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RESUMEN

El consumo de carne porcina se ha incrementado notablemente durante las dltimas
décadas, siendo el segundo aporte de proteina en humanos después del consumo de carne
de aves. Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), esta parece ser una tendencia que continuara. Ello ha demandado un
mejoramiento en la produccion y los sistemas de reproduccion asociados. Por lo tanto, se
han tenido que modificar la produccion porcina de método extensivo a métodos intensivos,
con lo que se ha tenido como consecuencia el desarrollo de la IA porcina. Para tal caso, se
han desarrollado diversos estudios enfocados en la fisiologia del espermatozoide, con la
finalidad de utilizar el conocimiento de estas caracteristicas en post del desarrollo y
mejoramiento de esta técnica. Resultando de gran importancia en la industria porcina la

aplicacion de métodos con alto valor en biotecnologia relacionada con la reproduccion.

Este trabajo, tiene como objeto, el estudio la evaluacion de la viabilidad, pardmetros de
movilidad, produccion de anion superdxido y peroxidacion lipidica en espermatica de
espermatozoides de verraco pertenecientes a explotaciones ganaderas intensivas de la
novena region. Estas evaluaciones se realizaron en base a dos rangos etarios de verracos y
en base a los dias que la muestra fue mantenida a 16°C, con excepcion de la evaluacion de

peroxidacion lipidica que no fue evaluada segun rango etario.

Para llevar a cabo el estudio de la viabilidad se realizo la técnica de microscopia clasica que
utiliza eosina-nigrosina, en conjunto con la evaluacion por citometria de flujo basada en el
uso de los fluor6foros SYBR14 e IP. El estudio de la movilidad fue realizado mediante el
sistema CASA. Para el caso de la evaluacion de produccion de anién superoxido y
peroxidacion lipidica, se utilizaron los fluoréforos DHE-SYTOX Green y BODIPY C11-

IP respectivamente, estos fueron detectados mediante citometria de flujo.
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Los resultados de estas evaluaciones indicaron que, segin el rango etario, es posible
evidenciar diferencias entre los verracos jovenes y maduros para las evaluaciones de
viabilidad y movilidad, no asi para la evaluacion de anion superédxido. La evaluacion en
base a los dias que la muestra fue mantenida a 16°C, presento diferencias en los dias 9y 11
para las evaluaciones de viabilidad y anién superdxido, pero para el caso de la evaluacion
de peroxidacion lipidica, estas diferencias fueron solo apreciables al dia 11. En el caso de la
movilidad espermatica, se encontraron diferencias el dia 4, 5y 7, aunque estas diferencias

no se aprecian en la totalidad de los parametros asociados a la movilidad espermatica.

En base al analisis estadistico de ANOVA, se estima que la calidad fecundante de la dosis
seminal, solo se mantiene durante 2 dias luego de la extraccion, caracteristica
principalmente influenciada por la movilidad espermaética, ya que el resto de los parametros

evaluados se mantienen constantes durante un mayor periodo de tiempo.
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ABSTRACT

The consumption of pork has increased markedly in recent decades, becoming the second
protein intake in humans after consumption of poultry meat. According to the United
Nations Food and Agriculture Organization (FAO), this seems to be a trend that will
continue. This has demanded an improvement in the production and reproduction systems
associated. Therefore, they have had to modify the swine production methods extensive to
intensive method, which has resulted in the development of swine IA. For such case, there
have been several studies focused on the physiology of sperm, in order to use the
knowledge of these features in post development and improvement of this technique.
Resulting of great importance in the swine industry with the application of high-value
methods in biotechnology related to reproduction.

This work aims, study the feasibility assessment, mobility parameters, superoxide anion
production and lipid peroxidation in boar sperm sperm intensive livestock farms belonging
to the ninth region. These assessments were performed based on two age ranges boars and
based on the sample was kept at 16 ° C, except for the evaluation of lipid peroxidation was

not evaluated by age range.

To perform the viability study was conducted using classical microscopy eosin-nigrosin
technique, together with the assessment by flow cytometry based on the use of fluorophores
SYBR14 and IP was performed. The motility study was performed using the CASA
system.In the case for the evaluation of the superoxide anion production and lipid
peroxidation, was used the DHE-SYTOX Green, BODIPYC11-IP  fluorophores

respectively, they were detected by flow cytometry.

The results of these evaluations indicated that, by age range, it is possible to show
differences between young and mature boars for assessments for viability and motility, but
not for the evaluation of superoxide anion. Evaluation based on the sample was kept at 16 °
C, showed differences on days 9 and 11 for viability assessments and superoxide anion, but

in the case of the evaluation of lipid peroxidation, these differences were only significant
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day 11. In the case for sperm motility, differences were found on day 4, 5 and 7, although
these differences were not seen in all the parameters associated with sperm motility.

Based on the statistical analysis of ANOVA, it is estimated that the fertilizing quality of
seminal doses, only is maintained for 2 days after the extraction, feature mainly influenced
by sperm motility, since the rest of the evaluated parameters are constant during a longer

period of time



1. INTRODUCCION

La tendencia mundial en el aumento del consumo de productos cérnicos porcinos ha
obligado a la optimizacion del proceso reproductivo introduciendo mejoras biotecnoldgicas
como la inseminacion artificial (IA) y posteriormente diversas optimizaciones del mismo
(Johnson et al., 1981; Rocha et al., 2011). Se estima que esta tendencia seguira en aumento,

por lo cual introducir mejoras en los procesos productivos resulta vital (Rocha et al., 2011).

Dentro de lo que es la IA porcina se ha realizado un gran esfuerzo por mantener el mayor
tiempo posible la calidad del material fecundante, caracteristica que es un punto critico en
la implementacion de nuevas mejoras reproductivas (Vyt et al., 2004; Vyt et al., 2008;
Waberski et al., 2008). Como consecuencia de esto, se han desarrollado diversos medios
que permiten aumentar la longevidad del semen, permitiendo, por una parte, utilizar el
semen varios dias luego de su extraccion, y que ademas, permite aumentar el nimero de
hembras que pueden ser fecundadas (Johnson et al., 2000b). Aunque los medios de
preservacion proveen al espermatozoide de un ambiente protector y aumentan
considerablemente la ventana de tiempo en que puede ser utilizada la dosis seminal, han
fallado en proteger al espermatozoide frente a cambios rapidos de temperatura (Johnson et
al., 2000b). La caracteristica principal que vuelve al espermatozoide de verraco tan
susceptible a los choques térmicos, se encuentra en su membrana, estd en comparacién con
la de espermatozoides de otros mamiferos, posee una baja cantidad de colesterol y un alto
grado de lipidos insaturados (Parks y Lynch, 1992; Bonet et al., 2013). Estas
caracteristicas, a su vez, vuelven al espermatozoide de verraco susceptible a sufrir dafios
causados por ROS (Alvarez y Storey, 1992; O’Flaherty et al., 1997; Mazur et al., 2000;
Grolfeld et al., 2008.) Tales caracteristicas han impedido el desarrollo adecuado de las
técnicas de criopreservacion en la IA porcina (Johnson et al., 2000b). En base a las
alteraciones que podrian ocurrir durante la recoleccion y preservacion de la dosis seminal,
se planteo el objetivo de estudiar el efecto del tiempo y la edad sobre espermatozoides de

verraco mantenidos a 16°C que son utilizados en IA, considerando los parametros de



viabilidad, motilidad, produccion de especies reactivas de oxigeno y peroxidacion lipidica.
La relevancia de esto, se basa en que es posible evidenciar un aumento en el de deterioro de
estos parametros, los que tendrian una directa relacion con la edad del verraco y con la
cantidad de dias que la muestra es mantenida a 16°C, lo que seria Gtil para determinar la
calidad de las dosis seminales utilizado en explotaciones ganaderas intensivas de la novena
region. Con la finalidad de utilizar los resultados obtenidos como guia para la optimizacion
de procesos de recogida de la dosis seminal 0 como apoyo a los sistemas de seleccién de
verracos de alto rendimiento reproductivo. Ademas de servir como punto inicial para la

implementacién de un anélogo peptidico con capacidad estabilizadora de membrana.

Financiado por el proyecto FIA PYT-2013-0035



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Contexto general

En la actualidad el consumo de carne porcina se encuentra entre una de las mas
consumidas a nivel mundial con un 37% del total de carne consumida (Tabla 1.), esta se
encuentra a la par con el consumo de carne de ave (McGlone, 2013). Se espera que esta
tendencia se mantenga y que ademas el consumo de carne, tanto de ave como de porcino, se
vea notoriamente incrementado durante los proximos 30-50 afios (McGlone, 2013). Las
causas de esta tendencia se explican por el aumento de la poblacion y por la rapidez con
que los sistemas intensivos de produccion porcina y avicola son susceptibles a aplicar los
cambios tecnoldgicos y mejoras de produccion, muchos de los cuales son asociados a sus
cortos ciclos reproductivos en comparacion con especies como la bovina o la ovina
(Bouwman et al., 2005). Teniendo en consideracion que la carne es una de las
principales fuentes de proteinas y micronutrientes en la dieta humana, la carne
porcina, debido a su nivel de produccién y consumo, se encontraria entre las

principales fuentes de proteinas y micronutrientes (Higgs, 2000).

Tabla 1. Produccion de carne a nivel mundial (miles de toneladas, equivalente de peso en canal)
(FAO Food Outlook, 2013)

ARo Bovino Ovino Porcino Ave
2010-2012 66891 13854 109793 103257
2013 67212 14102 111717 108354
ARo % Bovino % Ovino % Porcino % Ave
2010-2012 22,8 47 37,4 35,1

2013 22,3 4,7 37,1 36,0




Para el caso de Sudamérica, la produccién de carne porcina aumento drasticamente durante
la ultima década en paises como Brasil 450%, Argentina 112% y Chile 65% (Riesenbeck,
2011). Con mas especificidad en el caso de la industria porcina Chilena, segun datos del
instituto nacional de estadisticas (INE produccion pecuaria, 2013), la produccion de carne
porcina ha ido en aumento desde el afio 2007 con un 37,45% hasta un 39,81 % el 2012
(Tabla 2).

Tabla 2. Produccién de carne en Chile (Toneladas de carne en vara) (INE, Produccion Pecuaria,
2013)

Afio Bovino Ovino Porcino Ave
2007 241677 10311 498706 581034
2008 240257 11040 522423 611511
2009 209853 10698 513741 604048
2010 210745 10545 498489 593837
2011 190979 11176 527857 657043
2012 197571 9612 583673 675150
Afio % Bovino % Ovino % Porcino % Ave
2007 18,15 0,77 37,45 43,63
2008 17,34 0,80 37,71 44,15
2009 15,68 0,80 38,39 45,13
2010 16,04 0,80 37,95 45,21
2011 13,77 0,81 38,06 47,37
2012 13,48 0,66 39,81 46,05

Esta tendencia se ve reflejada en el consumo de carne por habitante, el cual durante el 2012
fue de un 30,74% del total de carne consumida por persona, siendo solo superada por la
carne de ave con un 42,92% y seguido por el consumo de carne de bovino con un 25,99%

(Tabla 3). Es por esto que optimizar los procesos reproductivos, mejorando la calidad



y durabilidad del material fecundante resulta sumamente importante (Milovanovic¢ et
al., 2012).

Tabla 3. Consumo de carne en Chile (Kg/habitante) (INE, Produccion Pecuaria, 2013)

Afo Bovino Ovino Porcino Ave
2007 23,5 0,3 23,5 33,2
2008 22 0,4 25 33,3
2009 22,5 0,3 24 31,9
2010 23,6 0,2 24,4 33,3
2011 21,7 0,3 25,6 36,7
2012 22,4 0,3 26,5 37
ARo % Bovino % Ovino % Porcino % Ave
2007 29,19 0,37 29,19 41,24
2008 27,26 0,50 30,98 41,26
2009 28,59 0,38 30,50 40,53
2010 28,96 0,25 29,94 40,86
2011 25,74 0,36 30,37 43,53
2012 25,99 0,35 30,74 42,92

Debido al aumento en la demanda de carne porcina anteriormente sefialado y por
consiguiente la necesaria optimizacion de los procesos de explotacion intensiva para
satisfacer la demanda comercial, se ha implementado el uso de la inseminacion artificial en
este rubro (Gadea, 2003). La IA porcina Tiene como finalidad dar el mejor uso posible a las
dosis seminales, permitiendo la fecundacion de un gran nimero de hembras sin tener la
necesidad de requerir grandes cantidades de semen, realizar mejoramiento genético al
introducir genes de interés y poder generar lineas puras, evitar la transmision de
enfermedades, todas caracteristicas dificiles de lograr con el método de monta natural
(Maes et al., 2008; Ronald et al., 2013). Esta técnica, en las explotaciones porcinas, se vio

notoriamente influenciada por las investigaciones realizadas por Pursel y Johnson (1975),



que concluyeron con el desarrollo del medio Beltsville TS (BTS), y ademas con la
implementacion de mejoras a los protocolos de inseminacion realizados durante los afios
80, esto permitid el desarrollo real a escala comercial de la IA porcina (Johnson et al.,
1981; Foote, 2002; Gadea, 2003). En la actualidad, el desarrollo de la 1A porcina se
encuentra tan masificado, que se utiliza extensivamente en las granjas comerciales de todo
el mundo desarrollado (Govindasamy et al. 2013). Como se menciond anteriormente, la 1A
porcina presenta una serie de ventajas sobre métodos tradicionales como la monta natural,
pero aun asi su optimizacion no ha sido posible en su totalidad, principalmente debido
a que el espermatozoide de verraco es altamente sensible a los choques térmicos, en
especial a temperaturas inferiores a 15°C, lo que altera la funcién espermatica y la
viabilidad, siendo esta especial caracteristica del espermatozoide porcino la que ha
imposibilitado el uso de la IA con semen congelado (Simpson et al., 1987; Watson,
1995; Johnson et al., 2000b; Gadea, 2003). Para intentar solucionar esta deficiencia, en el
caso del uso de semen refrigerado en un rango de temperatura de 15 a 18 °C, se han
adicionado a los diluyentes de preservaciones diversos componentes que confieren al medio
la habilidad de proveer un ambiente metabdlico y protector adecuado (Johnson et al., 1988;
Gadea, 2003).

Sin embargo, aun cuando la constitucion del medio de refrigeracion busca prologar la
vida util de la dosis seminal, este objetivo no se ha logrado concretar debido a que el
almacenamiento en diluyentes disminuye progresivamente la fertilidad con el pasar de
los dias, esto debido a la perdida de ATP, cAMP, aumento de la permeabilidad de la
membrana, reduccion en la captura de calcio y desencadenamiento de los procesos de
capacitacion y reaccion acrosémica (RA); estas caracteristicas forman parte del proceso
de envejecimiento celular, el cual ain no se ha logrado evitar durante el almacenamiento
(Johnson et al., 2000). En el caso de la criopreservacion de semen porcino, esta no se ha
usado de forma comercial debido a la baja congelabilidad del semen porcino en
comparacion con otros animales (Okazaki y Shimada, 2012). Por lo tanto, ain no resulta
econdémicamente viable utilizar semen refrigerado, ya que este solo conserva menos de un

50 % de espermatozoides con capacidad fecundante, ademés la tasa de fecundidad se



reduce entre un 10% a un 25% y el tamafio de la camada disminuye entre 1 a 3 lechones,
esto en comparacion con el uso de dosis seminales refrigeradas en diluyentes (Waterhouse
et al., 2006). Para dar una solucién a esta problematica se han desarrollado, al igual que en
el caso de la mantencion de dosis seminales refrigeradas, diferentes medios con el enfoque
de lograr disminuir el impacto causado por el proceso de congelacion y descongelacion
(Johnson et al., 2000b). Estos medios estan basados en diversos agentes crioprotectores
(ACP) para evitar el dafio causado por los procesos de congelacion y descongelacion
(Johnson et al., 2000b). EI mas comun de estos es el glicerol, que usado a concentraciones
del 2 al 3 % a una temperatura de 5°C, disminuye el dafio sobre los espermatozoides
congelados, pero este no es el Gnico ACP utilizado, ya que también se han utilizado
detergentes, alcoholes, dioles, amidas y azucares (Rodriguez y Wallgren, 2010). Estos han
presentado resultados variables, principalmente por las diferencias de congelabilidad entre
verracos (Rodriguez y Wallgren, 2010). En base a esto (Qué otras alternativas se

podrian explorar para superar los problemas de congelabilidad del semen porcino?

2.2 Origen y morfofisiologia del espermatozoide porcino

Para contextualizar la problematica que presenta la 1A porcina, es necesario entregar
algunos antecedentes claves que permitan entender los cambios y alteraciones que sufre el
espermatozoide desde su formacién en los tabulos seminiferos, luego de la eyaculacion,
durante el proceso de almacenamiento y en los momentos previos a la fecundacion. Bajo
esta premisa comenzaremos por describir de forma generalizada el sistema reproductivo

porcino y los procesos que involucran el desarrollo del espermatozoide.

Como es caracteristico en los mamiferos, el sistema reproductivo esta constituido por dos
testiculos, dos epididimos, la uretra, dos conductos deferentes, tres glandulas que consisten
en las vesiculas seminales, bulbouretral y la préstata; y el pene (Dagoon, 1989; Gillespie y

Flanders, 2010). El sistema reproductivo cumple la funcion de desarrollar la



espermatogénesis o produccion de células germinales masculinas, el cual se puede definir
como un largo proceso, cronoldgicamente regulado, que ocurre dentro de los tabulos
seminiferos del testiculo, en el cual las espermatogonias, células madres especializadas, se
dividen mediante el proceso de mitosis para ciclicamente generar espermatocitos primarios,
estos ultimos generaran, luego de dos divisiones meidticas, células haploides Ilamadas
espermatidas las que tras procesos de maduracién y diferenciacion dan origen a los
espermatozoides (Figura 1A) (Roosen-Runge, 1962; Johnson et al., 2000a). En el verraco
se distinguen cuatro tipos de espermatogonias: Espermatogonias de tipo A indiferenciada,
espermatogonia de tipo A diferenciada, espermatogonia intermedia y espermatogonia de
tipo B (Franca et al.,2005). Las espermatogonias cumplen los roles de iniciar la
espermatogénesis, aumentar la cantidad de células germinales y de regular el numero de
células germinales en desarrollo (De Rooij y Russell, 2000). Ademas de las
espermatogonias, se pueden encontrar otros tipos de células sumamente importantes en el
proceso de espermatogénesis como las células de Sertoli y las células de Leydig (Figura
1B) (Franca et al.,2005). Las células de Sertoli entregan soporte y nutricion a las células
germinales en desarrollo, compartimentalizacién del tabulo seminifero mediante uniones
estrechas para proveer un ambiente protegido y especializado para el desarrollo de células
germinales, liberacion de las espermatidas en el lumen tubular, secrecion de fluidos,
proteinas y factores de crecimiento, fagocitosis de células germinales degeneradas y de
restos citoplasmaticos de la liberacion espermatica, mediacién de las acciones para la
produccién de testosterona estimulada por la hormona luteinizante (LH) (Franca et
al.,2005). Las células de Leydig tienen como principal funcion la secrecion de testosterona,
que es inducida por la accion de LH (Hardy, 2008).
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Figura 1. Representacion esquemdtica del ciclo de la espermatogénesis, que representa la
formacion de espermatozoides partiendo desde la espermatogonia, mitosis, fases de crecimiento,
meiosis y maduracion (A) (Gonzélez et al., 2008). Composicion del parénquima testicular en
verracos sexualmente maduros, se muestran los vasos sanguineos, células de Leydig, Células
Sertoli, células germinales en diferentes etapas de desarrollo, y el lumen tubular (B) (Franca et al.,
2005).

En los mamiferos, la espermatogénesis se puede dividir en ciclos, dependiendo de la
especie, por ejemplo en carnero el namero de ciclos es de 4.68 ciclos, en el caso del toro el
numero alcanza 4.5 ciclos y 4 ciclos en el raton, que resulta ser el mismo nimero de ciclos
que presenta el verraco (Swierstra, 1968). Los ciclos se dividen en etapas en base al
desarrollo del acrosoma de la espermatida, es posible diferenciar las etapas mediante el
analisis de la morfologia tubular de los tubulos seminiferos, donde se han diferenciado 8
etapas para la mayoria de los mamiferos, exceptuando algunos primates que no presentan
esta separacion, en verraco este proceso tiene una duraciébn de 32 - 35 dias

aproximadamente (Swierstra, 1968; Franca y Cardoso, 1998). Luego de la
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espermatogénesis, el espermatozoide se encuentra en un estado de inmadurez, por lo que
requiere una serie de diferenciaciones que son llevadas a cabo durante el transito a través
del epididimo, proceso que confiere al espermatozoide su capacidad fecundante (Pruneda et
al., 2005). Entre las funciones que desarrolla el epididimo y que permite el proceso de
maduracion de los espermatozoide se encuentra la secrecion y absorcion de proteinas,
endocitosis, acidificacion de los fluidos presentes en el lumen, defensa inmune, fagocitosis
y produccién de antioxidantes (Franca et al., 2005). La duracién del proceso de maduracion
depende de factores como la especie y la frecuencia de eyaculacion, distinguiendo periodos
que pueden ir de 5 dias en humano y en raton, 10-16 dias en carnero y 9-12 dias en verraco
(Pruneda et al., 2005; Franca et al., 2005). La suma total del ciclo de espermatogénesis y
maduracion, tiene una duracion de 40 a 45 dias aproximadamente (Franca y Cardoso,
1998). Una vez concluido el proceso de maduracién, el espermatozoide resultante presenta
las caracteristicas de una célula alargada de aproximadamente 43-45 um de largo con dos
regiones mayoritariamente distinguibles, la cabeza de 7 um de largo y la cola, que se puede
dividir en pieza media de 9 um , pieza principal de 26,2 pum aproximadamente y pieza
terminal de 2,2 um (Figura 2). (Bonet et al., 2013). La cola se encuentra separadas por un
pequefio segmento de wuni6on llamado pieza de conexion o cuello de 0,8 um

aproximadamente (Bonet et al., 2013).
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Figura 2. Representacion esquematica de las partes principales de un espermatozoide de verraco y

sus dimensiones tipicas (Bonet et al., 2013).
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¢Existen anormalidades durante la espermatogenesis que podrian afectar la
fecundidad del semen? Ahora, si bien se podria esperar que la totalidad de los
espermatozoides producidos durante la espermatogénesis y posterior proceso de
maduracion, presenten las condiciones Optimas para ser potencialmente fecundantes, esto
no es asi, de hecho en los procesos de espermatogénesis y maduracion, pueden ocurrir
ciertos fendbmenos relaciones con caracteristicas genéticas, frecuencia de eyaculacién, edad,
nutricion, temperatura, que generen espermatozoides con anormalidades como: colas
dobles o plegadas, acrosomas “arrugados”, gotas citoplasmaticas, mitocondrias hinchadas o
mitocondrias extras, que le impidan poseer un nivel optimo de fertilidad (Bonet et al.,
1993).

Una vez el espermatozoide alcanza su estado de madures, este se encuentra listo para ser
eyaculado, en el caso del verraco, el fluido que es eyaculado consta de 3 fracciones: la
primera fraccion o fraccidn pre-espermatica, no presenta espermatozoides y cominmente es
desechada; la segunda fraccion o fraccion espermatica, es la que presenta casi la totalidad
de los espermatozoides eyaculados, esta puede alcanzar un volumen de 70 a 100 ml y es la
fraccion que se utiliza en IA; y por ultimo, tenemos la tercera fraccion o fraccion post-
espermatica, esta apenas contiene espermatozoides y no es utilizada en IA, su volumen
pude ir de 150 a 200 ml (Bonet et al., 2013). Una vez recogido el eyaculado es depositado y
almacenado en un diluyente espermatico adecuado a una temperatura de 15 a 20 °C durante
varias horas, bajo tales condiciones, el espermatozoide adquiere una resistencia natural al
choque térmico, que como ya se habia mencionado en los apartados anteriores, es uno de
los problemas aun no solucionados en la IA porcina (Watson, 1995; Gadea, 2003). ¢Por
qué el espermatozoide adquiere esta resistencia al choque de frio? Se cree que esta
resistencia es producto de cambios en la composicion de la membrana y/o un aumento en la

estabilidad de las proteinas integrales (Zeng y Terada, 2001).
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Luego de ser diluido y/o almacenado el semen es utilizado en IA. El proceso de IA consiste
en depositar el semen en el tracto reproductivo de la hembra, distinguiendo diferentes tipos
de IA, segun la profundidad y el lugar en que sea depositado el semen, de esta forma se
pueden diferenciar, de menor a mayor profundidad, la inseminacién artificial cervical
(IAC), intrauterina (IAIU) y por ultimo la intrauterina profunda (IAIUP) (Bonet et al.,
2013). Comunmente es utilizada la IAC y desde este punto de partida se puede decir que
una vez depositados los espermatozoides en el cérvix, estos fluyen hacia el lumen del
cuerpo uterino donde son trasportados a través de los cuernos uterinos hacia el oviducto,
lugar donde ocurre la fertilizacion (First et al. 1968; Langendijk et al. 2005). Durante este
viaje que realiza el espermatozoide partiendo desde el sistema reproductivo masculino,
hasta el sistema reproductivo de la hembra, se encuentra con una variedad de cambios en su
medio extracelular, que incluyen variaciones en la concentracion ionica extracelular y en la
osmolaridad (Visconti et al., 2002). Se ha descrito que estos cambios cumplen el rol de
modular su estado funcional (Darszon et al., 1999). Aunque no todas las especies
desarrollan el proceso de fertilizacién en un sistema de reproduccion interno, este es el caso
de algunas especies marinas como los erizos y peces, que desovan para llevar a cabo este
proceso, el cual se desarrolla en un ambiente externo, en este caso el mar, en el cual bajo
tales condiciones el espermatozoide adquiere su capacidad de motilidad, esta caracteristica
es totalmente opuesta al espermatozoide de mamiferos, aves y reptiles, los cuales adquieren
su capacidad de motilidad durante el proceso de maduracion en el epididimo (Darszon et
al., 1999). Ahora, para que el espermatozoide pueda fecundar, deben ocurrir una serie de
cambios que le permitan desarrollar este proceso, estos cambios son llamados capacitacion
y reaccion acrosomica (RA). La capacitacion se desarrolla durante un proceso de
“incubacion” dentro del tracto reproductivo de la hembra, en el cual son retirados factores
decapacitantes, principalmente proteinas unidas a le membrana durante el paso del
espermatozoide por el epididimo, una vez retirado estos factores la superficie del
espermatozoide se encuentra accesible para que componentes del fluido luminar de la
hembra retiren el colesterol, aumentando la fluidez, y generando una reorganizacién de la
membrana (Rodriguez-Martinez et al., 2005). En el caso del raton estas alteraciones

implican una entrada de Ca®* y HCOs™, que activan a la adenilato ciclasa relacionada con la
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regulacion y aumento de AMPc (Hess et al., 2005). Ademaés, la entrada de HCO3™ puede
generar hiperpolarizacion de la membrana, situacion dependiente de la presencia de K*y
Na* en el medio externo, y también, junto al Ca®* contribuyen al aumento del pHi (Darszon,
2007). En los mamiferos, el aumento de calcio interno [Ca®*]i, AMPc, HCO3', generado en
respuesta a un aumento de la fluidez de la membrana, se asocia con el proceso de
hiperactivacion, el cual consiste en un aumento del movimiento de la cola o flagelo
espermatico y que resulta necesario para que el espermatozoide se libere de la mucosa
vaginal y logre alcanzar la zona pelucida (Vega-Hernandez et al., 2002). Esta misma
respuesta es observada en hamster, cobayo, toro y verraco (Arenas-Rios et al., 2010).
Cuando el espermatozoide interactta con la zona pelUcida, se ha encontrado tanto en raton
como verraco, que el espermatozoide reconoce diversos factores como las proteinas ZP,
especificamente ZP3, que actia como inductor de la RA mediante un aumento [Ca®7i,
dependiente de la presencia de Ca®* externo (Saling y Storey, 1979; Berger et al., 1989).
Esta dependencia de Ca”" externo también es observada en erizo, que requiere de la
presencia de Ca** en el agua de mar para poder concretar la RA y posterior fecundacion del
ovulo (Darszon et al., 2006). ¢,Qué mecanismo esta involucrado en los movimientos de
calcio en el espermatozoide? Los movimientos de calcio son mediados por canales
ionicos, proteinas de membrana que catalizan el movimiento de iones a través bicapa
lipidica (Darszon et al., 2006). Se pueden distinguir dos clases generales de canales de
calcio: los canales de entrada, y canales de liberacion de calcio. La primera clase se puede
subdividir en tres categorias: Los canales de calcio dependientes de voltaje (CaV), que se
abren por la despolarizacion de la membrana; los canales de calcio operados por receptores
que se activan por medio de mensajeros quimicos (por ejemplo, glutamato), y los canales
de entrada de calcio capacitivos, que se abren por el agotamiento de las reservas de calcio
intracelular (Benoff et al., 2007). La segunda categoria incluye: los receptores de rianodina,
y los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (Benoff et al., 2007). Los CaV son los
canales de iones primarios que modulan los procesos de hiperactivacion y reaccion del
acrosoma (Benoff et al., 2007). Se ha descrito en raton y en humano, que los canales
CatSpers (Canal cationico del espermatozoide) proporcionan la entrada de calcio en el

flagelo del espermatozoides y por lo tanto inducen la hiperactivacion de la motilidad
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dependiente de Ca®* (Lishko y Kirichok, 2010). Se han descrito 4 tipos de CatSpers (1, 2, 3,
4), siendo los CatSpers 1 y 2 los que se encuentran en el flagelo del espermatozoide, cuya
ausencia ha sido asociada con infertilidad en el raton y en el hombre (Darszon et al., 2006;
Lishko y Kirichok, 2010).

2.3 Alteraciones de la morfofisiologia espermética y su impacto en 1A

Como ya se menciono en los apartados anteriores, algunos cambios fisiolégicos y/o
morfologicos podrian afectar el potencial fecundante del espermatozoide, muchos de estos
cambios ocurren durante los procesos de recoleccién o almacenamiento del semen, asi
como también pueden ser causa de factores relacionados con el estado sanitario del verraco
0 debido a causas genéticas (Foote, 1978; Thibier y Guerin, 2000; Chenoweth, 2005). Una
de las principales causas de alteraciones que sufre el semen porcino esta dada por la
susceptibilidad al frio, que se explica por la composicion lipidica de su membrana
plasmaética, la cual se caracteriza por poseer una baja concentracion de colesterol en
comparacién con otras especies como el humano, toro, potro y gallo, (Parks y Lynch, 1992;
Bonet et al., 2013). Esta baja concentracion de colesterol provoca una menor cohesion en la
membrana y, por lo tanto, un aumento de la permeabilidad de la misma bajo condiciones de
choque térmico (Darin y White, 1977). Esto, sumado al alto contenido de proteinas presente
en las membranas, aumentan la probabilidad de perturbaciones irreversibles resultantes de
transiciones de fase termotropicos y liotropicas, separaciones de fases laterales y
alteraciones entre la interaccién lipido-proteina (Parks y Graham, 1992).Ademas, la alta
concentracion de lipidos de membrana poliinsaturados, vuelve susceptible al
espermatozoide a sufrir dafios oxidativos causados por la generacion de ROS durante el
procesamiento de la dosis seminal (Parks y Graham, 1992). Las alteraciones descritas
anteriormente, que son sufridas por el espermatozoide porcino, pueden generar cambios en
los patrones de motilidad, alteraciones en la cromatina, permeabilizacion y
desestabilizacion de membranas, dafio oxidativo causado por las ROS, perdida de K* y

Mg*" y la ganancia de Ca®* y Na*, que dan inicio a los procesos de capacitacién y reaccion
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acrosomica (Simpson et al., 1987; Johnson et al., 2000b; Garcia et al., 2007; Bonet et al.,
2013). Para el caso de los mamiferos y en especial el verraco, los cambios de temperatura,
principalmente relacionados a los procesos de congelacion y descongelacion del semen,
tienden a generar un aumento en los niveles de ROS (Alvarez y Storey, 1992; O’Flaherty et
al.,, 1997; Mazur et al., 2000; GroRfeld et al., 2008). Las ROS son agentes oxidantes
altamente reactivos que pertenecen a la clase de los radicales libres, estos ultimos son
moléculas o fragmentos de moléculas que poseen un electron desapareado lo que les
confiere una alta reactividad quimica, se pueden encontrar con una carga positiva, negativa
0 neutra (Slater, 1984; Sikka, 1996). Las ROS, en el espermatozoide, a concentraciones
bajas inducen los procesos de capacitacion, hiperactivacion, reaccion acrosémica y la
fusién entre el ovocito y el espermatozoide (Awda et al., 2009). En un espermatozoide
normal, la mitocondria es el mayor lugar de produccién de ROS en el interior de la célula
(Guthrie et al., 2008). Este fendmeno se efectla a nivel de la cadena de transporte de
electrones, que es la Gltima etapa de produccién de protones de alta energia, y cuyo pasaje a
través de la membrana interna mitocondrial genera un gradiente eléctrico que aporta la
energia necesaria para formar adenosina trifosfato (ATP) (Rodriguez et al., 2001). En este
proceso de fosforilacion oxidativa el oxigeno actia como aceptor final de electrones,
adquiriendo en mas del 95 % de estas reacciones un total de 4 electrones de moléculas con
produccion de 2 moléculas de agua. Una consecuencia directa de este proceso es que entre
los nutrientes iniciales y la generacién de energia al final del proceso, se forman varias
moléculas con diferente grado de oxidacion. Algunas de ellas puede entregar 1 6 2
electrones al oxigeno y producir intermediarios parcialmente reducidos que son los
radicales libres (Rodriguez et al., 2001). Incluso dentro de sistemas aerobios o parcialmente
aerobios, la produccidn de especies reactivas de oxigeno es inevitable; los perjudiciales son
el anion super oxido (Oy), el radical hidroxilo (OH") y el peréxido de hidrogeno (H20,)
(Pefa et al., 2003). El espermatozoide y el plasma seminal, de forma natural presentan una
serie de compuestos y enzimas como superdxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation
peroxidasa y reductasa, a-tocopherol, &cido ascorbico, glutation, piruvato, taurina,
hipotaurina y albumina, que tienen como funcion controlar los niveles de ROS,

manteniéndolas a un nivel normal (De Lamirande et al., 1997). Cuando fallan estas
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defensas, se produce el fendmeno llamado estrés oxidativo, el cual es una condicion
asociada con el aumento de dafio celular causado por el oxigeno y oxidantes derivados del
oxigeno, comdnmente conocidos como (ROS), este dafio se genera debido al aumento
descontrolado de ROS, el cual supera la capacidad antioxidante del plasma seminal (Bansal
y Bilaspuri, 2010). Las ROS se han implicado en méas de un centenar de enfermedades que
van desde la artritis y los trastornos del tejido conjuntivo a la carcinogénesis,
envejecimiento, exposicion a toxinas, lesiones fisicas, infecciones, y el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (Sikka, 1996). Bajo concentraciones altas se ha demostrado
que tiene efectos negativos sobre espermatozoides humanos, equinos y porcinos, entre los
que se cuentan dafios sobre el ADN, Inhibicion de la fusion entre el ovocito y el
espermatozoide, dafios en las membranas plasmaticas, disminucion de la motilidad,
interferencia con la homeostasis del calcio mitocondrial y alteraciones en el ciclo de Krebs
(Awda et al., 2009; Pefia et al., 2009). En base a estos antecedentes surge la interrogante
de si ¢Es posible retardar el efecto del estrés oxidativo dependiente de la temperatura

en la membrana del espermatozoide?

Algunas de las alteraciones anteriormente mencionadas se pueden ver reflejadas en la
motilidad, viabilidad espermatica y produccién de ROS. Para los primeros dos casos, en los
centros de inseminacion artificial, se suelen realizar evaluaciones mediante el uso de
técnicas clasicas de microscopia, estimando ambos pardmetros en base a los resultados
entregados por un observador capacitado, el problema con estas técnicas surge a causa del
caracter subjetivo del método utilizado, el cual induce estimaciones erradas y que pueden
no representar la realidad de la muestra (Vyt et al., 2004; Vyt et al., 2008). En el caso de las
estimaciones de ROS no se suelen realizar en los centros de inseminacion, principalmente
debido al elevado costo de los equipos que son necesarios para desarrollar estos analisis. Si
la subjetividad de los métodos de evaluacion tradicionales es un factor que puede afectar
los resultados de la IA ¢;como puedo disminuir esta subjetividad y mejorar los
resultados de las evaluaciones? ¢Que tipos de analisis puedo realizar para
complementar el trabajo realizado en los centros de 1A) Actualmente existen
alternativas a los métodos utilizados tradicionalmente como los sistemas CASA.
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El andlisis seminal asistido por computador (CASA), que puede ser utilizado por centros de
inseminacién para disminuir el error en la evaluacion de parametros de motilidad y
morfologia, se refiere a un sistema automatizado que esta constituido basicamente por una
camara de video, una tarjeta capturadora de video, un ordenador, un sistema Optico
(microscopio) y el software que realiza el analisis en base a algoritmos (Mortimer, 2000;
Amann y Katz, 2004). EI CASA permite visualizar y digitalizar imagenes sucesivas de
espermatozoides, procesar y analizar la informacidn, y proveer informacion precisa y
significativa de la cinematica de células individuales, y también un resumen estadistico de
la poblacién (Mortimer, 2000; Amann y Katz, 2004). Por lo que resulta ser una potente
herramienta para adquirir datos con una alta velocidad y precision (Ginsburg et al. 1988).
El funcionamiento de esta herramienta, se puede describir brevemente de la siguiente
forma. Primero, la imagen del microscopico de campo oscuro o con contraste de fase
negativo es enviada desde la cAmara y convertida en una imagen digital, en la imagen
digital son reconocidas las cabezas en base a su brillo y al niUmero de pixeles, una vez
reconocidas las cabezas de los espermatozoides, son analizadas en base a la rotacién de
estas, este proceso se repite con cada imagen capturada, de esta forma es posible seguir el
movimiento de la cabeza del espermatozoide, permitiendo el andlisis en el patrén de sus
movimientos (Mortimer, 2000). Si bien es cierto que el uso del sistema CASA es altamente
util, este no se encuentra libre de errores, las mediciones son influenciadas por una serie de
factores como la temperatura, la camara donde se depositan los espermatozoides, los
umbrales de deteccion relaciones con la iluminacion y el contraste, que permiten el rastreo
adecuado de los espermatozoides, la frecuencia de adquisicion de las imagenes que
influyen en la reconstruccion de la trayectoria, la cual resulta ser dependiente de la especie,
el equipamiento utilizado, las condiciones experimentales, el nimero de espermatozoides
considerados en el analisis, la concentracién de la muestra y el adecuado entrenamiento del

personal que realiza los analisis (Verstegen et al., 2002).
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Los aspectos de la motilidad espermética analizada por el CASA (Tabla 4.) incluyen la
velocidad curvilinea (VCL), velocidad en linea recta (VSL), velocidad media de la
trayectoria (VAP), amplitud de desplazamiento de la cabeza (ALH), la frecuencia de cruce
de batido (BCF), la rectitud (STR) y la linealidad (LIN) (Mortimer et al., 1997; Verstegen
et al., 2002).
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Tabla 4. Terminologia del sistema CASA: definicion de las abreviaturas. Modificado de Verstegen

et al., (2002) y de Andrade, (2005).

] Unidades de L
Abreviatura L Definicion
medicion
La media de la velocidad del recorrido de los
espermatozoides desde el punto actual al punto real
VCL pum/s siguiente seguido por una célula en micrémetros por
segundo
Velocidad del recorrido medido en linea recta desde el
VSL pum/s o )
punto inicial al punto final.
Velocidad del recorrido promedio realizado por el
VAP pum/s )
espermatozoide.
Magnitud del desplazamiento lateral de la cabeza del
ALH pm . ) .
espermatozoide con respecto a su trayectoria promedio.
Promedio de la frecuencia (en el tiempo) con la que la
BCF Hz trayectoria curvilinea del espermatozoide cruza la
trayectoria promedio.
Estima la proximidad del recorrido del espermatozoide a
una linea recta, y es el resultado de dividir el valor de la
STR %
VSL entre la VAP (%)
Estima la proximidad de la trayectoria real del
LIN % espermatozoide a una linea recta, y es el resultado de

dividir el valor de la VVSL entre la VCL (%)
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¢Qué importancia tienen los parametros entregados por el sistema CASA en la fertilidad de

los espermatozoides porcinos?

Existen algunas asociaciones que se realizan entre la calidad de estos pardmetros, que
indican que mientras mayor sea el nivel de VSL y LIN mayor es el niamero de la camada
(Estienne et al., 2007), los parametros de VSL, VCL y VAP también pueden ser utilizados
como indicadores de fertilidad mientras considerando que mientras mayor sea el nivel de
VSL sobre VCL mayores probabilidades de fecundacion tiene el espermatozoide, en el caso
inverso los porcentajes de fertilizacion deberian ser menores (Fraser et al., 2001). En el
caso de BCF y ALH, se sabe gque un nivel bajo de estos pardmetros supone espermatozoides
con una baja posibilidad de supervivencia y por ende baja capacidad de fertilizacion (Fraser
et al., 2001). Ademas, eyaculados que presenten una motilidad inferior al 60 % se han
asociado con una menor tasa de fecundidad y en el tamafio de la camada, caracteristica no
observada cuando la motilidad se encuentra sobre este umbral (Estienne et al., 2007,
Broekhuijse et al., 2011)

2.4 Uso de diluyente

Los diluyentes espermaticos son medios en los cuales se deposita el semen para permitir
su preservacion fuera del cuerpo durante un periodo de tiempo determinado (Root, 2006).
Se distinguen 2 tipos de diluyentes, los de corto plazo, que permiten almacenar el semen
durante un periodo de 3 dias y los diluyentes de largo plazo, los que permiten almacenar el
semen durante 5 dias 0 mas (Johnson et al., 2000b). La funcion de un diluyente es
amplificar el nimero de dosis obtenida por eyaculado, manteniendo la viabilidad de los
espermatozoides (Vazquez et al., 1998). El impacto que ha tenido el uso de diluyentes en la
industria porcina es tal que mas del 99% de las inseminaciones artificiales realizadas en
porcino utilizan semen conservado en diluyentes (De Ambrogi et al., 2006). Debido al
extendido uso de los diluyentes en inseminacién artificial se han generado diversas

formulaciones de estos, que tienen la habilidad de proveer un ambiente metabdlico y
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protector adecuado (Johnson et al., 1988). Por lo tanto se obtiene como conclusion que la
fertilidad del material fecundante almacenado depende del diluyente, la calidad del semen
y la concentracion por dosis de éste (Waberski et al., 1994). Cuando el semen es
almacenado, el espermatozoide sufre diferentes cambios que son mediados por la
composicion del medio y que, en el fondo, apuntan a mantener el potencial fecundante
durante un mayor periodo de tiempo. Entre estos cambios se destaca el nivel de acidez del
medio que es generado mediante la adicion de glucosa y la mantencion de las muestras en
un ambiente sin oxigeno, situacion que permite aprovechar el bajo metabolismo glucolitico
del espermatozoide para disminuir su motilidad y por ende su capacidad metabdlica y uso
de energia (Johnson et al., 2000b; Gadea, 2003). Ademas, la adicién de agentes quelantes
como el EDTA, permiten capturar las iones de calcio y de esta forma retrasar los procesos
de capacitacion y reaccién acrosémica. El uso de proteinas como BSA, permite compensar
la pérdida de proteinas del fluido seminal causado por el efecto de la dilucion, lo que
confiere una mayor resistencia al choque térmico. La adicion de antioxidantes, que ayuda a
reducir el dafio de las ROS generadas por el metabolismo espermatico y el manejo de la
muestra. La mantencion de una presion osmotica entre 290 y 300 mOsm, mediada por la
adicion de sales inorganicas como NaCl y KCI para evitar eventos de hipoosmoticos o
hiperosmoticos, y que ademas, evitan la salida de K* desde la célula hacia el medio,
impidiendo la perdida de la motilidad. La adicion de algunos agentes como HEPES, TRIS,
MOPS, que actian de tampdn para mantener el pH entre 6,8 y 7,2. El uso de antibidticos
como gentamicina, kanamicina para retrasar o disminuir la proliferacion bacteriana
(Johnson et al., 2000b; Gadea, 2003). En la Tabla 5 se indican las concentraciones en g/L
de los componentes que conforman los diluyentes mas utilizados en inseminacion porcina
(Gadea, 2003).
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Tabla 5. Composicion (g/L) de los diluyentes esperméaticos més utilizados en inseminacién porcina
(Gadea, 2003).

Componentes IVT Kiev BTS Zorlesco MR-A ZORPVA Reading Modena Androhep
Glucosa 3 60 37 115 + 115 11,5 25 26
Citrado sodico 243 3,7 6 11,7 + 11,65 11,65 6,9 8
EDTA 3,7 1,25 23 + 2,35 2,35 2,25 2,4
Bicarbonato sédico 24 12 1,25 1,25 + 1,75 1,75 1 1,2
Cloruro potasico 0,4 0,75 0,75

Acetilcisteina 0,05

Hepes 9
BSA 5 + 3 2,5
TRIS 6,5 55 5,5 5,65

Acido citrico 4,1 4,1 4,1 2

Cisteina 01 + 0,7 0,7 0,05

Trehalosa 1

PVA 1 1

Acetato potasico +

MOPS +

Osmolaridad (mOsm) 290 380 330 240 290 275 300 282 309
pH 72 1.2 6,9 6,9 6,8

2.5 Estabilizadores esperméaticos en la preservacion del semen.

Como se ha mencionado anteriormente, las membranas del espermatozoide de verraco
son altamente susceptibles a sufrir dafios causados por diversos factores como el choque
térmico y la peroxidacién lipidica de sus membranas a causa del efecto de las ROS. La
forma en que se ha tratado de superar estos inconvenientes consiste en el uso de diferentes
sustancias llamadas “estabilizadores de membrana”. La estabilizacién de la membrana es la
forma de proteccibn mas efectiva, siendo un factor clave para la preservacion de
espermatozoides a bajas temperaturas, (Bucak y Tekin, 2007). Azucares, lipidos y proteinas
son utilizados como estabilizadores de membrana y cada uno de ellos tiene una forma
particular de ejercer su efecto sobre la membrana. Para el caso de las azucares, estas ejercen
su efecto protector mediante la interaccion directa con las membranas. Esta interaccion
involucra la unién del hidrogeno del grupo hidroxilo de la azucar con el grupo fosfato de

los fosfolipidos de membrana. Mediante la sustitucion del agua que rodea el grupo de la
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cabeza del fosfolipido, las azucares pueden prevenir el dafio a la membrana causado por la
deshidratacion extrema. Ademas pueden bajar la temperatura de transicion de los
fosfolipidos mediante un incremento en la separacion entre los grupos de la cabeza y una
disminucion en las interacciones de van der Waal’s entre los grupos acilo. Generalmente
los disacaridos son mas efectivos que los monosacaridos (De Leeuw et al., 1993). El
mecanismo mediante el cual los lipidos ejercen su efecto protector sobre las membranas
aun no es del todo claro, por lo que se han postulado varios mecanismos que podrian
explicar dicha caracteristica, entre estos se postula que una interaccion débil entre los
fosfolipidos y la membrana plasméatica puede causar un reordenamiento de sus
componentes. Esta idea se basa en la observacion de que la proteccién ejercida por los
lipidos se pierde luego de realizar un lavado (Ropke et al., 2011). Otra hipotesis sugiere que
ocurre un intercambio de colesterol y lipidos que alteran las propiedades fisicas de la
membrana volviéndola mas o menos resistente a las bajas temperaturas (Ropke et al.,
2011). En el caso de los amino&cidos y proteinas el mecanismo mediante el cual se
minimiza el dafio en las membranas lipidicas es aun desconocido, pero se hipotetiza que
estos interactian directamente con los fosfolipidos de membrana, con lo cual se disminuye
la perdida estructural de la y la aposicion de las dos bicapas lipidicas (Anchordoguy et al.,
1988).

Las diferencias entre especies observadas en la efectividad de los estabilizadores de
membrana utilizados, podrian explicar en base a las caracteristicas lipidicas de las
membranas, ya que se distinguen diferencias entre las especies, principalmente dadas entre
la cantidad de colesterol y el nivel de acidos grasos insaturados, siendo catalogadas en
especies sensibles al shock térmico (verraco, toro, carnero y potro), menos sensible (gato,
perro) y resistente (Conejo, humano y el gallo) en base a la proporcion de estos (Mocé et
al., 2010).
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Estabilizadores de membrana utilizados en la preservacion del semen de diferentes

Tabla 6.

eSpecIes.

Estabilizador Modelos esperméticos positivos ~ Modelos esperméticos negativos Problemas asociados Referencia
carnero, cabra, raton, congjo woﬂwzwosmmmﬁﬂo_wm Ammmn.u (Aboagla y Terada, 2004; Bucak y
Trehalosa . ' ' 10 toro, potro, ciervo ibérico, gacela. 9 . y Tekin, 2007; Gutiérrez-Pérez et al.,
mufidn europeo, perro, verraco. por alteraciones de
. 2009)
osmolaridad.
(De Leeuw et al., 1993; Sztein et al.,
Sacarosa toro, ratén, perro, verraco 2001; Flores et al., 2010; Gomez-
Fernandez et al., 2012)
L , verraco, toro, (Cabrita et al.,2001; Malo et al.,
Cisteina
2010)
Lactosa raton, verraco (Sztein et al, 2001; Gomez
' Fernandez et al., 2012)
. verraco, toro, carnero, potro, (Pursel et al, 1973; Bergeron y
Caseina .
cabra Manjunath, 2010)
Globulina toro, carnero verraco (Purseletal., 1973)
Lecitina toro, carnero verraco (Purseletal., 1973)
Betaina otro, carnero, verraco (Trimeche et al., 1999, Barbas y
pOo, ' Mascarenhas, 2009)
(Trimeche et al., 1999; El-Sheshtawy
Prolina potro, carnero, cabra, verraco et al., 2008, Barbas y Mascarenhas,
2009)
Su combinacion con Yema de (Purseletal., 1973; De Leeuw et al.,
BSA trucha arcoiris, carnero, toro verraco 1993; Ollero et al., 1996; Cabrita et

Yema de huevo

Leche

Liposomas

trucha arcoiris, toro, carnero,
cabra,
salmdn del atlantico

verraco, trucha Adrtica, Aspius
aspius

toro, carnero, perro, potro verraco

toro, potro, verraco

huevo puede alterar la fertilidad

Su combinacion con BSA
puede alterar la fertilidad. En
cabra se observo que puede
producir RA.

lipidos con cadenas acilicas de
menos de 12 &tomos de
carbono son toxicos para el
espermatozoide. Resultado
dependiente del lipido que se
utilice y de la carga de este.

al., 2001)

(Pursel et al., 1973; De Leeuw et al,,
1993; Cabrita et al.,2001; Aboagla
y Terada, 2004; Jodun et al., 2006)

(Pursel et al, 1973; Samper y
Morris, 1998; Eilts, 2005)

(He et al., 2001; Répke et al.,
2011; Pillet et al., 2012)
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente a nivel mundial la demanda de productos carnicos porcinos ha ido en
aumento, impulsado por el crecimiento de la poblacion, el incremento en el nivel
econdmico de los paises en desarrollo, aumento de la urbanizacion y los cambios en el
paradigma alimenticio de algunas de las grandes potencias mundiales como China. Este
aumento en la demanda de productos carnicos ha impulsado el desarrollo de mejoras en las

técnicas reproductivas, procesos de alimentacion y seleccion de machos reproductores.

Debido a las exigencias por mejoras que requieren los sistemas productivos, se vuelve
necesario introducir nuevas metodologias de evaluacion y seleccion, tanto de material
seminal como de machos reproductores, estas mejoras estan orientadas a complementar las

metodologias de uso tradicional.

La evaluacion de las caracteristicas del material seminal, permitirian determinar la calidad
de este y en base a esta evaluacion, mejorar los procesos de recogida de las muestras y
determinar la edad en la que es recomendable utilizar los verracos. Ademas, permitiran
obtener pardmetros funcionales importantes para futuros estudios que busquen mejorar los

procesos de preservacion del semen de verraco.
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3.1 Hipotesis

Los pardmetros de calidad espermaética e indices de estrés oxidativo, se ven modificados al

aumentar la edad del verraco y el tiempo de refrigeracion de la dosis seminal.

3.2 Objetivo General

Estudiar el efecto del tiempo y la edad sobre espermatozoides de verraco mantenidos a
16°C que son utilizados en IA, considerando los pardmetros de viabilidad, motilidad,

produccidn de especies reactivas de oxigeno y peroxidacion lipidica.

3.3 Objetivos especificos

1. Estudiar la viabilidad y motilidad de espermatozoides porcinos mantenidos 16°C
por 11y 7 dias respectivamente.

2. Determinar el nivel de ROS intracelular en espermatozoides de verraco mantenidos
a 16°C por 11 dias.

3. Estudiar los niveles de peroxidacion lipidica de la membrana de espermatozoides de

verraco preservados a 16°C por 11 dias.
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4. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de neurociencias y biologia de péptidos,
perteneciente al centro de biotecnologia de la reproduccion (CEBIOR), ubicado en
Temuco. Para la realizacion de los experimentos se utilizd semen fresco de verraco
obtenido de la Sociedad Agricola y Ganadera Pehuen Ltda. Las muestras fueron extraidas
por personal especializado, manteniendo el trato a los animales dentro de las normas de

bioética establecidas por la Universidad de la Frontera.

4.1 Obtencion de muestras y disefio experimental

El semen fue colectado mediante el método de la mano enguantada (glove hand
technique) desde un verraco entrenado para subir en una montura. EIl extremo del pene es
agarrado firmemente con la mano y el proceso de recogida se inicia con una presion firme
hasta el final de la espiral del pene con la mano para que el pene no pueda girar. EI semen
fue recibido en un contenedor con diluyente espermatico temperado a 38°C. La parte
superior del contenedor se cubrié con gaza para filtrar la porcion gel del semen (Maes et
al., 2011). El semen extraido fue diluido en MR-A® (Kubus S.A., Madrid, Espaiia) a una
concentracién de 30*10°/ml aproximadamente, luego fue depositado en botellas de semen
porcino de 100 ml (MINITUB GmbH, Tiefenbach, Alemania). Se dejé estabilizar a

temperatura ambiente por 2 horas y luego se refriger6 a 16 °C hasta su uso.

4.2 Evaluacion de la viabilidad

Para el analisis de evaluacion microscopica se tomaron 10 pl de la suspension
espermatica y se depositaron en un portaobjeto, luego se agregaron 10 ul de eosina (BDH
Chemicals Ltda, poole, England) al 2%, mezclando y evitando dejar parte de la suspensién

espermatica sin tincion, finalmente se agregaron 20 pl de nigrosina (Merck KGaA,



28

Darmstadt, Alemania) al 4% expandiendo la mezcla sobre toda la superficie del
portaobjeto, se dejo secar por 1 minuto y luego se observd en un microscopio invertido
Olympus 1X70 (Olympus America Inc., center valley, USA), se conto un total de 300
espermatozoides. Para el anélisis de citometria se utiliz6 una concentracién de 1*10°
espermatozoides por ml. Los espermatozoides fueron incubados con SYBR-14 (Molecular
Probes, Eugene, Oregon, USA) [CF: 10nM] por 10 minutos para luego ser incubados por 5
minutos con IP [CF: 12 uM] a 37°C con 5 % de CO; en una incubadora water-jacketed US
autoflow automatic CO, (NUAIRE, Plymouth, USA). El control positivo de viabilidad se
realiz6 mediante la seleccion de espermatozoides utilizando swim up. El control positivo de
muerte se realizé congelando los espermatozoides por 20 minutos a -20°C y descongelando
por 5 minutos a 37°C. Las muestras fueron depositadas en tubos de fondo redondo de
poliestireno (BD, Franklin Lakes, USA), se analizaron 10000 eventos con un citometro BD
FACSCanto Il (BD, California, USA).

4.3 Andlisis seminal asistido por computador (CASA)

La evaluacion de la motilidad espermatica se realizd con el software ISAS v1.2
acoplado a un microscopio trinocular UB203i con objetivo 10x PH- , camara BASLER
sCA780-54fm y platina termo regulada (Proiser, Av. Catedratico Agustin Escardino, 46980
Paterna, Espafia). Para el analisis se utilizaron las siguientes especificaciones: tamafio de
particula minimo 10 pm? y maximo 80 um? numero de imégenes por segundo 25, escala
10x PH-, VCL — VAP considerando como lentos 10 um/s, medios 25 um/s, rapidos 45
um/s, progresividad 45% de STR, 10 como nimero minimo de imagenes para calcular
ALH. Se capturé el movimiento de un total de 600 espermatozoides aproximadamente y
fueron evaluadas las siguientes caracteristicas: Total moviles, VSL, VCL, VAP, STR, LIN,
ALH, BCF.
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4.4 Medicién de anion superéoxido

Para la medicion de ani6n stper oxido se utiliz6 una concentracién de 3*10°
espermatozoides por ml. Los espermatozoides se lavaron 2 veces con PBS 1x pH 7.4 (Life
technologies corporation, Grand island, NY 14072, USA), a 1400 RPM en una centrifuga
U32-R (Boeckel, Hamburg 20422, Germany) luego se incubaron durante 15 minutos con
DHE y SYTOX Green (CF: 2 uM y 0,05 puM). Posterior a la incubacion se realizd un
lavado y los espermatozoides fueron resuspendidos en PBS 1x para su analisis en un
citometro BD FACSCanto 1l (BD, California, USA). Se contabilizaron 10000 eventos. El
experimento fue analizado a través de la intensidad de fluorescencia en el eje PE. El control
positivo de oxidacién se realiz6 incubando los espermatozoides por 15 minutos a 37°C con
un 5% CO, en peroxido de hidrogeno H,O, (CF: 150 uM) (SIGMA, 3050 Spruce
Street,Saint Louis,MO 63103,USA). El control positivo de muerte se realizé congelando

los espermatozoides por 20 minutos a -20°C y descongelando por 5 minutos a 37°C.

4.5 Evaluacion de la peroxidacion lipidica

Para el analisis de peroxidacion se utilizé una concentracion de 3*10° espermatozoides
por ml. Los espermatozoides se lavaron 2 veces con PBS 1x pH 7.4 (Life technologies
corporation, Grand island, NY 14072, USA), a 1400 RPM en una centrifuga U32-R
(Boeckel, Hamburg 20422, Germany) luego se incubaron durante 30 minutos con la sonda
BODIPY C11 (CF: 0,1 uM), posterior a la incubacion se realizé un lavado con PBS 1x, se
resuspendieron los espermatozoides en PBS 1x y se agregd IP (CF: 12 uM) incubando
nuevamente por 5 minutos a 37°C con un 5% de CO,. El control positivo de peroxidacion
se realizo incubando los espermatozoides por 30 minutos a 37°C con un 5% CO, en sulfato
ferroso heptahidratado (CF: 80 uM) (Winkler Ltda., Valle Grande, Lampa — Santiago,
Chile). EI control positivo de muerte se realizdé congelando los espermatozoides por 20
minutos a -20°C y descongelando por 5 minutos a 37°C. Las muestras fueron depositadas

en tubos de fondo redondo de poliestireno (BD, Franklin Lakes, USA), se analizaron 10000
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eventos con un citbmetro BD FACSCanto Il (BD, California, USA). El experimento fue

analizado a través de la intensidad de fluorescencia en el eje FITC.

4.6 Analisis estadistico

Los datos fueron obtenidos de al menos 3 experimentos distintos. Los resultados fueron
expresados como promedio + ES (error estdndar). Los analisis estadisticos fueron
realizados con SPSS statistics 17.0.1 y graficados con Prism 5.0. Se utilizaron las pruebas
estadisticas de la T de Student y la prueba de ANOVA de una via con las pruebas de
comparacion maltiple de Tukey, Scheffe y contrastes de coeficientes, segin correspondiera
al resultado de homogeneidad de varianza. Se consider6 que los grupos presentan
diferencias estadisticamente significativas cuando p<0,05 (P: 0,01- 0,05 significante [*]; P:

0,001- 0,01 muy significante [**]; P< 0,001 extremadamente significante [***])
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5. RESULTADOS

5.1 Objetivo 1. Estudiar la viabilidad y motilidad de espermatozoides porcinos

mantenidos a 16°C por 11y 7 dias respectivamente.

Como primer objetivo se estudio la viabilidad y motilidad de espermatozoides de
verraco mantenidos a 16 °C durante un periodo de 11 dias para viabilidad espermatica y 7

dias para el caso de motilidad espermatica.

5.1.1 Viabilidad espermética

Para el estudio de la viabilidad espermatica se utilizaron 2 técnicas, una de evaluacion
microscopica y otra de evaluacion a través de citometria de flujo. Se evalu6 un total de 11
verracos. En la evaluacion microscépica se utilizo la tincion de eosina-nigrosina. La eosina
tiene la capacidad de penetrar en las células con membranas plasmaticas dafiadas y
marcarlas con un color rosado, permitiendo diferenciar las células vivas de las muertas.
Esta tincidn es utilizada en conjunto con nigrosina, la cual actiia como contraste, facilitando
aun mas la evaluacién visual (Swanson y Bearden, 1951). La evaluacion por citometria se
realizd6 con el LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (Figura 3). Este kit consta de dos
fluoroforos que permiten diferenciar entre células con membrana plasmatica intacta y/o
membrana dafiada. El primero de los fluoréforos es SYBR-14, el cual es una tincion de
ADN nuclear permeable a la membrana plasmatica. ElI otro fluor6foro es el IP, un
fluor6foro de ADN nuclear impermeable a la membrana plasmatica (Chalah y Brillard,
1998). Luego del proceso de estandarizacion de la técnica se obtuvieron los patrones de
citograma presentados en la figura 4 mediante el uso del software Flowjo 10.0.6. En base al
analisis de los Citogramas fue posible realizar la seleccion adecuada de la poblacion
espermatica utilizando los parametros de tamafio y complejidad interna (Figura 3A), esta

seleccion permitié separar las poblaciones en 2 ejes de fluorescencia, el marcador de
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muerte PE-A representado en el eje Y, y el de espermatozoides vivos representado como
FITC-A en el eje X (Figura 3B). En esta misma imagen es posible evidenciar los 4 patrones
que caracterizan al citograma de viabilidad mediante el uso de los cuadrantes. En el caso
del cuadrante Q1 se encuentran los espermatozoides que presentan la membrana
citoplasmatica dafiada, estos son considerados muertes; en el cuadrante Q2 se encuentran
los espermatozoides que presentan ambas tinciones, estos se consideran muertos debido a
que son marcados con IP; en el cuadrante Q3 se ubican los espermatozoides vivos; y por
ultimo en el cuadrante Q4 se encuentran los espermatozoides que no fueron marcados por
ninguno de los 2 fluordforos, estos no se consideran en el analisis. En la Figura 3C, se
observa el patron de citograma generado por el control positivo de espermatozoides vivos.

En la figura 3D, se observa el patron de citograma para el control positivo de muerte.
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Figura 3. Citogramas de viabilidad de espermatozoides de verraco mantenidos a 16°C.
Seleccion de poblacién espermatica mediante gate (A), representacion del analisis de una
muestra espermatica (B), Control positivo de espermatozoides vivos (C), Control positivo

de espermatozoides muertos (D).

Las caracteristicas visuales de las tinciones utilizadas para los analisis realizados mediante
citometria y microscopia son representadas en la Figura 4. Para el caso de ambas técnicas
es posible evidenciar la clara tendencia que representan (Figura 4A). Esta indica un claro
descenso en la viabilidad, resultados que son analizados en las figuras 6 y 7. En el caso de
las figuras 4B y 4C, que representan la tincion de eosina-nigrosina y de SYBR14-1P
respectivamente, se pueden observar claramente las diferencias visuales entre ambas
tinciones y la claridad con la que es posible diferenciar espermatozoides con membranas

comprometidas de los espermatozoides sin dafos en estas.
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Figura 4. Tendencia en el porcentaje de la viabilidad espermaética. Segun técnicas con que se

evalu6 (A). Captura fotografica de espermatozoides marcados con eosina-nigrosina (B) y SYBR-14

IP (C).

Los datos obtenidos mediantes ambas técnicas fueron analizados en base a dos

consideraciones, la primera de ellas consistio en un estudio de los datos enfocado en la edad

de los verracos para lo cual se fijaron dos rangos etarios, el primero de estos comprendio la

edad de 10 -16 meses, los verracos en este rango etario fueron considerados como

“jovenes”. El segundo rango etario, considerando los verracos como “maduros”, va desde

los 17 a 28 meses. La segunda consideracion utilizada para analizar los datos, fue el

namero de dias que la muestra fue preservada a 16°C. Al realizar el analisis del porcentaje
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de viabilidad espermética entre los rangos etarios, mediante citometria (Figura 5A) y
microscopia (Figura 5B), se encontré que existia una diferencia significativa en la
viabilidad el dia 7, diferencia solo detectada mediante citometria. Esta diferencias indican
que luego de mantener la dosis seminal a 16°C durante un periodo de 7 dias, la viabilidad
espermatica de los verracos maduros es significativamente menor que la de los verracos
jévenes (Verracos jovenes: 84,47+ 1,6; Verracos maduros: 76,13+ 6,55; P: 0,035 < 0,05; n:
11; Figura 5A). El resto de los dias no se detectaron diferencias entre los verracos jovenes y
maduros, lo cual indicaria que no hay mayores diferencias en la disminucion de la
viabilidad espermatica entre los rangos etarios para el resto de los dias. EI hecho de que no
se detectara la misma diferencia entre las dos metodologias utilizadas, es indicio de la baja

sensibilidad que presenta la técnica de microscopia.
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Figura 5. Porcentaje de viabilidad de espermatozoides de verracos entre 2 rangos etarios.

Evaluacién mediante citometria de flujo (A). Evaluacién mediante eosina-nigrosina (B). Los

valores representan el promedio * error estandar. (* P<0,05).

Ademas de la comparacién entre verracos jovenes y maduros, se realizd el analisis de la
viabilidad espermatica en base a la cantidad de dias que la muestra fue mantenida a 16°C
(Figura 6). Este analisis se realizo para determinar que tantos dias la muestra mantenia su
viabilidad espermatica, para esto se comparé el dia 0 con el resto de los dias. Segun este

analisis, realizado mediante ANOVA de un factor, fue posible encontrar diferencias

significativas el dia 9 y 11, tanto para la evaluacion realizada mediante citometria (Dia O:
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89,38+ 0,69; Dia 9: 68,87+ 4,76 - P:0,003 < 0,01; Dia 11: 61,39+ 6,28 - P: 0,000 < 0,001;
n: 11; Figura 6A), como para la técnica de microscopia clasica con eosina-nigrosina (Dia
0: 89,38+ 0,69; Dia 9: 60,83+ 8,60 - P:0,022 < 0,05; Dia 11: 51,83+ 8,60 - P: 0,001 < 0,01;
n:9; Figura 6B). Estos resultados indican un descenso de la viabilidad espermatica que es
considerado significativo al dia 9 y 11. Lo cual indicaria que los espermatozoides sufren un

deterioro significativo en la membrana plasmética al noveno dia de almacenamiento a
16°C.
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad de espermatozoides de verracos mantenidos a 16°C
durante 11 dias. Evaluacién mediante citometria de flujo (A). Evaluacion mediante eosina-
nigrosina (B). Los valores representan el promedio + error estandar. (* P<0,05;** P<0,01;***
P<0,001).
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5.1.2 Motilidad espermaética

Para el analisis de la motilidad espermatica se utilizé el sistema de analisis computacional
CASA. Se analizaron un total de 10 verracos. El sistema CASA permite visualizar y
digitalizar imagenes sucesivas de espermatozoides, procesar y analizar la informacion, y
proveer informacion precisa y significativa del movimiento de células individuales. Estas
caracteristicas permiten realizar analisis precisos de la motilidad espermética y sus patrones
asociados, disminuyendo la subjetividad y entregando una gran cantidad de informacion,
que resulta util para evaluar la calidad del semen. En este estudio se analizaron los
resultados entregados por el sistema CASA mediante ANOVA de un factor, buscando
diferencias en los patrones de motilidad entre verracos jovenes y maduros, asi como
también durante el periodo en el que la muestra seminal fue mantenida a 16°C (Figura 7).
Los resultados de este estudio indican que existen diferencias en la motilidad entre verracos
jévenes y maduros, estas diferencias fueron detectadas el dia 4 del analisis (Verracos
jévenes: 47,16+ 5,57; Verracos maduros: 21,85+ 7,18; P: 0,002 < 0,01; n: 10; Figura 7A).
Esto sugiere que la motilidad espermatica de los verracos maduros, al dia 4 del analisis, es
significativamente menor que la de los verracos jovenes. Por otra parte, el andlisis al
porcentaje de motilidad durante los 7 dias que la muestra fue mantenida a 16°C, indica que
existen diferencias significativas en la motilidad al dia 3 del analisis siendo ain mas
acentuadas el dia 4 y 7 (Dia 0: 66,58+ 4,05; Dia 3: 42,99+ 4,30 - P:0,003 < 0,01; Dia 4:
33,35+ 4,89 - P: 0,000 < 0,001; Dia 7: 17,63+ 1,89 - P: 0,000 < 0,001; n: 10; Figura 7B).
Estos resultados sugieren que al dia 3 del analisis ocurre un descenso significativo de la
motilidad espermatica, la cual se ve progresivamente reducida con el pasar de los dias en
que la muestra es mantenida a 16°C. Esta disminucion de la motilidad se ve representada en
la figura 8, en la cual se observa como aumenta la aglutinacion espermatica durante un

periodo de 7 dias, lo cual explicaria la perdida de motilidad detectada por el CASA.
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Figura 7. Porcentaje de motilidad espermatica en verracos jovenes y maduros (A) y durante el

periodo en el que la muestra seminal fue mantenida a 16°C (B). Los valores representan el
promedio * error estandar. (** P<0,01;*** P<0,001).
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Figura 8. Progresion de la aglutinacion espermaética en una dosis seminal de verraco
mantenida a 16°C durante 7 dias. Las letras en orden alfabético indican los dias de
almacenamiento 0,1, 2, 3,4y 7.

5.1.3 Parametros asociados al analisis de motilidad espermatica

Los resultados de velocidad curvilinea (VCL) no presentaron diferencias (Figura 9), tanto
para el andlisis entre los rangos etarios, como para el analisis realizado en el tiempo en que
la muestra fue mantenida a 16°C. Si bien es cierto, estos resultados no presentaron
diferencias, es necesario observar los resultados de motilidad espermética (Figura 7 y 8) los
que indican claramente un deterioro en el movimiento a causa de la aglutinacion
espermatica y que podrian ser utilizados como indicador al momento de presentar los
resultados de los pardametros asociados a la motilidad espermatica.
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Figura 9. Velocidad curvilinea (VCL) en espermatozoides de verracos jovenes y maduros (A)

y durante el periodo en el que la muestra seminal fue mantenida a 16°C (B).

Para el caso del analisis a la velocidad en linea recta (Figura 10), se obtuvieron diferencias
significativas entre los rangos etarios, encontrando estas diferencias el dia 4 del analisis
(Verracos jovenes: 17,16+ 1,71; Verracos maduros: 12,08+ 0,91; P: 0,022 < 0,05; n: 10;
Figura 10A). Esto sugiere que el dia 4 ocurre una disminucion significativa en la velocidad
en linea recta de los espermatozoides de verracos maduros. Los resultados obtenidos
durante los 7 dias de almacenamiento de la muestra seminal a 16° (Figura 10B), indican
que hay un descenso significativo en la velocidad en linea recta el dia 3 del anélisis,
disminucion gue es aun mayor en los dias 4 y 7 (Dia 0: 20,70+ 0,95; Dia 3: 15,67+ 1,23 -
P:0,012 < 0,05; Dia 4: 14,39+ 1,18 - P: 0,001 < 0,01; Dia 7: 11,47+ 0,50 - P: 0,000 < 0,001;
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n: 10; Figura 10B). La disminucién en la VSL sigue la misma tendencia observada en el
andlisis de motilidad (Figura 7), lo que indica que la disminucion de la motilidad implica

una baja significativa en la VSL al dia 3 del analisis.
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Figura 10. Velocidad en linea recta (VSL) en espermatozoides de verracos jovenes y maduros
(A) y durante el periodo en el que la muestra seminal fue mantenida a 16°C (B). Los valores

representan el promedio + error estandar. (* P<0,05;** P<0,01;*** P<0,001).

El andlisis de la Velocidad media de la trayectoria (VAP) entre verracos jovenes y
maduros no presento diferencias (Figura 11A), lo que sugiere que este parametro no es

afectado por la edad del verraco. Por otro lado, se detectaron diferencias significativas
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durante el periodo en el que la muestra fue mantenida a 16°C, estas diferencias son
apreciables el dia 4 y 7 del andlisis (Dia 0: 28,68+ 1,06; Dia 4: 23,16+ 1,24 - P: 0,011 <
0,05; Dia 7: 21,69+ 0,95 - P: 0,001 < 0,01; n: 10; Figura 11B). Este resultado indicaria que
durante los dias que la muestra es mantenida a 16°C ocurre una disminucion en la VAP,

esta disminucidn es significativa al dia 4 del anlisis y se vuelve ain més pronunciada al 7.
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Figura 11. Velocidad promedio del recorrido (VAP) en espermatozoides de verracos jovenes y

maduros (A) y durante el periodo en el que la muestra seminal fue mantenida a 16°C (B). Los

valores representan el promedio + error estandar. (* P<0,05;** P<0,01).
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Los resultados del porcentaje de linealidad (LIN) entre verracos jovenes y maduros no
presentaron diferencias (Figura 12A), lo que sugiere que este pardmetro no es afectado por
la edad del verraco. Por otro lado, se detectaron diferencias significativas durante el periodo
en el que la muestra fue mantenida a 16°C (Figura 12B), estas diferencias son detectadas el
dia 3 del anélisis y aumenta significantemente hasta el dia 7, lo cual sugiere que ocurre una
disminucion en el porcentaje de linealidad de la dosis seminal que es mantenida a 16°C
durante los 7 dias en que se realiza el analisis (Dia 0: 51,15+ 2,87; Dia 3: 38,35+ 3,88 - P:
0,047 < 0,05; Dia 4: 37,08+ 3,62 - P: 0,017 < 0,05; Dia 7: 30,41+ 2,20 - P: 0,000 < 0,01; n:
10; Figura 12B).
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Figura 12. Porcentaje de linealidad (LIN) en espermatozoides de verracos jovenes y maduros
(A) y durante el periodo en el que la muestra seminal fue mantenida a 16°C (B). Los valores

representan el promedio + error estandar. (* P<0,05;*** P<0,001).
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El andlisis del indice de rectitud (STR) entre verracos jovenes y maduros, indico que no
existian diferencias entre los rangos etarios (Figura 13A), lo que sugiere que este parametro
no es afectado por la edad del verraco. Se detectaron diferencias significativas durante el
periodo en el que la muestra fue mantenida a 16°C (Figura 13B), estas diferencias son
detectadas el dia 7 del andlisis, lo cual sugiere que este pardmetro se mantiene constante en
las dosis seminales que son mantenidas a 16°C durante los primeros 5 dias en que se realiza
el andlisis, y que disminuye hacia el dia 7 del andlisis (Dia 0: 72,10+ 1,70; Dia 7: 53,8+
1,98 - P: 0,000 < 0,01; n: 10; Figura 13B).
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Figura 13. Indice de rectitud (STR) en espermatozoides de verracos jovenes y maduros (A) y
durante el periodo en el que la muestra seminal fue mantenida a 16°C (B). Los valores

representan el promedio + error estandar. (*** P<0,001).
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Para el andlisis de la amplitud de desplazamiento de la cabeza (ALH) entre verracos
jévenes y maduros, no se detectaron diferencias entre los rangos etarios (Figura 14A), lo
que sugiere que este parametro no es afectado por la edad del verraco. Por otra parte, se
detectaron diferencias significativas durante el periodo en el que la muestra fue mantenida a
16°C (Figura 14B), estas diferencias son detectadas el dia 7 del analisis, lo cual sugiere que
este parametro se mantiene constante en las dosis seminales que son mantenidas a 16°C
durante los primeros 5 dias en que se realiza el analisis, y que sufre un aumento al dia 7
(Dia 0: 2,05+ 0,08; Dia 7: 2,6+ 0,14 - P: 0,027 < 0,05; n: 10; Figura 14B).
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Figura 14. Amplitud de desplazamiento de la cabeza ALH en espermatozoides de verracos
jovenes y maduros (A) y durante el periodo en el que la muestra seminal fue mantenida a

16°C (B). Los valores representan el promedio + error estandar. (* P<0,05).
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Los resultados de la frecuencia de cruce de batido (BCF) entre verracos jévenes y maduros,
no presento diferencias entre los rangos etarios (Figura 15A), lo que sugiere que este
parametro no es afectado por la edad del verraco. Por otra parte, se detectaron diferencias
significativas durante el periodo en el que la muestra fue mantenida a 16°C (Figura 15B),
estas diferencias son detectadas el dia 7 del andlisis, lo indica que este parametro se
mantiene constante en las dosis seminales que son mantenidas a 16°C durante los primeros
5 dias en que se realiza el analisis, y disminuye al dia 7 (Dia 0: 6,63+ 0,12; Dia 7: 2,18+
0,16 - P: 0,000 < 0,001; n: 10; Figura 14B).
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Figura 15. Frecuencia de cruce de batido (BCF) en espermatozoides de verracos jovenes y
maduros (A) y durante el periodo en el que la muestra seminal fue mantenida a 16°C (B). Los

valores representan el promedio + error estandar. (*** P<0,001).
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5.2 Objetivo 2: Determinar el nivel de ROS intracelular en espermatozoides de
verraco mantenidos a 16°C por 11 dias.

El segundo objetivo fue determinar el nivel de anion superoxido en el tiempo de
espermatozoides de verraco almacenados a 16°C durante un periodo de 11 dias. El anélisis
se realizd a un total de 8 verracos. Para el andlisis de la produccion de anién superdxido, se
utilizé el dihidroetidio (DHE), esta es una molécula que es producida por la reduccién de
dos electrones de etidio (Et"), presenta un bajo nivel de fluorescencia en su estado reducido.
Cuando el DHE es oxidado dentro de la célula, se genera un fluor6foro con afinidad por el
ADN, Et"y 20HEt", que genera una fluorescencia nuclear de color rojo, la cual permite
detectar y cuantificar la produccion de anion superoxido. EI DHE se utiliz6 para medir
anion super oxido en conjunto con un marcador de muerte llamado SYTOX Green (De
luliis et al., 2006). Este Gltimo es una molécula fluorescente, no permeable a la membrana
plasmatica y con alta afinidad por el ADN, que permite diferenciar las células con
membrana celular comprometida de las células con membrana intacta (Gaforio et al.,
2002).

El primer paso para realizar el andlisis de produccion de anion superoxido fue la
estandarizacion de la técnica de citometria utilizada. Esto se realizd empleando 2
fluoréforos con afinidad por el ADN, DHE y SYTOX Green, el primero utilizado como
indicador de produccion de anion superdxido y el segundo como marcador de
espermatozoides muertos. Luego del proceso de estandarizacién de la técnica se obtuvieron
los patrones de citograma presentados en la figura 16 mediante el uso del software Flowjo
10.0.6 (version de prueba). En base al andlisis de los Citogramas fue posible realizar la
seleccion adecuada de la poblacion espermatica utilizando los parametros de tamafio y
complejidad interna (Figura 16A). Esta seleccidn permitio separar las poblaciones en 2 ejes
de fluorescencia, el marcador de anién superdéxido indicado como PE-A representado en el
eje Y, y el marcador de muerte representado como FITC-A en el eje X (Figura 16B). Para

el analisis de produccién de anion superdxido se utilizé solo la poblacion viva mediante la
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seleccion de esta con una gate rectangular (Figura 16B). Con los espermatozoides vivos
seleccionados en la gate, se realizo el andlisis de intensidad de fluorescencia del eje PE-A,
que corresponde al eje en el cual se puede cuantificar la produccion de anion superdéxido
(Figura 16C). En la Figura 16D se aprecia el perfil del citograma del control positivo de
peroxidacion obtenido mediante la incubacion con H,0,. Este perfil también es
representado en la imagen 16C con una linea de color rojo, la que se diferencia de la linea
celeste (muestra espermatica sin H,0,.) al presentar un mayor desplazamiento hacia la
derecha, lo que indica una mayor intensidad de fluorescencia y por ende una mayor
produccion de anién superoxido. En la figura 17C es posible apreciar espermatozoides
productores de ROS marcados con DHE, los cuales presentan una fluorescencia de color
rojo. En la figura 17D se observan espermatozoides con membrana celular comprometida

marcados con SYTOX Green, estos presentan una fluorescencia de color verde.
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Figura 16. Citogramas de deteccion de anion superdxido en semen de verraco. Seleccion de
poblacion espermatica mediante gate (A), representacion del andlisis de deteccion de anion
superoxido en una muestra de semen de verraco (B), histograma de intensidad de fluorescencia (C)
de la poblacidn viva de una muestra espermatica (linea celeste) y de su control positivo (linea rojo),

control positivo de produccién de anién superoxido (D).

El andlisis de produccion de anion superdxido se realizd mediante la medicion de la
intensidad de fluorescencia de los espermatozoides marcados con DHE. Los resultados de
este analisis indican que no existen diferencias en la produccion de anion superdxido entre
los verracos jovenes y maduros (Figura 17A). Por otra parte, el analisis de la produccién de
anion superdxido en las muestras espermaticas mantenidas a 16°C durante un periodo de 11
dias, indica que existe un aumento significativo del anion superoxido el dia 11 (Dia O:
6,45+ 1,17; Dia 9: 22,62+ 8,01 - P: 0,046 < 0,05; Dia 11: 26,08+ 8,82 - P: 0,017 < 0,05; n:
8; Figura 17B).
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Figura 17. Produccion de anién superéxido expresado en la unidad arbitraria de intensidad
de fluorescencia media. Produccién de anién superdxido en espermatozoides de verracos jovenes y
maduros (A), produccion de anién superoxido en las dosis seminales mantenidas a 16°C durante 11
dias (B). Captura fotografica de espermatozoides productores de anién superéxido (C) y
espermatozoides muertos (D).

5.3 Objetivo 3: Estudiar los niveles de peroxidacion lipidica y su relacion con la
motilidad espermatica.

La evaluacion de la peroxidacion lipidica se realizO mediante una doble tincion
fluorescente con BODIPY C11 e IP. BODIPY C11 es un analogo fluorescente que imita las
propiedades de los acidos grasos, posee propiedades de fluorescencia en el rango rojo del
espectro visible (Drummen et al, 2002). Esta sonda tiene la particularidad de cambiar su
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espectro de fluorescencia desde rojo a verde cuando es oxidada, por lo cual permite
diferenciar entre espermatozoides que presentan peroxidacion lipidica y los que no
presentan dicha caracteristica. La sonda ha sido utilizada para evaluar la peroxidacion
lipidica en células vivas que incluyen espermatozoides bovinos, equinos y ovinos
(Drummen et al, 2002). La adicion de IP permite separar la poblacion de espermatozoides

muertos de los vivos, de esta forma solo se consideran los vivos en el analisis.

La evaluacién de la produccion de peroxidacion lipidica se realizd6 mediante citometria de
flujo utilizando 2 fluoroforos, el primero BODIPY C11 que marca la membrana plasmatica
y el IP que marca el ADN del nucleo, el primero es utilizado como indicador de
peroxidacion lipidica y el segundo como marcador de espermatozoides muertos. Luego del
proceso de estandarizacion de la técnica se obtuvieron los patrones de citograma
presentados en la figura 18 mediante el uso del software Flowjo 10.0.6 (version de prueba).
En base al andlisis de los Citogramas fue posible realizar la seleccion adecuada de la
poblacion espermética utilizando los parametros de tamafio y complejidad interna (Figura
18A). Esta seleccion permitié separar las poblaciones en 2 ejes de fluorescencia, el
marcador de peroxidacion lipidica indicado como FITC representado en el eje X, y el
marcador de muerte representado como PE-A en el eje Y (Figura 18B). Para el anélisis de
peroxidacion lipidica se utiliz6 solo la poblacion viva mediante la seleccion del cuadrante
Q4 (Figura 18B). En base a esta seleccion se realizé la cuantificacion de peroxidacion
lipidica mediante intensidad de fluorescencia, representado por el histograma del eje FITC-
A (Figura 18C). En el histograma es posible diferenciar las dos poblaciones analizadas, la
primera (Celeste) indica el grado de peroxidacion lipidica de una muestra espermatica y la
segunda (Rojo) indica la peroxidacion lipidica del control positivo realizado con Fe*
(Figura 18C). EI movimiento de la poblacién hacia la derecha, indica aumento en el grado
de peroxidacion. En la Figura 18D se puede observar el patron de citograma del control
positivo de peroxidacion lipidica. En la figura 19B se observan espermatozoides que no
presentan peroxidacion lipidica. En la figura 19C se encuentran representados los

espermatozoides que presentan peroxidacion lipidica.
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Figura 18. Citogramas de deteccion de peroxidacion lipidica en semen de verraco. Seleccion
de poblacién esperméatica mediante gate (A), representacion del analisis de deteccion de
peroxidacién lipidica en una muestra de semen de verraco (B), histograma de intensidad de

fluorescencia de la poblacion viva de una muestra espermatica (celeste) y de su control positivo
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(rojo) para deteccion de peroxidacion lipidica (C), control positivo de produccion peroxidacion

lipidica (D).

El andlisis de produccion de la peroxidacion lipidica se realiz6 mediante la medicién de la
intensidad de fluorescencia de los espermatozoides marcados con BODIPY-C11. Los
resultados de este analisis indican que las muestras espermaticas presentan peroxidacion
lipidica de forma significativa el dia 11 del andlisis, lo cual indica que durante los primeros

9 dias no hay un aumento significativo en este pardmetro (Dia 0: 5,74+ 1,84; Dia 11:

14,47+ 2,03 - P: 0,033 < 0,05; n: 3; Figura 19A).
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Figura 19. Peroxidacion lipidica en espermatozoides de verraco expresada en la unidad
arbitraria de intensidad de fluorescencia media. Peroxidacion lipidica en las dosis seminales
mantenidas a 16°C durante 11 dias (B). Captura fotografica de espermatozoides sin peroxidacion
lipidica (B) y con peroxidacion lipidica (C).
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6. DISCUSION

6.1 Objetivo 1. Estudiar la viabilidad y motilidad en el tiempo de espermatozoides de

verraco mantenidos a 16°C.

Tanto la integridad de la membrana plasmatica, como la motilidad espermatica, son
parametros Utiles para determinar la calidad de la dosis seminal (Johnson et al., 2000b).
Aunque estos parametros por si solos no son buenos indicadores, ya que segun los
resultados obtenidos por algunos estudios, no existe relacion entre estos parametros y el
nivel de fertilidad del semen, en los cuales niveles elevados o bajos de viabilidad y
motilidad no tienen relacion alguna con la fertilidad del semen (Tardif et al., 1999). Se
estima que estos resultados estan relacionados con la concentracion de la dosis seminal, la
cual a concentraciones elevadas enmascara el verdadero potencial fecundante del semen,
quitando importancia a parametros como la viabilidad y la motilidad espermética (Tardif et
al., 1999). Ahora, aunque estas técnicas presenten dicha complicacién, no significa que sus
resultados no sean validos, ya que como se han demostrado diversos estudios, el
espermatozoide de los mamiferos es altamente susceptible a sufrir dafios por los procesos
de recogida de la muestra, principalmente relacionados con los choques térmicos (Watson,
1995). Por lo tanto, las evaluaciones de viabilidad y motilidad espermatica son un buen
parametro para determinar la calidad de las dosis seminales, ya que estas son susceptibles a
sufrir alteraciones durante los procesos de recoleccion, refrigeracion y/o congelacion del

semen.

6.1.1 Viabilidad espermatica

Segun los estudios realizados por Kennedy y Wilkins (1984), la viabilidad espermatica
tiende a decrecer con la edad del verraco, encontrado una menor viabilidad en los verracos

que son mayores a 20 meses, en este mismo estudio se indica que la viabilidad espermatica
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es mayor a edades tempranas del verraco, especificamente sobre los 8 meses y bajo los 20.
Los resultados de viabilidad obtenidos en el presente estudio siguen la misma tendencia que
el estudio realizado por los autores anteriormente mencionados, pero esta tendencia solo se
es apreciable el dia 7 de este estudio, en los dias anteriores y posteriores, no se encontraron
diferencias entre los verracos jovenes y maduros, lo cual seria indicativo de que no hay
mayores diferencias en la viabilidad entre los rangos etarios comparados. Si se quisieran
evidenciar mayores diferencias en la viabilidad espermatica, quizas seria una buena opcion
emplear verracos de mayor edad, los cuales corresponderian a un rango etario considerado
como “viejo” (Kennedy y Wilkins, 1984), para el caso de este estudio tal comparacion no
fue posible debido a que todos los verracos utilizados se encontraban dentro del rango
etario de verracos jovenes o maduros. Por otra parte, segun diversos estudios (Vyt et al.,
2008), la viabilidad de los espermatozoides mantenidos bajo condiciones de refrigeracion
(15-20°C) en diluyentes comerciales, tienden a mantener un nivel de viabilidad alto,
superior al 80%, durante al menos los primeros 7 dias desde que el semen es extraido. Esta
misma tendencia es observada en este estudio, lo que indicaria en primer lugar la elevada
calidad del semen utilizado, y en segundo lugar la efectividad del diluyente para mantener
la integridad de membrana. Sin duda alguna, mantener un nivel elevado de viabilidad
espermatica es una caracteristica deseable en un diluyente espermatico, pero no es la Unica
caracteristica de importancia. Como se mencion0 anteriormente, la viabilidad por si sola no
es un buen predictor de la fertilidad del semen, es necesario evaluar parametros de
motilidad espermatica, que en conjunto con la cuantificacion de la viabilidad, permitan
estimar de forma mas certera la calidad del semen, ya que espermatozoides que no
presenten movimiento, no necesariamente tendran su membrana plasmatica comprometida,

por lo que se vuelve necesario estimar los parametros de motilidad.

6.1.2 Motilidad espermatica

Como se menciono en el apartado anterior, es necesario complementar los anélisis de

viabilidad con el de maotilidad, el que comunmente se realiza a través de una estimacion
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visual realizara por microscopio, esta metodologia es subjetiva lo que induce estimaciones
erradas y que pueden no representar la realidad de la muestra, por lo cual en este trabajo se
utilizo el sistema CASA para disminuir la subjetividad del andlisis (Vyt et al., 2004; Vyt et
al., 2008). En este estudio se evaluaron las caracteristicas de la motilidad espermatica de
verracos jovenes y maduros, ademas se evaluaron los cambios en la motilidad durante los
dias en que el semen fue mantenido a 16°C. Estas evaluaciones se realizaron en un periodo
de tiempo de 7 dias, el cual fue definido debido a que a este dia la muestra presentaba una
completa aglutinacién. Segun el analisis CASA para la comparacion realizada entre los 2
rangos etarios fue posible detectar una disminucion en la motilidad espermaética de los
verracos maduros el dia 4 del andlisis. La evaluacion realizada durante los dias que la
muestra fue mantenida a 16°C presento diferencias el dia 3 de la evaluacion. Sin embargo,
las diferencias detectadas tanto para la comparacion entre rangos etarios como para
comparacion de dias de almacenamiento de la muestra se encuentran fuera del rango
aceptable de motilidad, el cual segin Cerolini et al. (2001) tiene como limite de corte un 60
%, bajo este rango la capacidad fecundante de la dosis seminal se ve comprometida. Por lo
tanto, la muestra espermatica no deberia ser utilizada mas alld de 2 dias luego de su
extraccion. Estos resultados en el porcentaje de motilidad son opuestos a los encontrados
por Estienne et al. (2007), quien reporto que el porcentaje de motilidad espermaética se
mantenia sobre un 80% durante un periodo de 7 dias de evaluacion. El resto de los
parametros evaluados que son entregados por el programa CASA, entre los que se tienen
VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF han sido estudiados por diversos autores en busca
de su asociacion con la capacidad fecundante del semen, en los cuales algunos han logrado
encontrar asociaciones entre estas caracteristicas y el potencial fecundante del semen
(Lavara et al., 2005; Holt et al., 2007), mientras que otros no detectaron asociacion alguna
(Didion, 2008). Segun la evaluacion realizada entre los rangos etarios, solo se detectaron
diferencias significativas para la VSL, estas diferencias se presentaron el dia 4 del anélisis
en el cual los verracos jovenes presentaron un mayor indice de velocidad en linea recta en
comparacion con los verracos maduros. Para los resultados de las comparaciones entre 10s
dias de almacenamiento no se detectaron diferencias para la VCL, pero si se detectaron

diferencias para el resto de los parametros al comparar el dia O con el resto de los dias en
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evaluacion. Existen algunas asociaciones que se realizan entre la calidad de estos
pardmetros, que indican que mientras mayor sea el nivel de VSL y LIN mayor es el nimero
de la camada (Estienne et al., 2007), los parametros de VSL, VCL y VAP también pueden
ser utilizados como indicadores de fertilidad mientras mayor sea el nivel de VSL sobre
VVCL mayores probabilidades de fecundacion tiene el espermatozoide, en el caso inverso
los porcentajes de fertilizacion deberian ser menores (Fraser et al., 2001). En el caso de
BCF y ALH, se sabe que un nivel bajo de estos parametros supone espermatozoides con
una baja posibilidad de supervivencia y por ende baja capacidad de fertilizacion (Fraser et
al., 2001). En este estudio los pardmetros de BCF y ALH se mantuvieron constantes hasta
el dia 4 del andlisis, lo que indica que al dia 7 su capacidad fecundante, basada en este
parametro, se ve significativamente alterada. Segun los datos obtenidos en este estudio se
podria esperar que los espermatozoides mantuvieran su capacidad fecundante por al menos
los primeros dias post extraccion. Este estudio no pretende determinar la capacidad
fecundante del semen almacenado, para esto se necesitarian realizar comparaciones entre
los datos obtenidos mediante el analisis CASA y comparar los datos de prefies y partos
obtenidos en los planteles porcinos. Ademas se requeririan de otras pruebas funcionales
como pruebas hipoosméticas (Pérez et al., 2012), pruebas de penetracion en la zona
peltcida (Ivanova y Mollova, 1993) o de penetracion en ovocito de hdmster libre de zona
pelticida (Trish y Horton, 1988). Como se menciond anteriormente al comparar los
resultados obtenidos por Estienne et al. (2007), esto en ningun caso indica que la calidad
del semen sea mala, por lo menos hasta el segundo dia del analisis, ya que las evaluaciones
entre diversos centros experimentales podrian verse influenciadas por los procedimientos
experimentales, vale decir: diferentes sistemas de montaje (covers, camaras leja, camaras
bunker, etc.), camaras de captura de imagen, software, sistema microscopico y
configuraciones de corte de medicion de los parametros. ¢(Qué explicaria que la
viabilidad espermatica se mantenga durante un mayor periodo de tiempo que la
motilidad? ¢Podria tener esta disminucion de motilidad alguna relacion con el

aumento de ROS y peroxidacion lipidica?
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6.2 Objetivo 2: Determinar el nivel de anion superdxido en el tiempo de

espermatozoides de verraco almacenados a 16°C.

El anion superoxido es una ROS, que tiene como principal origen la mitocondria
(Guthrie et al., 2008). El espermatozoide y el plasma seminal, de forma natural presentan
una serie de compuestos y enzimas como superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation
peroxidasa y reductasa, o-tocopherol, acido ascérbico, glutation, piruvato, taurina,
hipotaurina y albumina, que tienen como funcion controlar los niveles de ROS,
manteniéndolas a un nivel normal (De Lamirande et al., 1997). Bajo condiciones de
normalidad en la produccion ROS estas actian como inductores de los procesos de
capacitacién y reaccion acrosémica, por lo tanto niveles basales de ROS son necesarios
para el correcto funcionamiento del espermatozoide (Awda et al., 2009). Sin embargo,
cuando los sistemas de control de produccién de ROS fallan, se generan los procesos de
estrés oxidativo que tiene efectos deletéreos sobre el espermatozoide, como por ejemplo
perdida de la motilidad o dafio sobre el ADN (Bansal y Bilaspuri, 2010). Bajo esta premisa
se vuelve necesario determinar los niveles de anidén superoxido presentes en los
espermatozoides de verraco para determinar su calidad bajo este aspecto. Segln los
resultados obtenidos en este estudio, los niveles de anion superdxido entre verracos jovenes
y maduros no presentan diferencias, lo que indica que el aumento de anién superoxido entre
los rangos etarios estudiados no difiere. La produccion de ROS, parece ser un evento
dependiente de la edad en humanos, mientras mayor sea el macho se deberia esperar un
mayor nivel de produccion de ROS, estd caracteristica tiene directa relacion con una
disminucion en la fertilidad (Cocuzza et al., 2008). Esta caracteristica descrita por Cocuzza
et al (2008), no fue apreciable en los resultados de este estudio, quizas la explicacion a esto
se deba a que los rangos etarios utilizados no presenten un deterioro en sus sistemas
oxidativos o que la produccion de ROS fue controlada por los antioxidantes propios del
diluyente. Los resultados de la evaluacion de anion superoxido durante el tiempo en que las
muestras fueron mantenidas a 16°C indican que solo se produce un aumento el dia 9 y 11.
Por lo tanto, el resto de los dias no presentan un aumento significativo en el nivel de anion

superdxido. La explicacion para este tardio aumento en los niveles de anién superéxido se
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podrian deber, segun lo que reportan Guthrie y Welch (2006) y Guthrie et al (2008), a que
el espermatozoide de verraco almacenado en un diluyente comercial y mantenido a
temperaturas de 15 °C a 17 °C, presenta una baja produccion de anién superoxido, segun
postulan estos autores, esta caracteristica se debe a que el sistema de defensa endégena de
ROS en los espermatozoides de cerdo es muy eficiente, 1o que a su vez explicaria las
observaciones realizadas en este trabajo, tanto para la comparacion entre rangos etarios
como para el periodo de evaluacion que se mantuvieron los espermatozoides refrigerados a
16°C. Si bien no se encontraron diferencias significativas entre verracos de diferente edad,
si fue posible detectar diferencias durante los dias en que la muestra fue mantenida a 16°C,
estas diferencias podrian estar dadas por varios factores como la perdida de efectividad del
sistema antioxidante propio del espermatozoide, la perdida de las propiedades del diluyente
para poder mantener un estado metabdlico y oxidativo adecuado, o inclusive la presencia de
agentes contaminantes como bacterias y hongos (Althouse et al., 2000). Para poder
dilucidar a ciencia cierta estas causas, se requieren del uso de pruebas microbioldgicas,
metabolicas y enzimaticas, que no estan consideradas en este trabajo. ¢Bajo qué
condiciones se podria esperar un aumento en los niveles de anion superéxido? Para el
caso de los mamiferos y en especial el verraco, los cambios de temperatura, principalmente
relacionados a los procesos de congelacion y descongelacion del semen, tienden a generar
un aumento en los niveles de ROS, que como consecuencia dafian seriamente al
espermatozoide, alterando inevitablemente su capacidad fecundante (Alvarez y Storey,
1992; O’Flaherty et al., 1997; Mazur et al., 2000; Grol3feld et al,2008)

6.3 Objetivo 3: Estudiar los niveles de peroxidacion lipidica y su relacion con la
motilidad espermatica.

El aumento del ROS puede desencadenar una serie de efectos adversos sobre el
espermatozoide, como por ejemplo la peroxidacion de los lipidos de membrana (Grof¥feld
et al., 2008). El espermatozoide de verraco se caracteriza por ser extremadamente sensible

a la peroxidacion lipidica, principalmente debido a la gran cantidad de &acidos grasos
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insaturados que forman los fosfolipidos de la membrana (Cerolini et al., 2001). Las
consecuencias de la peroxidacion lipidica incluyen dafio en la membrana, inhibicién de la
respiracion celular y fuga de enzimas (Kumaresan et al., 2008). Estas alteraciones podrian
explicar el deterioro en la fertilidad y la motilidad espermatica durante el almacenamiento
del semen (Kumaresan et al., 2008). En el presente estudio se determind la peroxidacion
lipidica mediante el uso de la sonda BODIPY C11, considerando como unidad de medicion
la intensidad de fluorescencia media. En este estudio no fue posible realizar una
comparacion en el nivel de peroxidacion lipidica entre rangos etarios, debido a que todos
los verracos utilizados en este experimento presentaban la misma edad. Por lo tanto, solo se
realizé la comparacion durante los dias que la muestra fue mantenida a 16°C, en este caso
se detectd un nivel significativo de peroxidacion lipidica el dia 11. Estas diferencias
concuerdan con los datos obtenidos en los ensayos de viabilidad y de deteccion de anién
superoxido, en los cuales se detectan cambios considerables en estos parametros el dia 11.
Las diferencias en los resultados de peroxidacion lipidica pueden estar dados por
diferencias en la composicion lipidica entre verracos (Cerolini et al., 2001), o pueden ser
causa de contaminacidn bacteriana, que podrian actuar como promotoras de la produccién
de ROS y por consiguiente un aumento en la peroxidacion lipidica (Fraczek et al., 2008).
¢Existe alguna relacion entre la motilidad espermética y la peroxidacion lipidica? Esta
comprobado que un aumento en la peroxidacion lipidica tiene efectos deletéreos sobre la
motilidad del espermatozoide (Grol¥feld et al., 2008; Kumaresan et al., 2008). Para el caso
de este estudio, los niveles de peroxidacion lipidica presentan un aumento significativo el
dia 11, situacion que llevaria a descartar la pérdida de motilidad debido a esta causa, ya que
esta Ultima se ve completamente reducida antes del dia 7 de la evaluacion. Esta pérdida de
motilidad es atribuible a factores como contaminacion y manejo de la muestra, antes que a

dafos causados por la peroxidacion de los lipidos de membrana.
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7. CONCLUSIONES

La viabilidad espermatica se mantiene hasta el dia 9 de la evaluacion. Solo se

detectaron diferencias marginales entre rangos etarios.

La produccion de ROS intracelular aumento significativamente al dia 9 de

almacenamiento. No se detectaron diferencias entre los rangos etarios.

La motilidad espermatica disminuye significativamente al dia 3 de la evaluacion.

Entre rangos etarios se detectaron diferencia al dia 4 de la evaluacion.

La peroxidacion lipidica en espermatozoides de verraco, solo presento un aumento

significativo al dia 11 del analisis.

Los resultados de este trabajo pueden ser usados como guia para el futuro estudio e
implementacién de mejoras en los procesos reproductivos en la IA porcina, pero se

vuelve necesario incluir otras pruebas que aborden aspectos funcionales.
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9. ANEXO

Anexo 1. Estadisticos descriptivos de la evaluacion de viabilidad espermatica evaluada
segun rango etario.

Verracos jovenes Verracos maduros
Dias | Media % de viabilidad |Des tip |E tip | Media % de viabilidad |Des tip | E tip
0 89,86 1,67 | ,68 88,81 295 |1,32
2 87,85 3,62 |1,48 90,11 1,75 | ,78
4 87,16 3,33 | 1,36 83,91 9,68 |4,33
7 84,47 395 |1,61 76,13 14,65 | 6,55
9 77,73 9,62 | 3,93 58,24 15,79 | 7,06
11 75,75 9,50 |4,25 47,03 16,77 | 7,50

Des tip: Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico

Anexo 2. Estadisticos descriptivos de la evaluacion de viabilidad espermatica evaluada
segun dia de almacenamiento.

Dias [ Media % de viabilidad |Destip [E tip
0 89,38 2,28 | ,69
2 88,87 3,03 | 91
4 85,68 6,78 | 2,04
7 80,68 10,61 | 3,20
9 68,87 15,80 | 4,76
11 61,39 19,85 | 6,28

Des tip: Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico

Anexo 3. Estadisticos descriptivos de la evaluacion de anidn superoxido segin rango etario.

Verracos jovenes Verracos maduros
Dias |Media IFM|Destip | E tip [Media IFM|Destip | E tip
0 6,11 426 | 2,13 6,81 2,72 | 1,36

4,80 1,16 ,58 5,52 253 | 1,26

4,97 ,86 43 8,80 6,92 | 3,46

7,01 3,50 1,75 26,45 20,81 (10,41
16,51 19,35 | 9,68 28,75 26,91 [13,46

11 16,46 11,91 | 6,88 33,21 28,89 (14,44
Des tip:  Desviacion tipica de la media

O (N[N

E tip: Error tipico
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Anexo 4. Estadisticos descriptivos de la evaluacion de anion superdxido segun dia de
almacenamiento.

Dias | Media IFM [Destip | E tip
0 6,4588 3,33 [1,17684
5,1569 1,86 ,65785
6,8823 501 |1,76958
16,7298 17,29 [6,11197
22,6271 22,67 |8,01386
11 26,0302 23,34 |8,82132
Des tip:  Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico

O|IN|B(N

Anexo 5. Estadisticos descriptivos de la evaluacién de la peroxidacion lipidica segun rango
etario.

Verraco 1 Verraco 2 Verraco 3
Dias |Media IFM|Des tip|E tip | Media IFM|Des tip |E tip [Media IFM |Des tip | E tip
0 5,70 A2 11,84 6,11 ,18 1,84 5,42 27 1,84
2 5,98 A1 11,84 5,75 25 1,84 487 21 1,84
4 7,87 46 | 1,84 5,93 ,56 1,84 8,99 131 (1,84
7 8,14 20 | 1,84 7,93 11 1,84 8,15 ,19 1,84
9 9,56 A7 11,84 8,74 34 |1,84 9,92 ,07 1,84
11 7,75 75 11,84 16,67 458 |1,84 19,00 464 |1,84

Des tip:  Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico
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Anexo 6. Estadisticos descriptivos de la evaluacion de la peroxidacién lipidica segun dia de
almacenamiento.

Dias |Media IFM |Des tip|E tip
0 574 40 | ,13
2 5,53 54 | ,18
4 7,60 154 | 51
7 8,07 ,18 | ,06
9 9,40 ,56 | ,19
11 14,47 6,10 | 2,03

Des tip:  Deswviacion tipica de la media
E tip: Error tipico



Anexo 7. Estadisticos descriptivos de la evaluacion de la motilidad espermatica y sus
diferentes parametros segun rango etario.

Movilidad VCL
Dias Media Des tip E tip Media Des tip E tip
0 66,58 13,42 4,05 41,12 6,23 1,88
1 60,72 10,41 3,14 43,65 5,09 1,54
2 48,63 10,24 3,41 42,26 5,62 1,78
3 42,99 14,25 4,30 42,52 8,68 2,74
4 33,35 16,20 4,89 40,21 9,53 2,87
7 17,63 5,97 1,89 39,42 11,26 3,56
Des tip: Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico
VSL VAP
Dias Media Des tip E tip Media Des tip E tip
0 20,70 3,16 ,95 51,15 9,51 2,87
1 19,25 3,37 1,02 44,26 6,95 2,10
2 17,78 3,31 1,05 42,81 10,10 3,20
3 15,67 3,89 1,23 38,35 12,26 3,88
4 14,39 3,92 1,18 37,08 12,00 3,62
7 11,47 1,60 ,50 30,41 6,95 2,20
Des tip: Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico
LIN STR
Dias Media Des tip E tip Media Des tip E tip
0 51,15 9,51 2,87 72,10 5,65 1,70
1 44,26 6,95 2,10 68,50 4,07 1,23
2 42,81 10,10 3,20 67,77 7,47 2,36
3 38,35 12,26 3,88 63,68 11,24 3,55
4 37,08 12,00 3,62 62,06 11,81 3,56
7 30,41 6,95 2,20 53,08 6,26 1,98
Des tip: Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico
ALH BCF
Dias Media Des tip E tip Media Des tip E tip
0 2,05 ,26 ,08 6,63 ,39 12
1 2,23 23 ,07 6,66 45 14
2 2,19 22 ,07 6,45 34 A1
3 2,18 ,28 ,09 591 1,28 40
4 2,10 51 15 5,34 1,83 ,55
7 2,60 A4 14 2,18 51 ,16
Des tip: Desviacion tipica de la media

E tip: Error tipico



Anexo 8. Estadisticos descriptivos de la evaluacion de la motilidad espermatica y sus
diferentes parametros segun dia de almacenamiento.

MOVILIDAD VCL
Dias Verracos jovenes Verracos maduros Verracos jovenes Verracos maduros
Media |Des tip |E tip | Media|Destip |E tip |Media[Des tip |E tip [ Media|Des tip |E tip
0 65,06| 18,90 |845| 67,85 838 |342[3990| 596 [2,67]4213] 681 |2,78
1 6598| 9,30 |4,16| 56,33| 9,85 |4,02[42,70| 589 |[2,63]| 44,45| 4,74 |1,93
2 54,70 | 10,09 | 5,04 | 43,78 8,19 |3,66(4283| 7,17 [3,58]| 41,88| 5,05 |2,06
3 50,38 | 14,37 | 6,43 | 36,83| 11,86 | 4,84(40,38| 991 [4,43]|4466| 7,72 |3,45
4 47,16 | 12,45 | 557 | 21,85| 7,18 [2,93]40,62| 9,66 |4,32| 39,87 10,33 | 4,22
7 19,62 | 7,72 |3,45]| 1564| 3,27 |1,46|42,74| 14,20 | 6,35 36,10| 7,49 |3,35
Des tip: Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico
VSL VAP
Dias Verracos jovenes Verracos maduros Verracos jovenes Verracos maduros
Media |Des tip |E tip | Media|Destip |E tip | Media[Des tip |E tip [ Media|Des tip |E tip
0 20,08| 3,06 |137]|2122| 343 |140(2786| 2,84 [127]2937| 414 |1,69
1 20,28 | 4,04 |1,81| 1840 2,78 |1,14|28,74| 554 [248]| 27,42| 3,21 |1,31
2 1930| 4,36 [2,18] 16,77 2,29 | 94 |27,83| 4,39 |2,19| 25,10| 2,44 |1,00
3 1746 | 392 [1,76]13,88] 3,26 |1,46|2540| 4,29 |192| 23,74| 322 |1/44
4 17,16 | 3,82 [1,71]12,08] 223 | 91 |2490| 3,87 |1,73| 21,72| 4,06 | 1,66
7 11,02| 161 | ,72 |1192] 162 | ,72 |2186| 4,25 [190( 21,52] 150 | ,67
Des tip: Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico
LIN STR
Dias Verracos jovenes Verracos maduros Verracos jovenes Verracos maduros
Media |Des tip |E tip | Media|Destip |E tip |Media[Des tip |E tip [ Media|Des tip |E tip
0 51,34| 10,94 |14,89| 50,98 9,22 |3,77|7198| 6,71 [3,00] 72,20] 5,28 |2,16
1 4752 | 691 |3,09| 4155 6,24 [255|70,46| 4,07 |1,82]| 66,87 3,58 |[1,46
2 46,05 | 12,73 | 6,36 | 40,65| 8,52 [3,48|69,25| 10,02 |5,01| 66,78 6,11 |[2,49
3 4494 | 12,05 | 539 31,76] 9,20 [4,12|68,76| 8,42 |3,77] 58,60( 12,19 [5/45
4 43,88 | 13,31 |595| 31,42 7,85 [3,20]68,86| 10,29 | 4,60| 56,40( 10,48 | 4,28
7 27,10| 6,33 |2,83]| 33,72 642 |287|51,10| 7,10 [3,17| 55,06| 5,28 | 2,36
Des tip: Desviacion tipica de la media
E tip: Error tipico
ALH BCF
Dias Verracos jovenes Verracos maduros Verracos jovenes Verracos maduros
Media |Des tip [E tip [ Media[Destip |E tip | Media|Des tip |E tip | Media[Des tip |E tip
0 1,98 ,26 12 2,10] ,28 11 | 6,62 A7 21 6,63| ,37 ,15
1 2,14 ,30 14 2,30] 13 ,05 | 6,70 43 ,19 6,63| ,50 21
2 2,15 24 12 2,22 23 ,09 | 6,63 25 13 6,33 ,36 ,15
3 2,08 ,29 ,13 2,28| ,26 12 16,34 | 1,18 | 53 548| 1,34 | ,60
4 2,08 ,38 17 2,12] 63 26 | 6,46 ,98 44 4,40 191 | 78
7 2,78 ,53 24 242 29 13 | 2,30 49 22 2,06| 54 24
Des tip: Desviacion tipica de la media

E tip:

Error tipico




