocito, presentando dos tipos de movimiento: el

movimiento progresivo y el movimiento de hiperactivacion.
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El movimiento progresivo es simétrico, de baja amplitud y moviliza al
espermatozoide en linea recta, se presenta en el eyaculado fresco impulsa al
espermatozoide a través del tracto femenino hasta el oviducto. EI movimiento de
hiperactivacién es asimétrico y de una gran amplitud de la curvatura flagelar, lo que
resulta en trayectorias en forma de ocho o circulares, teniendo como funcién ayudar al
espermatozoide a despegarse del epitelio oviductal, alcanzar el sitio de fertilizacién y
penetrar el cumulus de la zona pellucida del ovocito. La hiperactivacion utiliza
mecanismos moleculares para generar el movimiento del flagelo cuyo eje funcional es

el axonema y cuya proteina motora principal es la dineina (Figura 5.).

La motilidad del espermatozoide se desencadena por cambios en el medio
ibnico extracelular, por interaccién con ligandos especificos y por glucosa, presentes en
el liquido seminal y en el tracto reproductivo femenino; estos cambios inducen sefiales
citosélicas flagelares, a través de la fosforilacién de proteinas, de canales de Ca++y de
vias dependientes de nucleétidos ciclicos (GMPc y AMPc).

Los cationes y los aniones juegan un papel importante en la modulacion de la
motilidad espermatica, el efecto mayor se atribuye a cationes tales como Ca++, Na+,
K+ e H+. El transito de estos cationes inducido por diferencias de concentracion extra e
intracelular, lleva a cambios en la composicion iénica intracelular y subsecuentemente

a cambios en el potencial funcional y de movilidad del espermatozoide.

La hiperactivacién del flagelo se debe al Ca++ que se fija a sus proteinas
fijadoras en el brazo externo de la dineina, lo que induce el movimiento asimétrico.
Ademas del calcio, la hiperactivacion requiere de AMPc, cuya produccidén parece estar
modulada por las especies reactivas de oxigeno (ROS), entre las que se encuentran el
superoéxido (SO) y el 6xido nitrico (ON). El superdxido se origina durante el transporte
de electrones en la mitocondria y es trasformado a peroxido de hidrégeno por la enzima
superoxido dismutasa (SOD).

La energia requerida para la motilidad proviene de azlcares del plasma seminal,
principalmente fructosa que es metabolizada a través de la glicdlisis y respiracion

aerobica mediante enzimas localizadas a nivel de las subestructuras tales como; las
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mitocondrias de la pieza media y las hexoquinasas de la pieza principal y cuyo objetivo
principal es generar ATP o NADPH, por una de tres vias, dependiendo del dominio del
flagelo: la glicolitica, la via pentosa fosfato y la via mitocondrial de la fosforilacion

oxidativa; ésta ultima fuente principal de ATP.

El ATP es necesario para la motilidad, y una de sus funciones es interactuar con
ATPasas asociados con los brazos de dineina. La fosforilacidén de la dineina axonemal
es un punto critico en la regulacién del inicio del movimiento flagelar ya que después de
la fosforilacién, la dineina ATPasa se activa, garantizando que el movimiento continte
como reaccion en cadena de los nueve pares de microtubulos externos generando el

movimiento en forma de bateo. 2% 2% 2526

brazos de dineina

proteina integral
de membrana

canal ignice® glicoproteina

membrana citosolica

Figura 5. Partes de la membrana y axonema flagelar
involucrado en la motilidad espermatica. Adaptado de *’.
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2.4 Mitocondria: estructuray funciéon oxidativa.

Las mitocondrias son los organelos responsables de la generacion de ATP que
sera el combustible para que el espermatozoide obtenga y mantenga su motilidad. Por
ser el organelo donde se realiza la fosforilacion oxidativa es una estructura muy
sensible a la generaciéon de radicales libres y su alto contenido en citocromos permite
algunas pruebas de laboratorio para identificar su estado funcional.

Las mitocondrias se envuelven helicoidalmente alrededor de las fibras densas
exteriores en la pieza intermedia del flagelo de los espermatozoides. Por lo general,
estan dispuestos de extremo a extremo, pero el nimero de hélices paralelas, el nimero

de giros, y la longitud de la pieza del medio varian entre las especies. %
Estructura de la mitocondria.

Las dimensiones de la mitocondria guardan relaciéon con su abundancia. Su
anchura varia de 0.5 um a 1 um de anchura, y su longitud, de 1 ym a 7 yum. Las
mitocondrias presentan dos membranas que se conocen como; membranas
mitocondriales externa e interna, cada una de unos 7 nm de espesor. Entre ambas
membranas hay un espacio de unos 8 nm conocido como espacio intermembrana o
perimitocondrial. La membrana mitocondrial externa rodea a la mitocondria completa y
sirve como limite exterior. La membrana interna presenta invaginaciones hacia el
interior, que constituyen tabiques denominados crestas. Las crestas no llegan de un
lado a otro de la mitocondria, por lo que la compartimentacion que establecen es
abierta. El compartimento interno de la mitocondria constituye la matriz mitocondrial la
cual tiene una consistencia gelatinosa por la elevada concentracion de proteinas
hidrosolubles, ademas de tener varias enzimas, ribosomas, ADN (el cual es circular),
granulos osmiofilos e inclusiones lipidicas, junto con iones, pequefias moléculas vy
macromoléculas no visibles (Figura 6.).

Existen notables diferencias entre la composicién de la membrana interna y la
membrana externa. La membrana externa tiene un 60% de proteinas y un 40% de
lipidos. Contiene algo de colesterol, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,

fosfatidilinositol y escasa cardiolipina. Entre las proteinas se encuentran , una enzima
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gue oxida monoaminas a aldehidos (monoaminooxidasa), enzimas que intervienen en
la degradacion oxidativa de los lipidos (Acil-CoA sintetasa y fosfolipasa A), enzimas
que fosforilan nucledsidos (nucledsido difosfatasa quinasa), el complejo para la
insercion en la mitocondria de proteinas sintetizadas en el citosol, proteinas de la
familia Bcl-2 que regulan la apoptosis y mduiltiples copias de una proteina llamada
porina estas son proteinas integrales que poseen un canal interno relativamente grande
(2 a 3 nm) rodeado por un barril de cadena beta, esta forma grandes canales acuosos
gue atraviesan la membrana y son permeables a moléculas menores de 10 kDa. Esto

hace que la membrana externa sea permeable al agua, iones y sacarosa.

La membrana interna (incluidas las crestas) tiene un 80% de proteinas y un 20%
de lipidos. Carece de colesterol y contiene fosfatidilglicerol y cardiolipina en mucha
mayor proporcién que la membrana externa. El alto contenido en cardiolipina la hace
impermeable a los iones y sacarosa; las Unicas especies que cruzan esta membrana lo
hacen a través de transportadores especificos. Es mas densa que la externa y posee
muchas mas proteinas, entre las que se encuentran el complejo para la insercion de
proteinas sintetizadas en el citosol o en la matriz, enzimas de oxidacién de &cidos
grasos, transferasas, todos los componentes de la cadena transportadora de electrones

y la enzima ATP sintetasa, que realiza la fosforilacién oxidativa. % 2 %

Particulas de ATP-sintasa

Espacio intermembrana

Crestas
Ribosoma

Granulos

Membrana interna
Membrana externa

Figura 6. Estructura de la mitocondria. Adaptado de *.
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Funcién oxidativa.

Sin las mitocondrias, las células dependerian de la glucolisis anaerobia, que
degrada la glucosa a piruvato, para obtener todo su ATP. Pero mientras que en la
glucolisis anaerobia se obtienen so6lo dos moléculas de ATP por cada molécula de
glucosa degradada, en la mitocondria se forman 36 moléculas de ATP por cada una de
glucosa. La oxidacion de los glucidos se realiza en el ciclo de Krebs. El piruvato,
procedente de la glucdlisis anaerobia de la glucosa y otros azucares relacionados es
transportado desde el citosol dentro de la mitocondria, donde el complejo enzimatico
piruvato deshidrogenasa lo transforma en acetil-CoA, el cual entra en el ciclo de Krebs
de la matriz mitocondrial, oxiddndose a CO, y generando NADH" + H"y FADH,,

El NADH" + H" y el FADH, ceden los electrones, que son conducidos por la
cadena transportadora de electrones, separandose de los protones, hasta que se
reanen de nuevo con estos y el O, para formar agua. Esta cadena comprende los

siguientes componentes:

1. La FADH deshidrogenasa (complejo I) con una flavoproteina Fe-S.

2. La NADH deshidrogenasa (complejo II) con el grupo prostético FMN y una
flavoproteina Fe-S.

3. La ubiquinona o coenzima Q, a la que los dos complejos anteriores ceden los
electrones.

4. Los citocromos b-c; (complejo Ill), de unos 500 kDa, en forma de dimero; cada
mondmero contiene dos grupos hemo (con Fe) y una proteina Fe-S. Reciben los
electrones de la ubiquinona.

5. El citocromo c, que recibe los electrones del complejo lll.

La citocromo-oxidasa (complejo IV), de unos 300 kDa, que forma un dimero que
contiene los citocromos a y az con dos grupos hemo y un grupo con Cu. En este
complejo se unen los electrones recibidos del citocromo ¢ con los protones y con
el O, para formar H,O, consumiéndose alrededor del 90% del O utilizado por la

célula.
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La transferencia de electrones por la cadena respiratoria estd acoplada a la
sintesis de ATP a partir de ADP+P. Este proceso de fosforilacion dependiente del
transporte electronico recibe el nombre de fosforilacion oxidativa. Se han formulado
varias teorias para explicar este acoplamiento, pero la que mejor lo explica es la
hipétesis quimiosmotica de Mitchell. La transferencia de electrones bombearia protones
desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranoso, produciendo un gradiente de
concentracion (una unidad de pH) y eléctrico (0.16 V), debido a la impermeabilidad de
la membrana mitocondrial interna a los protones. La energia obtenida en los procesos
oxidativos se almacena asi en forma de un gradiente electroquimico de protones, que
sera utilizado en la fosforilacion y en otros procesos que requieren energia. La
fosforilacidn la lleva a cabo la ATP sintetasa mitocondrial a través de esta fluyen
protones hacia la matriz mitocondrial a favor del gradiente electroquimico y ese paso
energiza la reaccibn ADP+P= ATP+H,O, acumulandose el ATP en la matriz

mitocondrial.

El rendimiento de la sintesis de ATP varia segun la procedencia de los
electrones utilizados por la cadena respiratoria. Se forman 2.5 moles de ATP por cada
mol de NADH* +H"y 1.5 moles de ATP por cada mol de FADH, 2% 2930

Evaluacién de la funcién mitocondrial.

Para la tincibn de la mitocondria tenemos a nuestra disposicion diversos
fluorocromos, tratdndose de sustancias cationicas vy lipofilicas por lo que difunden de
forma pasiva a través de la membrana plasmatica y se acumulan en la matriz

mitocondrial, la cual presenta carga negativa. *

En el estudio de este organelo se ha empleado la Rodamina, sustancia que se
acumula en el interior de la matriz mitocondrial produciendo una fluorescencia verde si
la mitocondria desarrolla el proceso de respiracion de forma activa, pero no nos
indicara la intensidad del mismo. Este no es el caso del 5,5,6,6 -tetracloro- 1,1°,3,3"
ioduro tetraetilbezimidazolilcarbocianina (JC-1), sustancia que atraviesa de forma

selectiva las membranas mitocondriales en su forma monomérica; si el potencial de
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membrana es bajo la mantiene y emite fluorescencia verde, sin embargo si el potencial

de membrana es alto se agrega y emite fluorescencia roja. 3% 3*

También tenemos a nuestra disposicion las tinciones comerciales especificas
para mitocondrias MitoTracker® ; una de ellas, el MitoTracker® Green FM, es utilizado
por Pinart et al., como parte de un protocolo de tincibn que combina el estudio por
citometria de flujo de la vitalidad espermatica, la integridad acrosémica y la

funcionalidad mitocondrial del espermatozoide de cerdo. 3% *°

2.5 Prueba de DAB.

Este método se basa en la oxidacion de la 3,3’ diaminobenzidina (DAB) por el
complejo citocromo C mitocondrial (incluida la citocromo C oxidasa) presente en la
cadena de transporte de electrones.

En la primera fase de la reaccién, la peroxidasa (la citocromo C actlla como una)
y el peréxido de hidrogeno (ROS) forman un complejo que interacciona con la DAB,
guedando esta ultima en estado oxidado. Las moléculas de la DAB, una vez oxidadas,
presentan unos radicales libres que reaccionan entre si para formar polimeros

insolubles de color marrdén.

Clasicamente se asocia a la mitocondria como la gran productora de energia del
organismo en forma de ATP durante el metabolismo aerdbico, pero también es una
fuente muy importante de produccion de ROS por la cadena de transporte de

electrones.

La denominacion de ROS es normalmente utilizada para describir una variedad
de moléculas y de radicales libres derivados del oxigeno molecular. Quimicamente un
radical libre se define como cualquier atomo, grupo de atomos o moléculas en un
estado particular con un electron desapareado ocupando un orbital externo. El electrén
desapareado tiene una fuerte tendencia a interaccionar con otros electrones, para asi

ganar una configuracion electrénica mas estable y formar un enlace quimico. Mediante
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esta accion, la molécula atacada se convierte a su vez en un radical con lo que

empieza una reaccion en cadena.

El estrés oxidativo en los sistemas bioldgicos se da cuando la produccion de
ROS supera la actividad de las defensas antioxidantes. Estas especies son capaces de
modificar quimicamente todas las biomoléculas de la célula, por ejemplo, lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, cambiando su estructura y también su funcién. Estudios
demuestran que la falta de motilidad espermatica se asocia con el estrés oxidativo ya
gue elevadas concentraciones de ROS inhiben las enzimas relacionadas con la

fosforilacién oxidativa y/o la glicolisis limitando la produccion de ATP.

La motilidad espermatica es directamente proporcional al volumen de ATP
producido por las mitocondrias localizadas en la pieza intermedia. El espermatozoide
puede experimentar reduccién en la motilidad debido a dos factores: decremento en la
produccion de ATP por la mitocondrias o por lesidén de las proteinas constituyentes del

axonema. 36, 37, 38, 39, 40, 41

2.6 Diluyentes.

La rentabilidad de la técnica de la IA en la especie porcina, ha sido posible en

gran medida gracias al desarrollo y a la mejora de los diluyentes destinados al semen.

Por diluyente entendemos la solucion acuosa que permite aumentar el volumen
del eyaculado hasta conseguir las dosis necesarias, preservar las caracteristicas
funcionales de los espermatozoides y conservar su capacidad fecundante, para

mantener un nivel de fertilidad adecuado durante el mayor tiempo posible. *+3 142
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Funciones del diluyente.

Las principales funciones del diluyente son (Cuadro 5.); 13 42

e Crear espacio entre los espermatozoides disminuyendo la aglutinacion.

e Proporcionar nutrientes a la célula espermatica.

e Proteger al espermatozoide del shock térmico.

e Evitar la intoxicacion celular asociada a la acumulacibn de desechos
metabdlicos; ello se logra gracias a sustancias adicionadas y a los quelantes
encargados de captar iones de Ca++ Mg++y Zn++.

e Evitar las fluctuaciones de pH mediante buffers que garanticen un rango de pH
entre 6.8y 7.4

e Controlar la presion osmotica. Para ello el diluyente debe ser isoténico con el
semen (290-300 mOsm/Kg).

e Inhibir el desarrollo microbiano gracias a los antibiéticos que contienen.

e Controlar la precipitacion de las proteinas.

e Controlar la accién enziméatica sobre el semen.

e Controlar el metabolismo de la célula espermatica y la preservacion de su
membrana.

e Estimular el transporte espermatico.

e Permitir la adicion de otras sustancias para mejorar el transporte espermatico.
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Cuadro 5. Composicién quimica general de los diluyentes para semen porcino.

Componente

Funcién

Sustancias empleadas

Nutrientes

Fuente de energia

Glucosa, galactosa, ribosa

o trehalosa.

Agentes taponadores
(buffers)

Control de pH

-Bicarbonato, citrato
(s6dico) capacidad de
tamponar limitada.
-TES, HEPES, MOPS,
TRIS regulan el pH en un

rango mas amplio.

Electrolitos

Control de presién

osmotica

Cloruro de potasio, cloruro

de sodio.

Estabilizadores de

membrana

Previenen o retardan
alteraciones no deseadas
en la estructura y la funcién

de las membranas.

Seroalblimina bovina
(BSA), etilén disodico

diamino tetraacetato
(EDTA), hidroxitolueno
butilado (BHT), polivinil
pirrolidona (PVP-40) y

alcohol polivinilico.

Antibidticos

Frenan crecimiento

bacteriano

Gentamicina, lincomicina,
neomicina,
espectinomicina, penicilina

y estreptomicina.

Adaptado de >3 1142

Tipos de diluyentes.

A nivel practico en las condiciones actuales de produccion los diluyentes se han

clasificado en tres grupos, los que tienen como objetivo la conservacion a corto plazo

(menos de 1-3 dias), a mediano plazo (por 4 dias) o aquéllos que tienen por obijetivo la
conservacion a largo plazo (méas de 4 dias).
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Los primeros se utilizan principalmente en estructuras de distribucién de las
dosis seminales a corta distancia, si el semen va a ser utilizado rapidamente, dentro de
las 24-48 horas siguientes a su obtencion, lo mas econémico es emplear un diluyente

de corta duracion tipo BTS.

Las ventajas que aportan los diluyentes de larga duracion son la posibilidad de
transporte a largas distancias, permiten realizar pruebas diagnosticas sobre el semen
antes de ser utilizadas, como pruebas mediante técnicas PCR (Polymerase Chain
Reaction) para detectar la presencia de diversos virus o andlisis completos de la
calidad seminal, permite una mejor organizacion de las tareas en los centros de
recogida seminal y facilita en gran medida la distribucidén de las muestras a las granjas
de reproduccion.

En cualquier caso, debe tenerse en cuenta que la eleccién de un diluyente debe
estar acorde con las necesidades técnicas de la explotacion. Finalmente hay que tener
en cuenta que el gasto en diluyente constituye una minima parte de los gastos de la
explotacion y su importancia para el proceso reproductivo justifica con creces dicho

gasto 1,3, 11, 38, 39 (42, 43)

Algunos ejemplos de diluyentes agrupados por su duracibn se muestran a
continuacion:

e Corta duracion (1-3 dias):
Beltsville Liquid (BL-1), Beltsville Thawing Solution (BTS), lllinois Variable Temperature
(IVT), Kiev.

e Mediana duracion (4 dias):
V.S.P. Formula.

e Larga duracion (mas de 4 dias):
Gedil®, Acromax®, Androhep® Modena, MULBERRY 11I®, Reading, X-Cell®, Zorlesco,
ZORPVA, MR-A,GEPZ, SCK-7, Vital formula, Schonow, Verdunnungsmischung MIII.
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Uno de los primeros diluyentes formulados para la especie porcina y que se
conserva como el mas utilizado en la explotacidbn o centros de IA es el Beltsville
Thawing Solution (BTS). Este diluyente se disefié en la universidad de Beltsville y se
desarrollé en un principio como una solucién (solution) de descongelacion (thawing). Al
ver que la congelacién no era una opcidn rentable para la produccién comercial se
pensé en utilizar al BTS como un diluyente de uso cotidiano ya que conferia la
propiedad al espermatozoide de mantener motilidades a temperatura de cuarto hasta
por tres o cuatro dias.

Con el mayor conocimiento obtenido en la funcionalidad espermatica al pasar el
tiempo, el BTS se fue modificando sirviendo como plataforma para el desarrollo de
diluyentes con la capacidad de mantener la viabilidad y fertilidad espermética por

periodos mas largos de almacenamiento.

Asi se crearon diluyentes de mediana duracion que aportaban quelantes que
secuestran iones favoreciendo el intercambio id6nico intracelular y la respuesta
espermatica al medio de dilucion. Posteriormente se disefiaron diluyentes mas
complejos que aportan estabilizadores de membrana parecidos a los que aporta el
plasma seminal por lo que el tiempo de fertilidad de la célula espermética se ve
prolongado durante su almacenamiento. La composicion de algunos de estos

diluyentes se muestra en el siguiente cuadro:
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Cuadro 6. Composicion (en g/l) de los diluyentes de inseminacion artificial porcina mas

utilizados.
IVT | Kiev | BTS | Zorlesco | ZORPVA | Reading | Modena | Androhep
Glucosa 3 60 | 37 115 115 115 25 26
Citrato 243 | 3.7 | 6.0 11.7 11.65 11.65 6.90 8.0
sodico
EDTA 3.7 | 1.25 2.3 2.35 2.35 2.25 24
Bicarbonato | 2.4 | 1.2 | 1.25 1.25 1.75 1.75 1.00 1.2
sodico
Cloruro 0.4 0.75
potéasico
Acetilcisteina | 0.05
HEPES 9.0
BSA 5.0 3.00 2.5
TRIS 6.5 5.5 5.5 5.65
Acido citrico 4.1 4.1 4.1 2.00
Cisteina 0.1 0.7 0.7 0.05
Trehalosa 1
PVA 1 1
mOsm 290 | 380 | 330 240 275 300 282 309
pH 7.2 | 7.2 6.9 6.8

Adaptado de °

Efecto diluyente.

Los espermatozoides se diluyen con los fluidos seminales de las glandulas
accesorias en la eyaculacién y su motilidad es retenida por unas horas. Para extender
Su supervivencia in vitro, es necesario reducir la actividad metabdlica por inhibidores

qguimicos o mediante la reduccion de la temperatura, que también requiere dilucion.
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Ademas de una prolongada vida Uutil, los espermatozoides de mamiferos
responden a la dilucién por un aumento inicial de la actividad, seguido de una pérdida
de la motilidad y un aumento al dafio de la membrana. Con una dilucion excesiva,
especialmente cuando se utiliza un medio puro de electrolitos, hay una pérdida
considerable de la viabilidad celular.

No hay explicaciones definitivas para este efecto llamado efecto de dilucion,
pero Watson (1995) considera este término para indicar la lesion de la célula, como una
consecuencia de la pérdida de componentes intracelulares y / o dilucion de un agente
protector en el liquido seminal. Una reduccién en la concentracién de los componentes
importantes del plasma seminal pueden contribuir al efecto, que puede ser eliminado
por la adicion de albumina. Ademds, las adiciones minimas de concentraciones
milimolares de K* también pueden ayudar a mantener la motilidad de los
espermatozoides, asi como una alta concentracion de K" en el fluido seminal es

esencial para la viabilidad celular.

Harrison et al. (1982) propuso que el efecto de dilucién es debido a la ausencia
de los estimulantes de la motilidad proteicos de plasma seminal y mostré que la
albumina de suero podria estimular la motilidad de una manera reversible. Cuando los
espermatozoides se lavaron en ausencia de albumina, un aumento de la tendencia a

pegarse a las superficies de vidrio indicé cambios de superficie de membrana.

Waberski et al. (1989) encontrd que la albumina de suero bovino (BSA) estimuld
la motilidad de los espermatozoides durante una prueba de almacenamiento de seis
dias. Buhr (1990), por el contrario, utiliza BSA en un intento de superar la fluidez de la
membrana, y por lo tanto el efecto nocivo de lisofosfolipidos y acidos grasos libres,
producidos por enfriamiento. Se supuso que los cambios en la fluidez de la membrana
de lipidos podrian afectar el movimiento trans-membrana de Ca? " que es esencial en
el proceso de capacitacion pero perjudicial durante el almacenamiento. Sin embargo, la
BSA indujo s6lo una disminucién temporal en la fluidez de la membrana, que era dificil
de interpretar. Sin embargo, la BSA mejor¢ la fertilidad cuando el semen se almacend

entre 3y 5 dias. *
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3. JUSTIFICACION.

La buena calidad seminal de una dosis es un factor indispensable para una IA
exitosa, dentro de esta calidad es importante la integridad y funcionalidad del
espermatozoide. A medida que el conocimiento sobre la estructura espermatica
avanza y la IA porcina cobra mas relevancia es necesaria la elaboracion de nuevas
pruebas que nos permitan evaluar con mayor precision al espermatozoide. Entre ellas
podemos encontrar técnicas que analizan la funcionalidad de las mitocondrias,
estructuras de gran importancia en el espermatozoide, pues son las responsables de
generar su motilidad a través de la generacion de energia en forma de ATP, con el fin
de que se lleve a cabo una fecundacion exitosa, por lo que es necesario tomarlas en

cuenta al momento de realizar un espermiograma.

Un aspecto importante para mantener la calidad espermatica sobre todo la
integridad de las diferentes estructuras que forman un espermatozoide, son los
diluyentes ya que en ellos radica mantenerlos completos y funcionales a través de sus
componentes y en base a la calidad de estos variara el tiempo de vida espermatica.

Por lo anterior el presente trabajo se enfocé en la estandarizacion de una prueba
gue evaluara la funcionalidad mitocondrial en semen porcino y que ademas evidenciara
las diferencias e importancia de los componentes de los diluyentes de corta y larga

duracion a nivel de proteccion de sus mitocondrias.
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4. HIPOTESIS.

La preservacion de semen hasta por 10 dias en un diluyente de larga duracion
(Gedil®) no tendra efecto detrimental en la funcién mitocondrial del mismo.
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5. OBJETIVOS.

5.1 Objetivo general.

Evaluar la funcionalidad mitocondrial de los espermatozoides de verraco diluidos

con el diluyente de larga duracién por medio de la prueba de Diaminobenzidina (DAB).

5.2 Objetivos especificos:

e Estandarizar la prueba de Diaminobenzidina (DAB), para su aplicacion en la
evaluacion de las mitocondrias de espermatozoides de cerdo.

e Evaluar la motilidad de las dosis seminales para comprobar su capacidad de
conservacion.

e FEvaluar la integridad de la membrana del espermatozoide a través de la
prueba de HOST, para comprobar capacidad de conservacion de la dosis.

e Evaluar la integridad del acrosoma a través de la tincion azul brillante de

Coomassie.
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6. MATERIAL Y METODOS.

La realizacién del presente trabajo se llevd a cabo en un Centro de
Transferencia Genética (CTG), ubicado en: Municipio de Apizaco, Estado de Tlaxcala.
El clima es templado subhimedo y su temperatura media anual es de 14°C.

El CTG tiene en su linea de produccién 50 sementales provenientes de una
empresa de genética internacional, alojados en corrales individuales, el espacio vital
era el indicado para estos (6 m?), con comedero tipo canoa y bebedero tipo chupén. La
alimentacién de los sementales es a través del alimento que ellos mismos elaboran y

se les proporciona dos veces al dia.

Algunos de los métodos de bioseguridad que manejan son un bafio a la entrada
y a la salida de la granja y el acceso sélo a personal autorizado.

Los muestreos se realizaron los dias lunes y se repitieron 3 veces, con un lapso
de tiempo de 3 semanas entre cada uno, se obtuvieron las dosis seminales de cinco
sementales en edad reproductiva, fertilidad comprobada y activos en granja. La toma

de muestras se realizé entre los meses de Abril-Junio.
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6.1 Diagrama experimental.

CTG

Sementales

Colecta

Evaluacion de
caracteristicas.

Formacion de grupos
experimentales

Traslado a DMZC
FMVZ, UNAM

Conservacion de

dosis
Dia1 Dia 10
Procesamiento Procesamiento
de muestras de muestras
(BTS, GEDIL) (BTS, GEDIL)
| |
Motilidad (Ind. Gral) Motilidad (Ind. Gral)
Aglutinacion Aglutinacion
HOST/Coomasie HOST/Coomasie
Azul de anilina Azul de anilina
DAB DAB
Conteos
Evaluacion de datos
con Minitab Resultados
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En las instalaciones del CTG, para cada uno de los muestreos, se realizé lo

siguiente:

Al momento de recibir cada una de las dosis seminales que se obtuvieron a
través de la técnica de la mano enguantada, se procedié a tomar la identificacién del

semental y la linea genética.
Evaluaciéon de caracteristicas macroscoépicas:

Se evaluaron algunas caracteristicas macroscopicas de los eyaculados
procesados como: volumen con la ayuda de una balanza digital, color, olor y
temperatura con la ayuda de un termémetro de vidrio. En cuanto a sus caracteristicas
microscoépicas se evalud la motilidad y la concentracion espermatica se obtuvo con la

ayuda de un espectrofotometro.
Formacién de grupos experimentales:

Se utilizd un sobre de diluyente Gedil® y uno de BTS® (ambos de IMV
technologies®), los cuales se disolvieron individualmente en un litro de agua bidestilada
atemperada a 37°C (colocada en bolsa de plastico nueva y limpia), se homogenizo
hasta disolver perfectamente el contenido del sobre y se dejé pasar un lapso de
aproximadamente 20 minutos para cada diluyente.

En botellas especiales para inseminacién (IMV technologies®) nuevas y limpias,
se realizé una dilucion de 1:10 en cada botella, agregando 5 ml de semen y 45 ml del
diluyente correspondiente, segun la identificacion previa de cada botella.

En cada dosis de los cinco sementales se identificaron dos botellas con el
diluyente Gedil® y como grupo control otras dos botellas con el diluyente de corta
duracion BTS®. Las cuales correspondian a los dias de evaluacién de la prueba (1y 10
dias).

Una vez diluida la dosis con su correspondiente diluyente (BTS o Gedil®) se
procedid a evaluar la motilidad en masa/general y motilidad individual/progresiva de
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ambos diluyentes para cada uno de los cinco sementales, la técnica se mencionara

mas adelante.
Traslado y conservacion de dosis:

Las dosis se transportaron en una caja de unicel con refrigerantes y se aislaron
con carton para evitar el contacto directo con el refrigerante, asi se mantuvieron hasta
la llegada al Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos (DMZC), en la FMVZ-
UNAM, en donde se colocaron en un conservador (Mobicool, Wine Chamber, Modelo
D60, Geprufte Sicherheit), el cual se conectaba y programaba a una temperatura de
15-17 °C para el almacenaje de las dosis y su procesamiento en los dias 1 y 10, las
botellas eran homogenizadas dos veces al dia durante su permanencia en el

conservador para evitar que los espermatozoides se sedimentaran y murieran.

El procedimiento consecutivo para cada una de las muestras fue el mismo tanto
para las dosis diluidas con el diluyente Gedil® y para las dosis con el diluyente de corta
duracién BTS® usado como grupo control, como anteriormente se menciond la

diferencia radica en los dias de evaluaciéon de las dosis.

6.2 PROCEDIMIENTOS.
Motilidad.

Una motilidad progresiva es necesaria para alcanzar el lugar de la fecundacion
y para culminar exitosamente el proceso de penetracion del espermatozoide en el
ovocito, tradicionalmente, ha sido considerada como uno de los factores mejor
correlacionados con la capacidad fecundante. El procedimiento que se llevé a cabo

para su evaluacion fue el siguiente:

1. Se colocaron 15 pul de la dosis por muestra sobre un portaobjetos previamente
limpio y atemperado (37°C)
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2. Se le colocdé un cubreobjetos y se observé en un microscopio 6ptico de luz
(Zeiss, Primo Star) a 10x para observar la motilidad general y después a 40x

para su evaluacion progresiva.

Prueba dual Coomassie/Host.

1. En un tubo de ensayo por muestra y previamente identificado, se colocaron 2 ml
de agua destilada a 38°C, después se le adicion6 1 ml de semen, con su
muestra correspondiente, quedando los tubos con un volumen final de 3 ml cada
uno y teniendo una concentracion de 75 mOsm. Se taparon los tubos, se
colocaron en una gradilla y se incubaron a 38°C por 30 minutos en bafio Maria
(Grant Instruments-Cambridge LTD).

2. Pasado este tiempo se sacaron del bafio Maria y se homogeneizaron

suavemente con la mano.

3. Se realizd un frotis para cada muestra homogeneizada, para ello se coloc6 una
gota de 15 pl sobre un portaobjetos previamente identificado por muestra, se
puso otro portaobjetos atrds de la gota y se deslizé suavemente a lo largo de

éste para realizar el frotis.

4. Se dej6 secar a medio ambiente y después se procedid a poner el portaobjetos
en un vaso Coplin, el cual ya tenia la tincion de Coomassie. Esta se hizo de la
siguiente manera: 0.055 grs de azul brillante de Coomassie, 12.5 ml de Metanol
al 50%, 2.5 ml de Acido Acético al 10% y 25 ml de agua destilada. La laminilla se
sumergio en ella por 5 minutos, se saco del vaso, se enjuag6 el frotis con agua
destilada y se dej6é secar al medio ambiente. Para conservar las estructuras
celulares y realizar posteriormente la lectura, a cada portaobjetos se le aplic
una capa de resina y posteriormente se coloco un cubreobjetos.
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Conteos.

Una vez realizadas las laminillas correspondientes por muestra, se llevd a cabo
el conteo, contando minimo 200 células por laminilla, con la prueba dual
Coomassie/HOST los espermatozoides se clasificaron de la siguiente manera:
Reaccion HOST (+) con acrosoma integro; Reaccion HOST (+) con acrosoma dafiado y
reaccion HOST (+) con reaccion acrosomal/ausente.

Tincién de Azul de Anilina.

1. Se realiz6 un frotis con cada muestra (siguiendo la metodologia descrita

anteriormente para realizar el frotis).

2. Se dej6 secar al medio ambiente y después se procedid a poner el portaobjetos
en un vaso Coplin, el cual ya contenia la tincion de Azul de Anilina. La laminilla
se sumergié por 5 minutos, se sacé del vaso, se enjuag6 el frotis con agua
destilada y se dej6é secar al medio ambiente. Para conservar las estructuras
celulares y realizar posteriormente la lectura, a cada portaobjetos se le aplicd

una capa de resina y posteriormente se coloco un cubreobjetos.
Conteos.

La tincién con azul de Anilina no se utilizo para el conteo de anormalidades en el
espermatozoide, sino como una forma de control de la técnica de HOST, en esta
técnica se contaron un minimo de 200 espermatozoides, todos aquellos
espermatozoides que se pudieran confundir con HOST (+), es decir todos aquellos que
presentaran el flagelo enrollado o enroscado fueron contabilizados.

El resultado del conteo fue restado al conteo de la prueba dual
Coomassie/HOST y después se obtuvo un porcentaje.
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Prueba de la funcionalidad mitocondrial con Diaminobenzidina (DAB).

1. En un tubo eppendorf por muestra y previamente identificado se agregaron 300
pul de PBS, después se procedi6 a agregar 200 ul de semen en su tubo
correspondiente con la ayuda de una micropipeta.

A partir de este punto se realizé todo con la ayuda de guantes debido a que esta
sustancia es cancerigena y toxica, por lo que se deben mantener medidas de

precaucion.

2. Se sac6 la DAB (Dako, N° de catdlogo K3468) del refrigerador (Torrey), es
importante que se mantenga en refrigeracion (2-8°C) para que no pierda su
accion como cromoégeno, luego se aplicé una gota (20 ul) con la ayuda del
gotero que contenia a la DAB a cada uno de los tubos eppendorf y se tap6 cada

uno.

3. Se homogeneiz6 cada tubo eppendorf agitandolo suavemente con la mano.

4. Se recortaron rectdngulos de aluminio de aproximadamente 5x7 cm, estos se
utilizaron para cubrir cada tubo eppendorf, cuidando que la luz no entrara a
través del tubo e impidiera se llevara a cabo la reaccion. Una vez cubiertos los
tubos se colocaron en frascos de vidrio con agua previamente atemperada a la

temperatura de incubacién que fue de 37°C por una hora en bafio Maria.

5. Una vez pasado este tiempo se sacaron del bafio Maria y se les quit6 el papel

aluminio.

6. Se procedid6 a colocar los tubos eppendorf en una centrifuga procurando
guedaran pares para que tuvieran el mismo peso, se utiliz6 una velocidad de

1500 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos.

7. Transcurrido el tiempo de centrifugacion, cuidadosamente se sacaron los tubos
para mantener integra la pastilla de espermatozoides, se quitd el sobrenadante
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con la ayuda de la micropipeta, tratando de que la pastilla quedara en el fondo
del tubo.

8. Posteriormente se reconstituyo la pastilla con 400 ul de PBS, las muestras se
homogenizaron con un Vortex (Apollo Continental Lab Products) durante 20

segundos para deshacer el boton.

9. Una vez homogéneas las muestras, se realizd un frotis, para ello se coloc6é una
gota de 25 pl sobre la parte central de un portaobjetos previamente identificado
por muestra y con la ayuda de un cubreobjetos se realiz6 una ligera presion
sobre la gota para que por capilaridad se extendiera a lo largo del cubreobjetos.
Es importante mencionar que como estos frotis fueron en fresco el conteo fue

inmediato.

Conteos.

En cuanto a la técnica de la DAB, se contaron al igual que en las anteriores
técnicas minimo 200 espermatozoides por laminilla, el espermatozoide se clasificé de

la siguiente forma, segun su dafio mitocondrial:

Grado 1: La pieza intermedia del espermatozoide tefiida al 100%, color marrén

uniforme.

Grado 2: La pieza intermedia tefiida en un porcentaje mayor al 50%, el marron

uniforme.

Grado 3: La pieza intermedia tefiida en un porcentaje menor al 50%, el color puede ser

marrén uniforme o marrén palido.

Grado 4: La pieza intermedia no tefiida, no se presenta coloracion de ningun tipo.
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6.3 Toma de fotografias.

Las fotografias de las laminillas presentes en esta tesis fueron tomadas en el
Instituto Nacional de Pediatria, a través de un microscopio de epifluorescencia
(Olympus BX51) equipado con una cadmara (Olympus DP70) y el procesado de las
imagenes se realiz6 a través de un programa de cémputo (Image proplus 5.1).

6.4 Anélisis estadistico.

Una vez realizados los conteos de todas las laminillas se procedié a analizar la
informacion obtenida en cada prueba con el paquete estadistico Minitab 15. Se
realizaron las pruebas para obtener estadistica bésica por medio de la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney y se aplicé una prueba de correlacién lineal entre las
variables obtenidas.
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7. RESULTADOS.

Motilidad general.

Al comparar motilidad general entre los dos diluyentes Gedil® vs BTS® evaluados
al primero y al décimo dia se observé que al dia uno, que a pesar de haber una
diferencia porcentual (0.66 puntos porcentuales de diferencia) no hubo diferencias
significativas (p=0.85). En cuanto al décimo dia se observé una diferencia significativa
(p=0.001) y un mayor porcentaje de motilidad general (14.67 puntos porcentuales de
diferencia) con el uso del diluyente Gedil®.

Cuadro 7. Resultados obtenidos al comparar el porcentaje de motilidad general con el
uso de los diluyentes Gedil® vs BTS® al dia 1 y 10 de almacenamiento.

Grupos Experimentales Variable
Dias de Diluyente % Motilidad general
evaluacion

BTS 83.00 + 0.81°

1
Gedil 83.66 + 0.90°
BTS 37.00 + 2.53%

10
Gedil 51.67 + 1.59°

Se presentan medias + error estandar.
ab Superindices diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p<0.05)
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Porcentaje de acrosomas integros.

Al comparar la integridad acrosomal entre los dos diluyentes Gedil® vs BTS®
evaluados al primero y al décimo dia, se vi6 que al dia uno, el diluyente Gedil®
presentd un mayor porcentaje de acrosomas integros (6.43 puntos porcentuales de
diferencia) y esta diferencia fue significativa (p=0.008). En cuanto al décimo dia
también se observd una diferencia significativa (p=0.0008) y un mayor porcentaje de
acrosomas integros (19.82 puntos porcentuales de diferencia) con el uso del diluyente
Gedil®.

Cuadro 8. Resultados obtenidos al comparar el porcentaje de acrosomas integros con
el uso de los diluyentes Gedil® vs BTS® al dia 1 y 10 de almacenamiento.

Grupos Experimentales Variable
Dias de Diluyente % Acrosomas integros
evaluacion
BTS 85.07 +1.52°
1
Gedil 91.50 + 0.49°
BTS 32.99 +3.21°
10
Gedil 52.81 + 3.59°

Se presentan medias + error estandar.
ab Superindices diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p<0.05)
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Porcentaje de HOST +.

Al comparar la integridad de la membrana entre los dos diluyentes Gedil® vs
BTS® evaluados al primero y al décimo dia, se vio que al dia uno, el diluyente Gedil
presentd un mayor porcentaje de HOST + (10.28 puntos porcentuales de diferencia) y
esta diferencia fue significativa (p=0.0091). En cuanto al décimo dia también se
observé una diferencia significativa (p=0.005) y un mayor porcentaje de acrosomas
integros (9.72 puntos porcentuales de diferencia) con el uso del diluyente Gedil®.

Cuadro 9. Resultados obtenidos al comparar el porcentaje de HOST + con el uso de

los diluyentes Gedil® vs BTS® al dia 1 y 10 de almacenamiento.

Grupos Experimentales Variable
Dias de Diluyente % HOST +
evaluacion
BTS 40.00 + 2.28°
1
Gedil 50.28 + 2.24°
BTS 19.50 + 2.00°
10
Gedil 29.22 + 1.75°

Se presentan medias + error estandar.

ab Superindices diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p<0.05).
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7.1 Fotografias: prueba dual Coomassie/HOST.

Figura 7. Host +, con acrosomas integros. Figura 8. Host +, la flecha sefiala el acrosoma dafiado.

Figura 9. Espermatozoide con reaccion acrosomal.  Figura 10. Host +, la flecha sefiala el acrosoma ausente.

56


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Porcentaje de mitocondrias Grado 1.

Al comparar la funcionalidad de la mitocondria otorgandole un Grado 1 (integras
al 100%) entre los dos diluyentes Gedil® vs BTS® evaluados al primero y al décimo dia,
se observo en el dia uno que a pesar de haber una diferencia porcentual (3.04 puntos
porcentuales) no hubo diferencias significativas (p=0.198). En cuanto al décimo dia se
observo una diferencia significativa (p=0.001) y un mayor porcentaje de mitocondrias
funcionales (10.59 puntos porcentuales de diferencia) con el uso del diluyente Gedil®.

Cuadro 10. Resultados obtenidos al comparar el porcentaje de mitocondrias grado 1

con el uso de los diluyentes Gedil® vs BTS® al dia 1 y 10 de almacenamiento.

Grupos Experimentales Variable
Dias de Diluyente % M. grado 1
evaluacion

BTS 80.88 + 1.64°

1
Gedil 83.92 +1.35°
BTS 12.93 + 1.14°

10
Gedil 23.52 +1.97°

Se presentan medias + error estandar.

ab Superindices diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p<0.05).
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Porcentaje de mitocondrias Grado 2.

Al comparar la funcionalidad de la mitocondria otorgandole un Grado 2 (integras
en mas del 50%) entre los dos diluyentes Gedil® vs BTS® evaluados al primero y al
décimo dia, se observé en el dia uno que a pesar de haber una diferencia porcentual
(2.66 puntos porcentuales) no hubo diferencias significativas (p=0.213). En cuanto al
décimo dia se observé una diferencia significativa (p=0.0079) y un menor porcentaje de
mitocondrias en grado 2 (7.21 puntos porcentuales de diferencia) con el uso del
diluyente Gedil®.

Cuadro 11. Resultados obtenidos al comparar el porcentaje de mitocondrias grado 2
con el uso de los diluyentes Gedil®vs BTS® al dia 1 y 10 de almacenamiento.

Grupos Experimentales Variable
Dias de Diluyente % M. grado 2
evaluacion

BTS 14.98 + 1.51°

1
Gedil 12.32 +1.17°
BTS 69.91 + 1.68°

10
Gedil 62.70 + 1.91°

Se presentan medias + error estandar.

ab Superindices diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p<0.05).
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Porcentaje de mitocondrias grado 3.

Al comparar la funcionalidad de la mitocondria otorgandole un Grado 3 (integras
en menos del 50%) entre los dos diluyentes Gedil® vs BTS® evaluados al primero y al
décimo dia, se observé en el dia uno que a pesar de haber una diferencia porcentual
(0.26 puntos porcentuales) no hubo diferencias significativas (p=0.177). En cuanto al
décimo dia se observé una diferencia significativa (p=0.0128) y un menor porcentaje de
mitocondrias en grado 3 (3.01 puntos porcentuales de diferencia) con el uso del

diluyente Gedil®.

Cuadro 12. Resultados obtenidos al comparar el porcentaje de mitocondrias grado 3
con el uso de los diluyentes Gedil®vs BTS® al dia 1 y 10 de almacenamiento.

Grupos Experimentales Variable
Dias de Diluyente % M. grado 3
evaluacion

BTS 3.01 +0.133°%

1
Gedil 2.75 + 0.25°
BTS 13.77 £ 0.79°2

10
Gedil 10.76 + 0.67"

Se presentan medias + error estandar.
ab Superindices diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p<0.05).
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Porcentaje de mitocondrias grado 4.

Al comparar la funcionalidad de la mitocondria otorgandole un Grado 4 (dafiadas
al 100%) entre los dos diluyentes Gedil® vs BTS® evaluados al primero y al décimo dia,
se observo en el dia uno que a pesar de haber una diferencia porcentual (0.12 puntos
porcentuales) no hubo diferencias significativas (p=0.561). En cuanto al décimo dia
tampoco se observé una diferencia significativa (p=0.467) a pesar de existir una
diferencia porcentual (0.37 puntos porcentuales).

Cuadro 13. Resultados obtenidos al comparar el porcentaje de mitocondrias grado 4

con el uso de los diluyentes Gedil® vs BTS® al dia 1 y 10 de almacenamiento.

Grupos Experimentales Variable
Dias de Diluyente % M. grado 4
evaluacion

BTS 1.11 + 0.24°

1
Gedil 0.99 + 0.28%
BTS 3.38 £0.33%

10
Gedil 3.01 +0.22°

Se presentan medias + error estandar.

ab Superindices diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p<0.05).
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Porcentaje total de mitocondrias dafiadas.

Al comparar la cantidad de dafio a la mitocondria (grados 2, 3 y 4) entre los dos
diluyentes Gedil® vs BTS® evaluados al primero y al décimo dia, se observé en el dia
uno que a pesar de haber una diferencia porcentual (3.04 puntos porcentuales) no
hubo diferencias significativas (p=0.198). En cuanto al décimo dia se observd una
diferencia significativa (p=0.0001) y un menor porcentaje de mitocondrias dafnadas
(10.21 puntos porcentuales de diferencia) con el uso del diluyente Gedil®.

Cuadro 14. Resultados obtenidos al comparar el porcentaje total de mitocondrias
dafiadas (grado 2, 3y 4) con el uso de los diluyentes Gedil® vs BTS® al dia 1y 10 de

almacenamiento.

Grupos Experimentales Variable
Dias de Diluyente % Total de M. dafiadas
evaluacion

BTS 19.1 +1.88°

1
Gedil 16.06 +1.72
BTS 86.61 + 2.8°

10
Gedil 76.4 +2.8°

Se presentan medias + error estandar.

ab Superindices diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p<0.05).
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7.2 Fotografias: prueba de la DAB.

Figura 11. Diferentes grados de dafio mitocondrial Figura 12. Diferentes grados de dafio mitocondrial
Grado 1 (a) y Grado 3 (b). Grado 1 (a), Grado 2 (b) y Grado 4 (c).

Figura 13. Diferentes grados de dafio mitocondrial
Grado 1 (a), Grado 3 (b) y Grado 4 (c).
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8. DISCUSION.

Como se habia mencionado con anterioridad las caracteristicas macroscopicas y
microscoépicas evaluadas por un espermiograma general nos sirven de manera
presuntiva para predecir la calidad de las dosis de inseminacion, aunque no siempre
nos aseguran el conocer la verdadera fertilidad de una dosis seminal, por lo que para
fortalecer el analisis del potencial fecundante de una dosis de semen porcino se
requiere de la adaptacion de nuevas pruebas de tipo funcional, Estas han resultado
ser una gran alternativa a este problema, de ahi que este trabajo se basara en la
aplicacién de pruebas complementarias.

En las granjas comerciales la evaluacion de la motilidad general de los
espermatozoides es una técnica utilizada de manera rutinaria para la evaluacion del
semen. Flowers et al., (1997) *® demostré que al usar dosis con una motilidad mayor al
60% no existidé una relacion significativa entre esta caracteristica y las tasas de parto o
el nimero de lechones nacidos vivos; sin embargo, en cerdas inseminadas con semen
cuya motilidad era menor al 60% el comportamiento reproductivo se redujo, lo que
sugiere que las evaluaciones subjetivas como el porcentaje de motilidad puede al
menos ser usadas para identificar eyaculados de mala calidad.

En este estudio se observo que al valorar motilidad con el uso de un diluyente de
corta duracién (BTS®) y un diluyente de larga duracién (Gedil®), la motilidad se redujo
gradualmente en los 10 dias de almacenamiento en ambos diluyentes, mostrando
diferencias evidentes que dieron resultados significativos al final del periodo
experimental, siendo superior el diluyente Gedil®, esto concuerda con los resultados de
Dubé et al., (2004) *° que evalué los eyaculados de 5 sementales durante 12 dias de
almacenamiento utilizando el diluyente de larga duracion Androhep plus y lo compardé
de igual forma con BTS, la motilidad de los espermatozoides también se redujo con el
almacenamiento y las diferencias entre BTS y Androhep Plus fueron evidentes. Mas
espermatozoides fueron moviles cuando se diluyé en Androhep Plus que en BTS a
principios de almacenamiento, los dias 2, 4, 5y 6 (P <0,05), después de 6 dias
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motilidad no existieron resultados significativos entre los diluyentes, a diferencia de este
trabajo en donde al dia 10 todavia se observaron resultados significativos, esto puede
ser debido a que no se usé el mismo diluyente de larga duracidon ya que a pesar de
tener la misma duracion el efecto de los componentes de cada diluyente tiene
diferentes resultados, tal y como lo demuestra Ochoa et al., (2008) ** (47) el cual
determind los porcentajes promedio de motilidad espermatica de 4 sementales jovenes
obtenidos hasta las 120 horas de conservacion para Androhep, Butschwiler, MR-A y
Reading diluyentes de larga duracion, los resultados por analisis de varianza para
motilidad espermatica indicaron que ésta se vio influenciada por el diluyente,
eyaculado, tiempo de conservacion y por la interaccion diluyente por tiempo de
conservacion, todas con un alto nivel de significancia (P <0.01).

En cuanto al porcentaje de acrosomas integros, los resultados del presente
estudio muestran claramente que existe una disminucion en la proporcion de
acrosomas integros, al avanzar el periodo de conservacion. Estudios tales como el de
Kommisrud et al., (2002) “® lo demostraron con el uso del diluyente BTS en 76
sementales, la integridad del acrosoma expresado como porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal de acrosoma mostré una clara disminucién
durante todo el experimento. La media de 6, 30, 54, 78 y 102 h de almacenamiento
fueron 93,9%, 90,6%, 88,0%, 84,8%, y 78,2%, respectivamente. La disminucién de la
integridad acrosomal de un tiempo de almacenamiento a la siguiente fue altamente

significativa durante todo el ensayo (p <0.001).

Asi mismo Huo et al., (2002) *® evalué la integridad del acrosoma, utilizando la
tincion de Coomassie en eyaculados almacenados a 17°C hasta por 15 dias con el uso
de los diluyentes BTS, Androhep, KIEV y Zorlesco. No se encontraron cambios
significativos hasta 12 horas de almacenamiento para los cuatro diluyentes. El
porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto diluidos con Kiev fueron
significativamente mas bajos a partir del dia 5 de almacenamiento que en los otros tres
grupos. Sin embargo, todavia hay mas de 80% de espermatozoides con acrosoma
intacto el dia 7, y el 70% en el dia 11 de almacenamiento para los cuatro diluyentes. El
porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto disminuy6 notablemente desde
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el dia 11 y fue de 61,00 £+ 1,80% para el BTS, 51,3 + 2,48% para el diluyente KIEV,
63,5 + 1,06% para el diluyente Zorlesco, y 62,65 + 3,73% para el diluyente Androhep el
dia 13 de almacenamiento. El dia 15 de almacenamiento, el porcentaje de
espermatozoides con el acrosoma intacto fue de 46,05 = 4,51% para el BTS, 27,93 +
3,46% con KIEV, 46.33 + 378% para Zorlesco y 47,73 + 5,23% para Androhep. Con
base en los datos de tincion con azul de Coomassie, los porcentajes de
espermatozoides con acrosoma intacto diluidos con BTS, Zorlesco y Androhep estaban

muy cerca el uno al otroy eran mas altos que con Kiev.

En este estudio la proporcion de acrosomas integros también disminuyo
gradualmente al ser almacenados y evaluados posteriormente. Las diferencias en el
trabajo citado ya eran evidentes y significativas en tres de los cuatro diluyentes (BTS,
KIEV y Zorlesco) al dia 1 y 11 de almacenamiento, lo cual concuerda con nuestros
resultados.

Hernandez., (2011) *° determind que el plasma seminal tiene un efecto
importante en esta variabilidad debido a la presencia o ausencia de determinados
componentes o la variacion en la concentracion de los mismos, siendo los
componentes proteicos los mas importantes, ya que desempefian funciones
importantes como la estabilizacién de la membrana plasmatica de los espermatozoides
por lo cual previene reacciones acrosomicas prematuras, se ha determinado que una
elevada cantidad de proteinas en el eyaculado del verraco corresponden con una alta
tasa de partos (superiores al 86%) y un elevado niumero de lechones vivos (méas de 11
por camada).

Gadea., (2003) * menciona que se ha observado que el uso de estabilizadores
de membrana mejora el porcentaje de acrosomas intactos, tales como; el EDTA cuya
funcion es la de bloquear la accién del calcio como mediador de los procesos de
capacitacion y reaccién acrosdmica, o el alcohol de polivinilo. Los cuales se podrian
inferir que estan presentes en el diluyente Gedil®. Los dafios provocados en el
procesamiento, congelacion/descongelacion se pueden minimizar incluyendo en el
diluyente "crioprotectores” como el glicerol cuyo uso presenta mejores valores de
calidad esperméatica y yema de huevo.

65


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

En los experimentos que mostré Decuadro., (2009), * los antioxidantes eran
benéficos para el espermatozoide cuando se agregaban a diluyentes con yema de
huevo, pero no aportaban mejoras si se utilizaban sobre diluyentes que no la tuvieran.
La porcién crioprotectora de la yema de huevo es el colesterol, pero los fosfolipidos que
contiene pueden ser perjudiciales para el espermatozoide. La fraccion de lipoproteinas
de baja densidad (LDF) que contiene la yema fue definida como un constituyente
activo. Se observé que las LDF se unen fuertemente a la membrana esperméatica
gracias a su componente proteico, ya que los fosfolipidos por si solos no se unen a la
membrana. Ademas se sugiere que la presencia de proteinas aumenta la accién de los
fosfolipidos en la proteccion espermatica, especialmente cuando hay altas

concentraciones de fosfolipidos durante el almacenamiento en frio.

Por otra parte la importancia de una membrana integra es que permitira la
funcionalidad adecuada de la misma manteniendo su selectividad. Durante la
fertilizacion el espermatozoide se encuentra con un medio hostil donde debe tener
integridad para atravesar el tracto reproductor de la hembra y llegar al sitio de
fertilizacion. La prueba de HOST es una prueba sencilla y que nos sirve para evaluar la
integridad de la membrana a la vez que evidencia eyaculados con una capacidad
fertilizante baja, esto lo demostré Pérez et al., (1999) >? el cual utilizé6 un grupo de 24
verracos de entre 1 y 3 afios de edad, de las razas Landrace, Large White y Pietrain,
realizé la evaluacion analizando motilidad, formas anormales, estado de los
acrosomas, ORT corto y HOST, elaboradas con el diluyente Acromax. Para estudiar la
relacion de HOST con la fertilidad utiliz6 el nimero total de cerdas paridas del total de
inseminadas con el mismo eyaculado. La prolificidad se estimé como el promedio de
lechones nacidos totales del total de hembras paridas de las inseminadas con el mismo
eyaculado. Solo el test de endosmosis presentd correlacién con la fertilidad (r=0,40,
p<0,05). Demostrando que, dentro de este grupo de eyaculados previamente
seleccionados, el HOST discrimina aun mas en cuanto a la calidad del eyaculado. Los
datos mostrados indican que la prueba de HOST distingue un subgrupo de eyaculados
de menor fertilidad, dentro del conjunto de eyaculados seleccionados por su motilidad y
formas anormales. En este estudio se observd que el porcentaje de HOST + fue
significativo tanto para el dia 1 y 10 y ademas el porcentaje de HOST + fue
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disminuyendo a lo largo del almacenamiento pero al comparar el diluyente BTS contra
el diluyente Gedil el segundo mostré ser superior, por lo que se ha de suponer una
fertilidad mayor con el uso del diluyente Gedil.

Posteriormente Frydrychova et al., (2010) ** evaluaron la integridad de la
membrana en los eyaculados de 21 verracos hibridos fértiles de 1 a 3 afios que fueron
recolectados a través de la técnica de la mano enguantada. El semen se diluyé en
Androhep, Androstar, Androstar plus, M Il (Minittib, Alemania), LD (Magapor, Espafa)
y fue almacenado a una temperatura de 17°C, se evalué a las 24 h, 48 h, 72 hy 96 h
después de la dilucién del semen. El porcentaje de HOST + disminuyd durante el
almacenamiento en Androstar, Androstar plus (P <0,01) después de las 48 h, mientras
gue en LD, M Ill (P <0,01) y Androhep (p <0,001) se observd una disminucién después
de 72 h de conservacion. Hubo una diferencia significativa entre los extensores
Androhep y LD después de 72 hy 96 h (P <0,05). La mejor integridad de la membrana
espermédtica en la evaluacién total fue para Androhep (47%) en comparacion con
Androstar (42%), Androstar plus (40%), LD (38%) y M Il (40%). Las diferencias
estadisticas se observaron entre los diluyentes Androhep y Androstar (P <0,05),
Androstar plus, LD y M Il (P <0,001).

En este estudio el porcentaje de HOST + con la utilizacién del diluyente Gedil® y
BTS® a las 24 hrs fue un poco inferior al del estudio anteriormente mencionado, pero
las diferencias fueron significativas, esto puede deberse al uso de una prueba
complementaria (Azul de Anilina) como forma de control, en la que aun sin incubar ni
correr la prueba de HOST se encontraron espermatozoides con defectos morfoldgicos

tales como colas dobladas, lo cual nos puede generar falsos positivos.

Como lo menciona Diaz et al., (2009) ** al evaluar 254 eyaculados de verracos
jovenes, maduros y viejos con gotas citoplasmaticas (GC) persistentes, a los cuales se
les realizd una evaluacion morfoldgica y una prueba de HOST (H+/H-), encontrando
gue la presencia de GC también puede alterar los componentes de la membrana,
concluyendo que los defectos tanto morfolégicos como de membrana se presentan

conjuntamente en un eyaculado.
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En su caso el estudio de la funcionalidad mitocondrial sirve como estimador
de la capacidad motil del espermatozoide, al ser éste el organelo responsable de la
sintesis del ATP necesario para el desplazamiento celular. *

En este estudio para la evaluacién de la funcionalidad de la mitocondria se utilizé
la oxidacion de la 3,3’ diaminobenzidina (DAB) por el complejo citocromo C
mitocondrial. Como se mencion6é anteriormente la fuente primaria de ROS en los
espermatozoides es la cadena respiratoria de la mitocondria y el peroxido de
hidrégeno (H20,) es de los principales ROS producidos en semen. Las ROS cumplen
una importante funcion en la fisiologia esperméatica normal, pero el desequilibrio entre
su produccion y degradacién causa efectos adversos sobre el espermatozoide. El
estrés oxidante causado por el H,O, provoca un mal funcionamiento en la mitocondria y
conduce a una muerte celular programada. La interrupcion de la cadena mitocondrial
de transporte de electrones, o la inhibicién de la misma, predispone a una formacion de
radicales libres. Los espermatozoides de mamiferos son particularmente vulnerables a
los dafios peroxidativos, porque estan bien dotados de &cidos grasos poliinsaturados
gue son altamente vulnerables al libre ataque de los radicales. La peroxidacion lipidica
asociada a ROS provoca una disminucion de la movilidad y viabilidad espermatica, de
la integridad acrosomal y del potencial de membrana mitocondrial (Membrillo et al.,
2003 *°).

Este estudio mostrd diferentes resultados para los diferentes tipos de grado de
dafio a la mitocondria (1, 2, 3 y 4) por la produccion de ROS. El grado 1 disminuyd
gradualmente al pasar el tiempo de conservacion mostrando mayores porcentajes de
integridad de funcionalidad de la mitocondria con el uso del diluyente Gedil® y al
contrario en los grados donde habia algun tipo de dafio (2, 3 y 4) aumentaron
gradualmente con el paso del tiempo, mostrando que individualmente y en conjunto el
dafio era menor con el diluyente Gedil®. Esto contrasta un poco con el estudio de
Blumer et al., (2008) *, el cual evalué la actividad mitocondrial de los espermatozoides
humanos en 17 pacientes con diagndstico de varicocele y 20 sin varicocele, a través de
la técnica de la DAB y otorgandoles la misma clasificacion al grado de dafio de la
funcién mitocondrial (1, 2, 3 y 4) encontrando que para el grado 1 el porcentaje fue de
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4.9 %, para el grado 2 de 80.2%, para el grado 3 de 7.8% y para el grado 4 de 7.1% en
hombres sin varicocele y 2.6% para grado 1, 68.7% para grado 2, 14.4% para grado 3y
14.4% para grado 4. Si lo comparamos con nuestro estudio la diferencia de dafio en los
diferentes grados es bastante alta teniendo una diferencia notable en el grado 1, pero
debemos de tomar en cuenta que segin Gémez-Torres et al., (2005) *® y Espinoza-
Navarro et al., (2011) *>" hoy en dia en el espermiograma de hombre, segun los criterios
se acepta como normal una morfologia con 4% segun la OMS o hasta el 14 % segun
estos autores. Dicho en forma sencilla, el vardén tiene el 80% o méas de sus
espermatozoides con alteraciones morfoldgicas, en cuanto a las anomalias de la pieza
intermedia, la astenozoospermia (alteracion de la motilidad espermética), se observa
en un 30 % de varones estériles, en comparacion al espermiograma de cerdo que no
debe de presentar mas del 25% de anormalidades, lo cual puede ser la causa de dicha

diferencia *.

En el estudio de Nichi., (2009) *® se realizd un experimento con espermatozoides
de toro procedentes de la cola del epididimo, en los cuales se prob6 el efecto de la
adicion de Acido docosohexaenoico (DHA), la adicion de antioxidantes enziméticos
(catalasa, glutation peroxidasa y superoxido dismutasa) y la adicion de dos
antioxidantes no enzimaticos (Vitamina C y E) solos o combinados entre si y a
diferentes concentraciones, en semen diluido, a través de la evaluacion de varias
caracteristicas, entre ellas la funcionalidad mitocondrial, con ayuda de la prueba de la
DAB. Los resultados de esta prueba con respecto al uso de la adicién de antioxidantes
enzimaticos fue la siguiente: para el grupo control; DAB | 52.27+5.17, DAB I
24.14+2.68, DAB IIl 15.73£2.98, DAB |V 7.86+1.20,superéxido dismutasa (60 Ul/ml);
DAB | 65.93+2.89, DAB Il 21.00+3.86, DAB IIl 9.43+1.38, DAB IV 3.64+0.72, glutation
peroxidasa (5 Ul/ml); DAB | 63.57+2.98, DAB Il 22.36+3.02, DAB IIl 9.57+£1.66, DAB IV
4,50+ 0.92, catalasa (120 Ul/ml); DAB | 22.79+2.65, DAB Il 33.71+ 2.38, DAB Il
34.54+2.11, DAB IV 8.96+1.43. Para la combinacién de glutatién peroxidasa (5 Ul/ml)
mas superéxido dismutasa (20Ul/ml); DAB | 62.71+3.39, DAB 1l 22.86+2.69, DAB llI
9.28+1.47, DAB IV 5.71+1.43. Los resultados en el caso de antioxidantes no
enzimaticos: para la vitamina C (1mM); DAB | 69.17+5.58, DAB Il 17.50+4.60, DAB llI
8.83114.43, DAB IV 4.50+1.02, vitamina C (3 mM); DAB | 75.08+5.58, DAB Il
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14.00+£3.19, DAB Il 7.83x2.11, DAB IV 3.08+£0.68, vitamina C (4.5 mM); DAB |
73.42+5.13, DAB 11 16.17+3.67, DAB I1l 8.08+£1.20, DAB IV 2.33+0.63. En el caso de la
vitamina E (0.5 mM); DAB | 72.17+£7.55, DAB Il 15.58+3.18, DAB Il 8.17+3.29, DAB IV
4.08£1.23, vitamina E (1.5 mM); DAB | 72.45+6.23, DAB Il 16.08+3.81, DAB Il
8.50+£2.09, DAB IV 3.00+0.62, vitamina E (2.5mM); DAB | 73.00+7.15, DAB Il
16.30+4.73. DAB Il 8.10+1.91, DAB IV 2.60+0.89. En cuanto al uso de DHA (1 uM);
DAB | 53.75+6.77, DAB 1l 27.08+3.56, DAB Il 10.17+2.64, DAB IV 9.00+£1.93, DHA
(5 uM); DAB | 47.70£9.20, DAB Il 31.30+7.93, DAB Il 14.90+3.37, DAB 1V 6.10%0.78,
DHA (10 uM); DAB | 51.42+5.40, DAB Il 28.83+2.02, DAB IIl 11.42+3.00, DAB IV
8.33+1.31.

Los resultados mostrados en este estudio fueron mas parecidos a los que se
obtuvieron en el nuestro y como nos lo muestra el articulo citado la adicion de
antioxidantes puede hacer que la funcionalidad mitocondrial mejore o empeore, tal
como lo menciona Membirillo et al., (2003) *° el objetivo de los antioxidantes es anular o
minimizar los efectos de las ROS.

Aunque la composicién del diluyente Gedil® no fue revelado por motivos
comerciales y la empresa propietaria del diluyente (IMV technologies) promocionaba
una mejor proteccion a las mitocondrias, resulta muy evidente el suponer que entre sus
ingredientes se encontraban antioxidantes, por lo cual puede resultar benéfico el
adicionar antioxidantes a los diluyentes para una mejor preservacion de semen de los

machos reproductores y principalmente para la proteccién de sus mitocondrias.
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9. CONCLUSION.

La técnica de la Diaminobenzidina (DAB) se logré estandarizar con éxito y se
establecié una clasificacién a los diferentes grados de dafio en la mitocondria, esto
permite establecer dicha técnica como una prueba complementaria a un
espermiograma permitiendo tener mas parametros a evaluar para definir la calidad de

las dosis seminales.

El diluyente Gedil® permitié en este estudio mantener la integridad mitocondrial.
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11. ANEXOS.

Figura 14. Evaluacion de la motilidad general al dia 1 y 10 de almacenamiento
con los diluyentes BTS y Gedil®.

Porcentaje de motilidad general

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

BTS Gedil BTS Gedil
Dia 1 Dia 1 Dia 10 Dia 10

Figura 15. Evaluacion de la integridad de los acrosomas al dia 1y 10 de
almacenamiento con los diluyentes BTS y Gedil®.
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Figura 16. Evaluacion de la integridad de la membrana (HOST +) al dialy 10

de almacenamiento con los diluyentes BTS y Gedil®.
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Figura 17. Evaluacion de la funcionalidad de la mitocondria (Grado 1) aldia 1y
10 de almacenamiento con los diluyentes BTS y Gedil®.
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Figura 18. Evaluacion de la funcionalidad de la mitocondria (Grado 2) al dia 1y
10 de almacenamiento con los diluyentes BTS y Gedil®.
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Figura 19. Evaluacion de la funcionalidad de la mitocondria (Grado 3) al dia 1y
10 de almacenamiento con los diluyentes BTS y Gedil®.
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Figura 20. Evaluacion de la funcionalidad de la mitocondria (Grado 4) al dia 1y
10 de almacenamiento con los diluyentes BTS y Gedil®.
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Figura 21. Evaluacion de la suma total de mitocondrias dafiadas (Grado 2, 3y 4)
al dia 1 y 10 de almacenamiento con los diluyentes BTS y Gedil®.
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