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Dentro de la ganaderia, el sector porcino en Espafia es el mas importante, ocupando el
segundo puesto a nivel europeo en produccidén porcina, por lo tanto podemos considerar a este
sector de gran importancia en la economia espafiola, por lo que cualquier medida que suponga una

mejoria en la produccion de este sector es de gran relevancia.

Segtin datos del MMARM, el subsector porcino en Espafia supone el 34% de la produccion
ganadera final y el 12% de la produccion agraria final, que suman 25 millones de animales (tabla
1), de los cuales un porcentaje considerable se destinan a la industria de transformacion, como son
mataderos industriales, secaderos de jamones, elaboracion de embutidos, entre otros (MMARM.

Estadistica Noviembre, 2009).

Tabla 1. Censo del Ganado Porcino en Espaiia. (MMARM. Estadistica Noviembre, 2009)

Resultados encuesta
Ganado porcino Noviembre 2009
Total de animales 25.342.606
Lechones 6.591.179
Cerdos de 20 a 49 kg 5.314.091
Total Cerdos de cebo 10.944.740
Cebo de 50 a79 kg 4.748.555
Cebo de 80 a 109 kg 4.868.915
Cebo mas de 109 kg 1.327.271
Verracos 52.638
Total cerdas reproductoras 2.439.958
Cerdas nunca cubiertas 190.322
Cerdas cubiertas 1* vez 220.407
Cerdas cubiertas mas veces 1.460.072
Cerdas criando o reposo 569.157

La produccion porcina es principalmente intensiva y se basa en puntos basicos como:
manejo, alimentacion, genética, sanidad y reproduccion; en cuanto a este Ultimo punto, que es de
interés en nuestro trabajo, debemos decir que, mas del 80% de las hembras reproductoras fueron
inseminadas con semen conservado fresco o en refrigeracion (Gadea, 2004), en este sector la
utilizacion del semen criopreservado, no presenta el mismo grado de aplicacion que se puede ver en

el sector bovino, donde la inseminacioén con semen descongelado brinda altos rendimientos, puesto
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que en el caso de la especie porcina el rendimiento de la inseminacion con semen criopreservado se
encuentra por debajo de la obtenida con semen fresco/refrigerado, por lo que la preferencia se ha

decantado hacia este ultimo.

Cuando se realiza la inseminacion artificial (IA) con semen criopreservado los
rendimientos se encuentran alrededor del 50% de partos y una prolificidad de 7 lechones por
camada (Johnson et al., 2000), lo que anula el resto de beneficios del empleo de la congelacion
como medio de almacenamiento, no siendo asi en el caso de realizar la IA con semen
fresco/refrigerado pues con esta técnica se han obtenido resultados equiparables o superiores a los

obtenidos con la monta natural (Colenbrander et al., 1993)

Aunque de momento la utilizacién de semen descongelado en la produccion intensiva no es
generalizada, se sigue con la investigacion en el area de la congelacion del semen porcino, no solo
para mejorar las lineas genéticas, también para poder incluir esta técnica en la produccion porcina

intensiva.

La utilizacién de la IA con semen refrigerado se ha extendido gracias al desarrollo de
diluyentes que permiten la conservacion del semen con excelentes resultados. Pero su principal

limitacion radica en la vida 1til del semen que varia entre 2-5 dias.

A pesar de los resultados obtenidos en la IA con semen refrigerado, el uso de semen

descongelado presenta algunas ventajas en comparacion al semen refrigerado (Gadea, 2004):

v" El intercambio de material genético a larga distancia y durante un periodo muy largo (afios).

v" La creacion de bancos genéticos. De evidente interés en el caso de la conservacion de razas
en peligro de extincion y de grandes posibilidades para la conservacion de lineas o estirpes

de especial interés.

Todas las células vivas producen bajo condiciones aerdbicas sustancias reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en ingles), las cuales se originan principalmente de funciones metabdlicas
normales de la misma célula (Brouwers et al., 2005). Las células espermaticas de los mamiferos

presentan en su estructura acidos grasos poliinsaturados (AGP), especialmente la raza porcina
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contiene un gran numero de ellos, y debido a que los lipidos de los espermatozoides son el sustrato
principal de los ROS, son los espermatozoides de esta especie especialmente sensibles a la

peroxidacion lipidica (PL) (Dorota y Maciej, 2004).

La alta concentracion de AGP en la membrana plasmatica de los espermatozoides y el
pequefio tamafio de su citoplasma favorecen la produccion de ROS, perjudicando el correcto
funcionamiento de la célula espermatica, funciones tales como movilidad y vitalidad, con su
consecuente pérdida de la capacidad de fusion esperma-ovocito (Saezet et al., 1998; Castillo et al.,
2001; Alvarez, 2006). Los ROS inducen peroxidacion de AGP eterificados a fosfolipidos de
membrana, lo cual produce alteraciones en la permeabilidad del plasmalema, es decir, provoca la
aparicion de puntos en la membrana (orificios), lo que conduce a una pérdida de la vitalidad y

movilidad.

Los procesos de refrigeracion y congelacion producen alteraciones de caracter fisico y
quimico sobre las membranas de los espermatozoides, teniendo como consecuencia la reduccion de
la viabilidad celular y por lo tanto de su capacidad fecundante. Las alteraciones producidas por el
descenso de temperatura estan asociadas con el llamado estrés oxidativo, que se genera por la

accion de los ROS.

Sin embargo en los ultimos afios se ha hecho un gran esfuerzo para mejorar la fertilidad del
semen descongelado utilizado en la IA, obteniéndose a nivel experimental resultados muy
prometedores, que suponen porcentajes de partos del 70% (Eriksson et al., 2002; Sellés et al., 2003;
Roca et al., 2003; Bolarin et al., 2006). En cualquier caso, se debe desterrar la idea muy difundida
entre el sector que afirma que los espermatozoides porcinos no se pueden congelar de forma

adecuada y su uso no permite unos rendimientos reproductivos aceptables.

La conservacion de semen fresco y refrigerado con la finalidad de realizar IA es la técnica
mas empleada, aunque esta técnica de conservacion y como se ha mencionado anteriormente
también presenta algunas limitaciones, en este trabajo hemos considerado que una de las principales
limitaciones es el tiempo de vida 1til de las dosis seminales, siendo esta de 5 dias en el centro de

produccion donde hemos realizado nuestro trabajo (CENTROTEC), dicha caducidad esta



1. Introduccion y Objetivos

condicionada por la produccion de ROS, debida al inevitable proceso del metabolismo de los

espermatozoides.

Por tal motivo y por lo que hemos mencionado anteriormente, nos hemos planteado en

nuestro trabajo de Tesis Doctoral, cuantificar la presencia de peroxidacion lipidica en el semen de

verraco y controlar sus efectos sobre €I, por lo cual empleamos un andlogo de la vitamina E y

glutation reducido (GSH), tanto en la elaboracion de dosis seminales refrigeradas a 15°C, como en

la criopreservacion del semen de verraco para disminuir el deterioro que ambos procesos provocan

a las células espermaticas.

Por lo antes mencionado nos hemos planteado en este trabajo de investigacion los siguientes

OBJETIVOS:

Primero:

Segundo:

Tercero:

Estudiar la evolucion de la peroxidacion lipidica del semen refrigerado de
verraco conservado a 15°C durante 7 dias, asi como del semen criopreservado
una vez descongelado y sometido a un test de termorresistencia durante 4
mediante la cuantificacion del Malondialdehido (MDA) a través de la técnica

de sustancia reactivas del acido Tiobarbiturico (TBARS).

Evaluar el efecto de dos antioxidantes no enzimaticos (a-tocoferol y glutation
reducido), sobre el control de la peroxidacion lipidica tanto en el semen

refrigerado como criopreservado de verraco.

Valorar si el control de la peroxidacion lipidica de los antioxidantes sefialados,
a dosis de 200 uM para al a-tocoferol, y 5 mM para el glutation reducido,
afiadidos, respectivamente, en el diluyente utilizado en la preparacion de dosis
seminales de verraco refrigeradas a 15°C, o bien en el diluyente de
refrigeracion, en el caso del semen criopreservado, produce algin efecto sobre
la calidad espermatica, objetivo que llevaremos a cabo mediante el estudio los

siguientes parametros de calidad seminal:
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Integridad de la membrana, mediante microscopia de fluorescencia.
Integridad del acrosoma, mediante microscopia de contraste de fase positivo.

Movilidad total y pardmetros cinéticos, ambos medidos mediante la utilizacion de
un programa informatico (CASA), que valora el porcentaje de la movilidad total,
asi como los siguientes parametros cinéticos: Velocidad curvilinea (VCL),
Velocidad lineal (VSL), Velocidad media (VAP), Indice de linealidad (LIN),
Indice de rectitud (STR), Indice de oscilacion (WOB),  Amplitud de
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y Frecuencia de batido flagelar

(BFC).
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2.1 TRACTO REPRODUCTIVO DEL MACHO.
2.1.1 Testiculo.

Es el o6rgano encargado de las dos funciones fundamentales en el proceso reproductivo;
sintesis y secrecion de hormonas (estereidogénesis), funcion realizada en el seno del tejido
conjuntivo intersticial (glandula diastematica), y la producciéon de espermatozoides
(espermatogénesis), proceso que se lleva a cabo en el interior del epitelio de los tubulos
seminiferos, a pesar de ser compartimentos anatomicos distintos se interrelacionan entre si (Hafez,

2002).

El tejido conjuntivo intersticial situado entre los tibulos seminiferos en los testiculos, se
encuentra formado por macréfagos, linfocitos, vasos sanguineos, tejido conjuntivo, vasos linfaticos
y distintos tipos de células entre los cuales destacan las células de Leydig, las cuales presentan una
forma poliédrica y se agrupan en pequefios ctimulos o islotes distribuidos por todo el tejido
intertubular (cuyo conjunto se denomina gldndula diastematica testicular), estas células tienen
capacidad de producir hormonas de caracter esteroide y no esteroide, dentro de las hormonas
producidas, las que destacan por su importancia reproductiva son la testosterona y la 5-o-
dihidrotestosterona, cuyas funciones son la de permitir la diferenciacion sexual, control de la
produccion de gametos (especialmente en la espermatohistogénesis), y el mantenimiento de la

homeostasis endocrina del macho (Skinner, 1991; Hedger y Meinhardt, 2003; Tejerina, 2007).

El epitelio de los tibulos seminiferos, esta formado por dos tipos de células, las células de
Sertoli y las células de la linea germinal, las células de Sertoli son de gran tamafio, poseen una
cantidad elevada de reticulo endoplasmico liso, en su porcion apical cilindrica presenta un sistema
complejo de delgadas prolongaciones que rodean a la célula germinal, y ocupan los intersticios que
hay entre ellas. Este tipo de células, tienen como funciones la nutricion, aislamiento de la
circulacion general (barrera hematotesticular), y el apoyo estructural a las células germinales para
favorecer su proliferacion, desarrollo y diferenciacion; también ayudan al movimiento de las células
germinales dentro del tibulo seminifero y la liberacion de los espermatozoides a la luz del tibulo

seminifero (espermiacion) (Skinner 1991; Hedger and Meinhardt, 2003; Bernal, 2009).
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Las células germinales se multiplican en el epitelio germinal, llevan a cabo divisiones
celulares y terminan transformandose en espermatozoides, se encuentran ordenadas en una serie de
estados bien definidos, dicha secuencia de estados de denomina “ciclo del epitelio seminifero”, en
el caso del verraco, éste ciclo tiene una duracion de 8-6 dias, requiriéndose para el desarrollo de la
espermatogénesis un total de 4 ciclos, cuya duracion total es de 34 dias, estas células poseen
capacidad de realizar meiosis, lo que las diferencia del resto de las células del organismo, su
diferenciacion es temprana en el embrion y estdn interconectadas por medio de puentes
intercelulares, lo que permite la formacion de grupos celulares en la misma fase de desarrollo

(Swierstra, 1968).

2.1.2 Epididimo.

Es una doble estructura contorneada, que en el varraco tienen una longitud de 54 m y al
igual que todas las especies de mamiferos, se divide en tres porciones anatdmicas; cabeza, cuerpo y
cola. La cabeza, en la que se unen un numero variable de conductos eferentes; el cuerpo, que
presenta forma estrecha, que continia y termina hasta la cauda epididimal, formando la porcién
conocida como cola. El epididimo, estructuralmente estd formado por una capa serosa, una doble
capa muscular lisa longitudinal y circular y una capa epitelial de revestimiento, encontrandose
tejido conectivo laxo entre las distintas capas, siendo el epitelio de epididimo pseudoestratificado
con células de gran tamafio columnares, los espermatozoides acceden a €l a través de los conductos
eferentes donde se produce un proceso de maduracion y almacenamiento, lo cual significa que los
espermatozoides adquieren la movilidad y capacidad de fecundar un ovocito de forma natural

(Wilson et al., 1981; Hafez, 2002).

El fluido de la luz del epididimo contiene diversas proteinas, las cuales son secretadas a lo
largo del conducto; el tipo de proteina, varia dependiendo de la region del epididimo, estas
proteinas son las responsables de los cambios en la membrana y en los patrones de movimiento en
los espermatozoides, también actian como moléculas transportadoras de compuestos liposolubles,
participan en la proteccion de la membrana del espermatozoide, inducen el movimiento progresivo
de los espermatozoides, evitan su aglutinacion y aumenta su capacidad fecundante tanto in vitro
como in Vivo, toda esta funcion secretora es dependiente de las hormonas esteroides, secretadas por

las células de Leydig (Testosterona y 5-a-dihidrotestosterona) (Cooper, 1998).

11



2. Revision Bibliogréfica

2.1.3 Pene.

El pene del cerdo sexualmente activo, tiene una longitud de 50-75 cm. y 2 cm. de didmetro.
En su extremo presenta un giro en forma de sacacorchos. Dos musculos retractores se unen a la
parte ventral anterior de la flexién sigmoidea, en el caso del cerdo, su tamafio es grande, estos
musculos son capaces de controlar la longitud del pene, por la accion que ejercen en el pliegue

sigmoideo (Wilson et al., 1981).

Prepucio. Se puede dividir en dos porciones, la porcion peneana y la prepeneana. En el caso del
verraco, el prepucio consta de un pequeiio vestibulo con un orificio externo estrecho, y se observa
un gran diverticulo dorsal en el que se acumulan orina y material de desecho epiteliales, cuya

presencia es causa de contaminacion al momento de la obtencion del eyaculado.

2.1.4 Glandulas Anejas.

2.1.4.1 Glandulas bulbouretrales. Son glandulas pares se localizan dorsalmente a la uretra, en la
porcion posterior a la glandula prostatica, rodeadas por el musculo isquioglandular. En el eyaculado
la secrecion de estas glandulas representa el 15-30% del total, la secrecion es de naturaleza viscosa
y con aspecto gelatinoso, la principal funcién atribuida es la de ocluir el cérvix para evitar el reflujo

del semen (Cérdova et al., 2007).

2.1.4.2 Glandula prostéatica. Su secrecion contiene acido citrico, fosfatasa acida y fibrinolisina, el
compuesto que destaca en la secrecion de la glandula prostatica es el acido citrico, ya que es el
responsable del mantenimiento del equilibrio osmético, activa la fosfatasa acida, favorece la de los
espermatozoides con ayuda de iones de sodio y potasio, debido al caracter alcalino de su secrecion
neutraliza el plasma seminal que tiende a acidificarse debido a la acumulacion de dioxido de
carbono metabdlico y lactato, inicia los movimientos activos de los espermatozoides y ayuda a la

neutralizacion del pH vaginal.

La glandula prostatica estd compuesta por un niimero variable de glandulas tubuloalveolares
individuales derivadas del epitelio de la uretra pélvica, se distinguen dos porciones una interna (par

disseminata prostatae) o diseminada bien desarrollada que rodea la uretra pelviana y una externa
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en forma de placa (corpus prostatae) (Wrobel y Dellmann, 1993). Es responsable también de la
secrecion de zinc en forma de iones libres y unidos a proteinas, dentro de las funciones que se le
atribuyen, estan la estabilidad de la membrana plasmatica y de la cromatina nuclear, tienen relacion
con el contenido proteico en el plasma seminal, la presencia de zinc se ha relacionado con el
consumo de oxigeno por los espermatozoides y su movimiento, ya que se ha visto que en
concentraciones bajas la calidad seminal se ve disminuida (Saiz y Marigorta, 2003; Coérdova et al.,

2007).

2.1.4.3 Vesiculas seminales. Son dos glandulas pares, compuestas, tubuloalveolares, su conducto
de secrecion y el conducto eferente comparten un conducto eyaculatorio comin que se abre a la
uretra, su secrecion presenta un color blanco o amarillento de consistencia gelatinosa. También
denominadas como glandulas seminales ubicadas dorsalmente a la uretra y proximas a su
nacimiento. La secrecion de esta glandula representa el componente mayoritario del semen del
verraco, la secrecion funciona como fuente de energia para los espermatozoides ya que es rica en
fructosa y monosacaridos, sobre todo en condiciones anaerobias, guarda relacion con la movilidad
inicial de los espermatozoides, hay presencia también de diversos aminoacidos, acido citrico,
inhibidores de la acrosina y un elevado contenido de ergotioneina e inositol (Wrobel y Dellmann,

1993; Hafez, 2002; Strzezek, 2002; Rodriguez-Martinez, 2003a)
Las proteinas segregadas por la glandula seminal representan el 80-90% del total de las

proteinas presentes en el semen, cumplen diversas funciones como la de cubrir y proteger la

superficie de los espermatozoides y aumentar la movilidad (Moore y Hibbit, 1977; Strzezek, 2002).
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Figura 1. Vista sagital del aparato reproductor del verraco. (Tejerina, 2007).
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2.2 Espermatozoide.

El espermatozoide es una célula haploide, que contiene el 50% de informacidon genética
necesaria para la formacion de un nuevo individuo, dicha informacion procede del padre. Para su

formacion es necesario un proceso que se describe a continuacion.

2.2.1 Espermatogenesis. A partir de los gonocitos primordiales, los cuales son células germinales
que producen espermatogonias, las cuales, dentro de este proceso y en el epitelio de los tubulos
seminiferos, sufren una seria de trasformaciones que culminan con la formacion de los

espermatozoides.
Existe una fase denominada “Fase proliferativa”, en la cual las espermatogonias que son

células diploides, entran en meiosis que tendra como resultando la produccidon de generaciones de

células cada vez mas especializadas, llamadas espermatozoides.
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2.2.1.1 Division Celular. Los espermatocitos primarios, son los que sufren la primera division

meiodtica, cuyas etapas se describen brevemente a continuacion:

Profase. Es en la primera parte de esta etapa, en la que se produce la replicacion del ADN, se
produce la formacion de quiasmas entre los cromosomas duplicados y es aqui en donde se lleva a

cabo el intercambio de informacién genética.

Metafase. En esta etapa, se produce la alineacion de los cromosomas en el ecuador de la célula y se

fijan al huso acrosémico, previamente a esto se lleva a cabo la disolucion de la membrana nuclear.

Anafase. Los cromosomas homologos, migran hacia el extremo de las células, los centromeros

permanecen intactos.

Telofase. En esta etapa, los cromosomas completan su migracion hacia los polos de la célula, se
desenrollan y se forma la membrana plasmética de los futuros espermatozoides. Hasta este punto,
las células hijas resultantes, se denominan espermatocitos secundarios, cada cromosoma estd
formado por dos cromatidas; por lo tanto, contienen un nimero haploide de cromosomas, pero su

contenido de ADN es diploide.

La segunda parte de la meiosis, tiene como principal diferencia que como resultado de ella,
las células hijas contiene un numero haploide de cromosomas. A partir de cada espermatocito

secundario se crean dos espermatidas.

2.2.1.2 Espermiogénesis 0 Espermatohistogénesis. Proceso a través del cual las espermatidas
sufren cambios morfoldgicos y maduracion a espermatozoides, dentro de los cambios principales se
distinguen: (figura 3).

e el desarrollo del flagelo

e la transformacion del nucleo

e la formacion del acrosoma

e lareorganizacion de los organulos y del citoplasma

Al final se produce la espermiacion, que es el proceso de liberacion de los espermatozoides

a la luz de los tabulos seminiferos.
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2.2.2 Morfologia del espermatozoide. Los espermatozoides morfologicamente normales, son
aquellos donde se puede distinguir tres regiones principales con dimensiones determinadas que a

continuacion se describen:

2.2.2.1 Cabeza. Oval y plana, en la que con ayuda de microscopia éptica, se aprecian una region
acrosdmica, una postacrosémica y un segmento ecuatorial. Con una longitud de 7.4+0.5um y con
un diametro 3.7+0.4um (Gonzalez-Urdiales et al., 2006). Se pueden distinguir también una pequefia
cantidad de estructuras citoesqueléticas y un pequefio citoplasma. En esta estructura anatomica, se
pueden distinguir el nicleo, la zona acrosomal con su porcion apical (Quintero-Moreno, 2003).

(figura 2).

En la cabeza, se encuentra el nucleo que contiene la informacion genética, el nimero de
cromosomas es haploide, contiene nucleoproteinas relativamente pequefias, ricas en arginina y
cisteina, la cromatina esta tan condensada que no se puede replicar, éste empaquetamiento es
necesario para la proteccion del material genético (ADN), durante el almacenamiento en el
epididimo o durante el transito por el aparato reproductor de la hembra (Evenson et al., 2002); el
proceso de condensacién/descondensacion de la cromatina es muy importante, ya que si no se
realiza de manera correcta, pueden aparecer problemas como lesiones al ADN, en el caso de que se
lleve a cabo una condensacion deficiente, las lesiones se producen al quedar expuesto el ADN a
agentes fisicos o quimicos, mientras que hipercondensacion provoca el retardo en la formacion del
prontcleo masculino después de la penetracion del ovocito, lo que puede conducir a subdesarrollo

y/o muerte embrionaria precoz (Pasteur et al., 1991; Hingst et al., 1995; Tejerina, 2007).

Dentro de la cabeza del espermatozoide, podemos distinguir una estructura llamada
acrosoma, que se forma durante la espermatogénesis a partir del aparato de Golgi de las
espermatidas (Figura 3), es una vesicula intracelular que cubre la parte anterior del nucleo, consta
de dos membranas una externa y una interna. Su importancia se aprecia durante la reaccion
acrosomica, ya que durante dicho proceso, la membrana plasmadtica y acrosomal externa del
espermatozoide, se unen dejando libre el contenido acrosomal, constituido principalmente por
enzimas hidroliticas siendo las mas destacadas desde el punto funcional, la acrosina y la
hialuronidasa, que permiten la penetracion de la zona pelucida del ovocito. La acrosina, es una

proteasa que se encuentra en el acrosoma en forma de proacrosina, es una isoenzima especifica del
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espermatozoide, la cual se convierte a su forma activa durante la reaccion acrosomal, la
hialuronidasa es una glicosidasa y parece ser una enzima especifica del espermatozoide, ya que

difiere de la forma comun de la hialuronidasa lisosomal de las células somaticas (Tejerina, 2007).

Figura 2. Vista dorsal (A) y corte sagital (B) de la cabeza espermatica. (Hafez 2002).
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2.2.2.2 Cuello. Une la cabeza con la cola, tiene una longitud de 10,7+0,2 um y un diametro de 0,8
um. Sus componentes principales son: el capitulo, las columnas estriadas, la placa basal y el anillo
posterior, estas estructuras estdn alineadas con el centriolo, estructura desde la que nacen los
microtubulos y fibras que dan forma a la cola o flagelo (Lindemann y Kanous, 1989). Contiene
mitocondrias enrolladas alrededor de las fibras densas, envolviendo el axonema, formando el
reticulo submitocondrial, por lo que constituye el almacén de energia para el espermatozoide.
Dentro de la pieza intermedia y extendiéndose hasta el segmento principal de la cola, se encuentran
las fibras densas externas, se sitian rodeando el complejo del axonema en numero de 9 en la pieza
intermedia y de 7 en el segmento principal de la cola, se encuentran compuestas por proteinas tipo
queratina, ricas en cisteina que presentan grupos sulfidrilo (-SH), lo que lleva a formacion de

muchos puentes disulfuros (-S-S-) (Cooper, 1986).
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2.2.2.3. Cola o flagelo. Es la ultima porcion del espermatozoide, cuenta con una longitud de
29,1+1.4 um formado por el segmento principal que tiene una longitud de 26,6 pm y un didmetro

de 0,4 um y segmento terminal.

Recorriendo la parte central de toda la cola y estrechamente asociada a las fibras densas, se
encuentra el axonema siguiendo una estructura de “9+2” denominada de esta forma debido a que
estd compuesta de una pareja de de microtibulos centrales denominados C1 y C2, rodeados por
nueve pares (dobletes) de microtibulos periféricos, estando conectados los microtibulos C1 y C2 a
cada microtubulo periférico A, mediante unas estructuras llamadas radios. Cada doblete estd
constituido por un microtibulo A completo unido a un microtubulo B incompleto. De cada
microtubulo A, nacen dos brazos de dineina uno interno y otro externo hacia el microtubulo B del
siguiente doblete, la dineina tiene la caracteristica de presentar actividad de ATPasa, lo que
significa, que es la encargada de hidrolizar ATP, liberando la energia que sera utilizada para el
movimiento de la cola. Los microtibulos estan formados por proteinas estructurales denominadas o

y B Tubulina (Tejerina, 2007).

La presencia de elementos semirrigidos, otorgan direccionalidad y flexibilidad al
movimiento flagelar (Gagnon, 1995), permitiendo que la cola presente un movimiento rotacional y
eliptico, dicho movimiento se transmite a la cabeza del espermatozoide por medio del cuello. Este
movimiento subsidiario de la cabeza, es lo que otorga en ultima instancia el movimiento progresivo

al espermatozoide (Mortimer, 2000).

El proceso que desencadena el movimiento, desde el punto de vista molecular, se inicia
cuando los brazos de dineina sufren una fosforilacion, hidrolizando ATP y liberando energia, esta
energia liberada permite que los brazos de dineina interactiien con el microtibulo B del par de
microtibulos adyacente generando asi el deslizamiento de un par de microtubulos sobre otro.
Debido a que el axonema estd adherido a la base de la cabeza del espermatozoide, esta fuerza
deslizante se transforma en un movimiento ondulante de la cola. La desfosforilacion de la dineina
por la calcineurina, que es una fosfatasa dependiente de calmodulina, permite la liberacion del
microtibulo al que se habia unido por efecto de la fosforilacion, de esta forma el axonema vuelve a
su posicion inicial y comienza a doblarse en direccion contraria. Por lo tanto, para que exista un

movimiento ondulatorio se necesita de la fosforilacion y desfosforilacion, la activacion y
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desactivacion de la dineina de manera asincronica a lo largo del axonema (Turner, 2003). La
movilidad espermatica necesita de ATP para poder realizarse, hay estudios que revelan que no solo
es necesario el aporte de energia proveniente de las mitocondrias, sino que también se ven
involucrados mecanismos no oxidativos a partir de la glucosa (Westhoff et al., 1997; Williams et
al., 2001; Turner, 2006). En la movilidad de los espermatozoides estan involucradas, aun si
conocer del todo el proceso, la via intracelular del AMPc/PKA y la fosforilacion de proteinas

también los iones HCOs" y Ca*" (Aparicio, 2006).

Figura 3. Espermiogénesis o Espermatohistogénesis.

Aparato de Golgi
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2.2.2.4. Membrana Citoplasmatica.

Se encuentra divida en regiones muy bien definidas que cuentan con funciones y
composicion distinta, de esta manera, en la cabeza, podemos distinguir tres regiones: marginal,
principal y ecuatorial, en cuanto a la cola, esta seccion podemos distinguir un dominio que cubre la
hélice mitocondrial y otro que va desde la pieza intermedia hasta el extremo de la cola (Tejerina

2007).

De manera general, la membrana citoplasmatica, esta constituida por tres capas: una bicapa
lipidica, una interfase de fosfolipidos y agua, y un glicocalix, dentro de los cuales, los principales
lipidos son fosfolipidos y el colesterol; los fosfolipidos que destacan, son la fosfatidilcolina, la
fosfatidiletanolamina, la esfingomielina, la cardiolipina y pequefias cantidades de fosfatidilserina y
fosfatidilinositol (Nolan y Hammerstedt, 1997) (figura 4). El colesterol, junto con las proteinas
integrales funcionan como estabilizador de la membrana, y la relacion de los fosfolipidos con el
colesterol determinara la fluidez de la membrana, siendo su relacion molar en el caso del verraco
0.20 mOms/kg, la proporcion de colesterol no es constante en toda la membrana siendo mayor su
concentracion en la region del acrosoma (Lopez y de Souza, 1991). La concentracién de proteinas
en la membrana plasmatica, es mucho mas alta en comparaciéon a las células somaticas, su
disposicion en la membrana puede ser ya sea integradas en la misma, es decir, atravesando por
completo la membrana citoplasmatica o integradas o unidas a ella de forma covalente siendo su
anclaje las proteinas integrales, dentro de sus funciones, estd la de ser canales de paso de distintas
sustancias, enzimas, receptores, o funciones de transporte (Dostalova et al., 1994; Dobrinsky,

1997).

La proteccion mas externa del espermatozoide, esta constituida por el glicocalix, que se
encuentra formado por oligosacaridos, que se unen covaléntemente a la membrana a través sus
proteinas y lipidos, protegiendo asi, a la celula de posibles dafios causados por agentes fisico y/o
quimicos; también puede jugar un papel en la interaccion con otras células, de esta manera, se
constituye la porcion mas externa de la membrana plasmatica de los espermatozoides (Hammerstedt

etal., 1990).
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Figura 4. Estructura de la Membrana plasmatica. (Edidin, 2003).

Proteinas )
7 Glicidos

Balsas
de Glucides

lipides Proteinas

P

Balsa
de
lipidos

\ 4
Esflngalipld oS e

Ca?jinas \|' !)] ! @ w
[ _rwmm']rr.l&'J il

grasos
Colesterol

sopid)|04S0g0d 200 S

JIN AR
it mll’ﬁﬁ‘llf_ll*n|.'\*|ml_‘r|ﬁ||\‘|]|*m\uk|h’|§1

Proteinas

21



2. Revision Bibliogréfica

2.4 REFRIGERACION DEL SEMEN.
2.4.1 Antecedentes.

La finalidad de conservar el semen refrigerado, es la creacion de dosis comerciales
destinadas a la inseminacion artificial (IA); fue iniciada por Ivanow en Rusia a principios del siglo
XX (Sanchez, 2006), en la década de los 30’se desarrolla su uso en las granjas estatales rusas
(Milovanow, 1938); en los anos siguientes se fue extendiendo a otros paises como EEUU
(Mckenzie, 1931) y Japén (Ito et al., 1948), reintroducida en el sector porcino en el Reino Unido
gracias a los trabajos de Chris Polge (1956), ya que las ventajas que esta técnica presentaba era la
de mejor aprovechamiento del potencial genético de los mejores verracos en un amplio numero de

reproductoras, facilitando la mejora genética.

El desarrollo y amplia aplicacidon a nivel comercial de la IA, se produce a partir de los afios
80’, cuando se estandarizan los protocolos de inseminacion (revisado por Reed, 1985; Crabo, 1991;
Johnson et al., 2000), la aplicacion de la inseminacion artificial se realiza en todo el mundo
desarrollado , aunque el grado de utilizacion varia dependiendo el pais, alcanzando porcentajes de
hasta el 80% en algunos paises de la comunidad europea como Holanda, Francia, Alemania,
Espafia, Noruega, Finlandia entre otros; actualmente, en el mundo el 99% de las inseminaciones

artificiales se realizan con semen conservado a 15-20°C (Johnson, 2000).

El desarrollo de IA porcina, radica fundamentalmente en la obtencion de una metodologia
simplificada y rentable para el ganadero. Seglin se ha avanzado en su utilizacion se han conseguido
mejoras en los materiales empleados, con esquemas de trabajo que permiten la produccién de un

gran numero de dosis con una buena calidad (Sanchez, 2006).

Para la conservacion y mantenimiento de las dosis seminales estd ampliamente establecido
la utilizacion de la refrigeracion a 15°C de los espermatozoides previamente diluidos en un
diluyente de conservacion (Althouse, 1997; Althouse et al., 1998; Dubé et al., 2004) y con
temperaturas inferiores a 15°C, no se han obtenido buenos resultados en la inseminacion (Cisale et

al., 2001).
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En los comienzos de la técnica, se lleg6 a emplear la refrigeracion a 5°C que necesitaba la
utilizacion de diluyentes con crioprotectores, lo que complicaba la técnica (Sanchez, 2006). El
inconveniente que presenta la conservacion a dichas temperaturas moderadamente bajas, es que se
limita la capacidad de almacenamiento, por una parte, porque no se puede reducir el metabolismo
celular a niveles mas favorables para la misma célula, y por otro lado, no se pueden controlar las
condiciones microbiologicas con la misma efectividad que se consigue con la conservacion a

temperaturas inferiores a 5°C (Gadea, 2004).

Las caracteristicas particulares que presenta el espermatozoide de verraco hace que sea muy
sensible al shock por frio (termino descrito en la seccion de criopreservacion del semen), cuando se
reduce la temperatura por debajo de 15°C, los movimientos laterales de los fosfolipidos que
componen la membrana se ven reducidos y se producen separaciones de fases lipidicas, dicha
situacion se asocia a alteraciones irreversibles en las proteinas de las membranas. Lo que hace que
se altere la funcionalidad de la membrana espermatica y que la integridad de la celula se vea

comprometida (Sanchez, 2006).

Se ha reportado una serie de resultados que indican la importancia de la temperatura del
semen sobre la respuesta reproductiva de la cerda, Tonieto et al. (2003), sefalan como uso comun,
del semen conservado entre 15-18°C, hasta el tercer dia después de haber preparado las dosis
seminales. Johnson et al. (2000), sefialan que el semen utilizado en la inseminacion artificial debe
ser conservado a una temperatura de 15°C. Fuentes (2000), recomiendan inseminar a las cerdas
con semen conservado por 12-48 horas a una temperatura de 17-18°C para alcanzar los mas altos

porcentajes de concepcidn y buen tamafio de la camada.

Segun Sanchez (2006) para obtener una buena conservacion en refrigeracion se deben tener
en cuenta los siguientes factores que determinan la viabilidad durante su manipulacion y

conservacion:

La calidad intrinseca del propio eyaculado, depende de la capacidad individual de cada
animal. Se debe tener en cuenta que las frecuentes disminuciones en la calidad seminal de un
animal son producidas por multitud de causas como por ejemplo golpes de calor, procesos

infecciones, mal manejo, malas instalaciones, etc. Que pueden afectar la produccion de
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espermatozoides y alterar bioquimicamente el plasma seminal. Estos procesos con frecuencia hacen

que la capacidad de conservacion se disminuya.

La eleccion adecuada del diluyente de conservacion: para su eleccion es adecuado realizar
pruebas de conservacion que nos garanticen buena viabilidad espermatica segun la metodologia

utilizada en el laboratorio de inseminacion.

Como ultimo factor, se hace mencidén a la correcta manipulacion que se debe hacer del
eyaculado para evitar dafios a los espermatozoides o alteraciones del medio extracelular, para lo
cual es muy importante tener en cuenta la temperatura de manipulacion, el semen no debe sufrir
cambios bruscos de temperatura, cualquier material que se ponga en contacto con el semen debe
estar a la misma temperatura del eyaculado. La bajada de temperatura de 37°C hasta 15°C debe ser
de manera gradual, asi mismo la temperatura de trasporte debe de ser de 15°C. La higiene por
supuesto que es otro punto muy importante, durante toda la manipulacion del semen se debe evitar
cualquier posible contaminacion bioldgica, lo que provocaria dafos a la celula espermatica, un
punto critico es el momento de la recogida del semen por lo que se debe tener especial atencion a
ese momento, por lo tanto todo material que este en contacto con el semen debe estar perfectamente

limpio y esterilizado (Sanchez, 2006).

2.4.2 Medios de conservacion en refrigeracion.

Los medios de conservacion que se usan en la actualidad son fruto de la investigacion de las
necesidades de las células espermaticas y sus condiciones de conservacion a 15°C. Los primeros
que se utilizaron a nivel de granja se usaron en Rusia (Milavanov, 1932), eran soluciones muy
sencillas que no permitian una buena conservacion espermatica, posteriormente y por influencia de
la técnica de IA en la especie bovina, que en esta especie estaba mas desarrollada, se hicieron

modificaciones en los diluyentes utilizados en dicha especie (Polge, 1956).
El primer diluyente utilizado de forma masiva, fue el Kiev desarrollado por Plisko en 1965,

se utilizo en Rusia, proporcionaba una mayor conservacion, este diluyente sirvi6 como base para la

creacion de otros diluyentes como el EDTA, Merck I, Plisko Y Guelp (Sanchez, 2006).
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Posteriormente y como consecuencia de los estudios desarrollados para conseguir diluyentes
de congelacion para el semen de verraco, Pursel y Johnson desarrollaron en 1975, el Beltsville
Thawing Solution (BTS), dicho diluyente con el tiempo fue adaptado para poder utilizarlo en la
refrigeracion de semen, una de sus caracteristicas particulares es la aportacion de una pequefa
cantidad de potasio, que permite mantener la actividad de la bomba-sodio-potasio, evitando su
reduccion intracelular, lo que induce a una disminucién en la movilidad de los espermatozoides
conservados (Alvarez y Storey, 1983; Johnson et al., 1988). A inicios de los 80" se empieza a
aplicar formulas mas complejas, comienzan a incluir elementos que permiten un mayor control de
pH, compuestos que estabilizan la membrana y mantienen mejor la integridad celular, entre estos
hay que destacar diluyentes como el Zorlesco, Modena y el MR-A (Gottardi et al., 1980; Moretti,
1981; Martin-Rillo, 1984). Otra linea de diluyentes de entre los que cabe mencionar, que aportan
macromoléculas que tienen un efecto positivo sobre el acrosoma, se encuentran el Zorpva (Cheng,

1985) y Reading (Revell y Glossop, 1989), pero tienen como inconveniente su alto costo.

En la década de los 90, destaca el diluyente Androhep (Weitze et al., 1990), cuya principal
caracteristica es la incorporacion de albumina sérica bovina (BSA), la adicion de este compuesto en
la diluciéon, compensa la pérdida de proteina e induce una buena movilidad, el inconveniente que

presenta es su coste, y al ser un producto de origen bioldgico su funcionalidad puede ser variable.

La conservacion de semen refrigerado, depende principalmente del diluyente, que
contribuye a la conservacion de las caracteristicas funcionales de la célula espermatica, de esta

manera evita que la capacidad fecundante del espermatozoide se pierda.

A nivel practico, en las condiciones actuales de produccion los diluyentes se han clasificado
en dos grandes grupos, los llamados de corto plazo, los cuales tienen como objetivo la conservacion
de las dosis seminales por 1-3 dias, o aquellos que permiten la conservacion por mas de 4 dias. Los
primeros, se utilizan principalmente en estructuras de distribucion de las dosis seminales a corta
distancia, mientras que en los de largo plazo, se utilizan en situaciones en las que la distancia de la
granja destino sea mucho mayor (Gadea, 2003); ademas, de permitir la realizaciéon de pruebas
diagnosticas antes de ser utilizadas, para detectar posibles amenazas o realizar analisis completos de
la calidad seminal, permite una mejor organizacion de tareas en los centros de recogida seminal y

facilita en gran medida la distribucion de las muestras a las granjas.
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En el area de la produccion porcina la IA con semen refrigerado se ha utilizado con éxito
durante los ultimos afios en la mayoria de los paises desarrollados, demostrado por el alto
porcentaje de su utilizacion, pues el 99% de las dosis destinadas a la IA en la especia porcina son
dosis de semen refrigerado (Johnson et al., 2000), obteniéndose con esta técnica resultados de 83%

de partos, con una prolificidad de 10-11 lechones por camada (Johnson, 1998).

Esta gran diferencia en la utilizacion del semen refrigerado con respecto al semen
criopreservado, se basa tanto en aspectos técnicos como comerciales, pues es sabido, que tanto la
refrigeracion como la congelacion provocan cambios similares en la funcionalidad de la célula
espermatica. El proceso de criopreservacion provoca una mayor disminucion en la capacidad
fecundante frente al proceso de refrigeracion, debido a las grandes alteraciones ultra estructurales
que sufre la célula en el proceso de criopreservacion, sumados a la exposicion a un cambio mucho
mas agresivo de temperatura, ademas de la toxicidad que representan los crioprotectores y a la

formacion y disolucidn de cristales de hielo durante el proceso (Watson, 2000).

Por otro lado se encuentra el factor econdmico, pues el coste de la congelacion de semen es
mas elevado al de la refrigeracion, lo que aumenta finalmente el gasto de la realizacion de la IA. La
combinacion de estos factores puede ser la causa que explica el poco uso que tiene el semen

criopreservado en el manejo rutinario de las granjas porcinas.

A través de la membrana plasmatica, el espermatozoide se comunica con el exterior,
recibiendo sefiales que le guian y estimulos que le conducen hacia la fecundacién. La integridad de
la membrana plasmatica es indispensable para que todos estos procesos tengan lugar. Las
temperaturas extremas producen dafios en otras estructuras del espermatozoide como el acrosoma y
las mitocondrias que dan lugar a pérdida de iones, enzimas, ATP y degeneracion del ADN. Por
todo ello, si pretendemos conservar el semen en dosis comerciales a 15°C, debemos tener en cuenta

los siguientes puntos:

v' Las disminuciones y aumentos de temperatura deben ser graduales.

v" Oscilaciones de temperatura durante la conservacion a 15°C.
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v' Utilizar el medio adecuado para su conservacion a 15°C (diluyente adecuado).

v' Las temperaturas limites son 37°C y 15°C.

Desde que el eyaculado es recogido a 37°C hasta que alcanza los 15°C para su
conservacion y aplicacion, vamos a distinguir fases muy claras en cuanto a los cambios de la

temperatura:

v' Obtencion: el eyaculado se recoge a 37°C en un recipiente a la misma temperatura y se
conserva en ¢l hasta su evaluacion y dilucion. Es aconsejable recoger sobre una cantidad de
diluyente, que estara a 37°C y provoca que el descenso inicial de temperatura sea mas lento.
El periodo comprendido entre la obtencion, la dilucion y el comienzo de la disminucion de
la temperatura debe ser el menor posible. La sala de recogida debe estar a temperatura
adecuada y cerca del laboratorio. Si es necesario salir al exterior se utilizard una nevera de

transporte.

v' Laboratorio: después de su evaluacion, el eyaculado se mezcla con el diluyente elegido que
debe estar previamente preparado y a una temperatura de + 1°C respecto a la del eyaculado.
Para ello tanto el eyaculado como el diluyente estaran colocados en un bafio maria a 35°C.
Una vez diluido, se deja a la temperatura ambiente del laboratorio (20-22°C) durante un
minimo de 2 a 3 horas para que alcance los 20°C gradualmente. Luego se introduce en la

nevera de 15°C.

v" Conservacion: en la nevera de 15°C las dosis seminales permaneceran un periodo de tiempo
que varia segun las necesidades de inseminacion, la calidad del eyaculado y del
diluyente. La temperatura no debe bajar de 15°C, lo que debe ser controlado mediante un

termometro de maxima y minima, colocado en el interior de la nevera de 15°C.
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2.3. CONGELACION DE SEMEN.

2.3.1. Antecedentes.

El punto de partida para la criopreservacion espermatica, tuvo lugar en el afio 1949, cuando
un grupo de investigadores, C. Polge, A. Smith y A. Parkes en Inglaterra, descubrieron las
propiedades crioprotectoras del glicerol en la conservacion de espermatozoides (Polge, 1985). Pero
no seria sino hasta el afio 1956, cuando se realizé la primera congelacion de semen de verraco y fue
hasta el afio 1970, cuanto se constato el éxito de la aplicacion de esta técnica en la reproduccion
porcina (Watson, 1990), al obtener los primeros lechones a partir de espermatozoides
criopreservados tras haber realizado inseminacion quirurgica, efectuada mediante laparotomia

(Polge et al., 1970).

En 1971 en Estados Unidos tres equipos de investigacion (Crabo y Einarson, Graham y
colaborados, y Pursel y Johnson) consiguen las primeras camadas de lechones a partir de semen

criopreservado realizando inseminacion artificial convencional (Hernandez et al., 2006).

En 1975 en Alemania los investigadores Westendorf et al y en Estados Unidos Pursel y
Johnson, establecen los primeros protocolos de criopreservacion especificos para espermatozoides

de verraco, dichos protocolos se han utilizado de manera intensa a nivel comercial.

A partir de la creacion de los protocolos de criopreservacion de espermatozoides de verraco
antes mencionados, se ha producido una profunda evolucioén de los mismos, lo cual ha derivado en
métodos mas optimizados que se reflejan en una mejora en la calidad espermatica
posdescongelacion. Las diferencias mas significativas entre los protocolos clasicos y actuales se han

reflejado en:

Envasado de dosis seminales. Por su poca homogeneidad de congelacion, las macropajuelas de 5 ml

y las pildoras, por su dificultad al momento de su identificacion, han sido reemplazadas por las
pajuelas francesas de 0.25 ml y 0.5 ml o los FlatPack”™, que permiten una homogénea congelacion y

descongelacion.
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Biocongeladores. Han sustituido a los tradicionales contenedores de poliespan, ya que los

biocongeladores permiten la congelacion de un nimero mucho mayor de pajuelas y la congelacion

se realiza de manera mas precisa y homogénea.

Figura 5. Biocongelador conectado al tanque de nitrégeno liquido (izquierda).

Velocidad de congelacion y descongelacion. Hoy en dia, a los protocolos especificos para la

congelacién y descongelacion de espermatozoides de verraco, se han incorporado curvas de
congelacion y velocidades de descongelacion mas precisos, fruto de la investigacion sobre los
cambios fisicos que ocurren en la célula espermética durante el proceso de criopreservacion, lo que

permite tener un protocolo de congelacion y descongelacion para cada tipo de envase utilizado.

2.3.2. Utilizacion del semen congelado.

El semen congelado, se ha utilizado a gran escala en la inseminacion del ganado bovino; sin
embargo, en el ganado porcino, alin es muy limitada; su utilizacién podria ser una alternativa para el
desarrollo y optimizacion de la industria porcina (Colenbrander, 1993; Pelaez et al., 2003; Roca et

al., 2003) (Figura 6).

Un dato que refleja la situacién de la utilizacion del semen criopreservado, frente a la
utilizacion de semen fresco, es un estudio realizado en 1998 (Wagner y Thibier 2000), en donde el
nimero de dosis producidas con semen descongelado fue de 15 900 frente a las 65 millones de
dosis producidas con semen fresco, en el afio de este estudio se atestigud la disminucion que tuvo la
utilizacion de semen descongelado ya que segin Almlid y Hofmo (1996), dos afos antes, la

produccion de dosis con semen criopreservado fue de 21.800 dosis.
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El factor mas limitante en el uso del semen criopreservado, es la diferencia de rendimiento
en comparacion al semen fresco y/o refrigerado. Mientras que con la utilizacion de semen
refrigerado se maneja un porcentaje de fertilidad alrededor del 80% de partos y una prolificidad de
10-11 lechones por camada (Johnson et al., 2000), en el caso del semen descongelado el porcentaje
de partos es en torno al 50% y alrededor de 7 lechones por camada en las mismas condiciones de

campo (Johnson, 1998).

Reed (1985) indic6 otros factores muy importantes por los cuales la utilizacion del semen
fresco se ha impuesto al semen criopreservado, estos son; efecto del verraco en la variacion de la

congelabilidad, mayor coste del procedimiento y lo critico que es el momento de la inseminacion.

Las ventajas que presenta el semen congelado sobre el semen fresco o refrigerado, se basan
en el tiempo de conservacion. Mientras que el semen refrigerado no puede ser almacenado por mas
de 5 dias (Hernandez et al., 2006), ya que pierde significativamente su capacidad fecundante, en
cambio en el caso del semen criopreservado puede permanecer por tiempo indefinido sumergido en
nitrogeno liquido (Coérdova et al., 2004); por lo tanto, el semen congelado permite la importacion y
exportacion de dosis seminales sin el riesgo zoosanitario que implica el trasporte de animales vivos,
fomentando el comercio internacional, de esta manera se consigue la introduccion de material

genético de alto valor.

Con la técnica de criopreservacion del semen de verraco, se logra crear bancos de semen,
como para conservar lineas géticas de gran valor. Otra de las ventajas del semen congelado sobre el
semen fresco es que permite contar con dosis seminales con calidad uniforme a lo largo de todo el

afio (Cordova et al., 2003; Stornelli et al., 2005; Hernandez et al., 2006).

El 60% de las dosis seminales de semen descongelado se producen en Norteamérica, y el
resto en Europa, muchas de esas dosis son exportadas a muchos otros paises (Wagner et al., 2000).
No mas del 1% de las inseminaciones realizadas a nivel mundial usan este tipo de semen y el 99%
de inseminaciones restantes, son realizadas con semen preservado en forma liquida refrigerada

(Saravia et al., 2005; Hernandez et al., 2008).
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Desde ya hace algunos afios y en la actualidad, se estd trabajando en estrategias para
mejorar la viabilidad, fertilidad y prolificidad de las cerdas inseminadas con semen descongelado;
sin embargo, los resultados a nivel de campo, aun presentan ciertas limitantes. Por lo cual, es
necesario seguir trabajando al respecto para mejorar los resultados a nivel de Unidad de Produccion
Animal (Hammitt y Martin, 1989; Fiser y Fairful, 1990; Bwanga, 1991; Berger y Fischerleitner
1992; Fiser et al., 1993; Rodriguez-Martinez, 2003a; b; Roca et al., 2002; Cordova et al., 2003)

Entre los ultimos avances logrados para tratar de hacer mas rentable la utilizacion del semen
criopreservado, destaca el empleo de un catéter especial que permite depositar durante la IA las
células espermaticas mas alla del cuello uterino ( Vazquez et al., 1999; Martinez et al., 2001), con
lo que se incrementan los porcentajes de fertilidad (76-80 %) y prolificidad (9,3-9,5 lechones por
camada), ademas permite reducir el nimero de espermatozoides necesarios para llevar a cabo la
inseminacion, asi, Bolarin et al. (2006) utilizando este método y con sélo 1000 millones de
espermatozoides descongelados por dosis, obtuvieron notables resultados tanto en fertilidad (70 %)
como en prolificidad (9 lechones nacidos vivos). También se han realizado trabajos en lineas de
investigacion, donde se trata de mejorar la sincronizacion del momento de la ovulacién con la
llegada de los espermatozoides al oviducto, motivados por la corta vida fértil que presentan las

células espermaticas (Abad et al., 2006).

Figura 6. Empleo del semen criopreservado en IA en el mundo. (Dominguez et al., 2007).
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2.3.3. Proceso de criopreservacion.

El proceso de criopreservacion de células espermaticas comprende diferentes pasos; adicion
de un diluyente y enfriamiento del semen diluido, adicién de un agente crioprotector y su envasado,
congelacion, inmersion y almacenamiento en nitrogeno liquido (N;), descongelacion e utilizacion in

Vivo o in vitro (Pelaez, 2003).

2.3.4. Efectos de la congelacion y descongelacion sobre el espermatozoide.

La primera vez que se conocid el efecto dafiino que ejerce la disminucion de temperatura a
la que son sometidas las células espermdticas en el proceso de criopreservacion, fue por el
investigador Milovanov en 1932, quien observo que disminuir la temperatura del semen de toro a
temperaturas cercanas a 0°C provocaba una perdida irreversible de la movilidad, fenomeno que
nombré “Shock por temperatura” termino que en la actualidad es mejor conocido como “Shock por
frio” (Pelaez, 2003). Otro término que se maneja, es el conocido como “dafio por enfriamiento
extremo” (Watson 1995), provocado cuando se alcanza la temperatura final de congelacion a -
196°C. La célula espermatica pierde integridad en la membrana y funciones celulares al ser
enfriados de manera rapida de un rango de temperatura de 20°C hasta 0°C, aunque generalmente el

dafio mas severo se aprecia entre 15y 2°C (Watson, 1995).

Se han obtenido resultados en trabajos que muestran que el mayor detrimento de las
funciones espermaticas se lleva a cabo, al momento de reducir la temperatura desde niveles
fisiologicos hasta 5°C, en dicha temperatura se presentan mas cambios en la membrana del
espermatozoide en comparacion a si la célula espermatica se mantiene a 15°C, inclusive mas dafios
aun que en el proceso de congelacion y descongelacion (Maxwell y Johnson, 1997), lo cual hace
evidente la importancia del uso de un diluyente que proteja a la célula durante el proceso de
enfriamiento previo a la congelacion; debido a este efecto adverso, es que solo el 40-50% de los

espermatozoides sobreviven al proceso de congelacion y descongelacion (Almlid y Hofmo, 1996).

La sensibilidad que manifiestan las células espermaticas a la disminucion de temperatura
varia dependiendo la especie, en el caso de los mamiferos el hombre presenta una alta resistencia,

seguido por el perro y el gato y presentando menor gradiente de resistencia se encuentra el toro, el
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morueco, el caballo y por el Gltimo el verraco, el cual manifiesta una alta susceptibilidad a las bajas
temperaturas (Parks, 1997). Estas diferencias van muy ligadas a las diferencia en la composicion
lipidica de las membranas plasmaticas entre las especies mencionadas (De Leeuw et al., 1990a;
Parks y Lynch, 1992; White, 1993). La membrana plasmatica del verraco contiene caracteristicas
estructurales que provocan su alta sensibilidad al proceso de congelacion, una es su alto contenido
de fosfolipidos, su relativa abundancia de colesterol y la alta presencia de acidos grasos insaturados

(Alberts et al., 1989).

Al momento de realizar la congelacion de células espermaticas, Mazur (1985) indicé un
proceso que se lleva a cabo si la temperatura a la que se encuentra la célula es de -5°C, debido a la
adicion de crioprotectores que modifican el punto de fusion, ni el medio extracelular ni el
intracelular presentan indicios de congelacion, este fendmeno se conoce con el nombre de “super
enfriamiento”, que se define como una condicion inestable en la que hay presencia de agua en
estado liquido a temperaturas inferiores a -5°C. A partir de esta temperatura, al seguir
disminuyendo y hasta llegar a -15°C, es cuando se comienzan a formar cristales de hielo en el
medio extracelular, dicho proceso provoca deshidratacion de la célula, ya que la cristalizacion
parcial extracelular disminuye la cantidad de agua para solubilizar los solutos, la concentracion de
¢stos aumentara y el agua intracelular, que se encuentra aun en superenfriamiento fluira hacia el
exterior para estabilizar las presiones osmoticas (Watson, 1995; Tejerina, 2007). La temperatura
juega un papel muy importante ya que en funcion de la rapidez con la que la célula sea congelada
condicionara la permeabilidad de la membrana plasmatica. Se ha visto que velocidades lentas en el
proceso de congelacion a razén de 10°C/min y hasta 4°C pueden minimizar las alteraciones

provocadas a la membrana (Parks, 1997).

Una velocidad de congelacion lenta, retarda el tiempo en que se alcanza la temperatura de
congelacion deseada y por lo tanto la célula tendra mas tiempo para deshidratarse. El proceso de
deshidratacion que tiene lugar durante una velocidad de congelacion lenta, se asocia potencialmente

con baja supervivencia celular (Watson, 1995).

Si la temperatura desciende de manera rapida, la célula se hace relativamente impermeable
al agua en poco tiempo, lo que va a impedir el intercambio de fluidos entre el espacio extracelular e

intracelular, por lo tanto en el interior de la célula existird un exceso de liquido que mantiene el
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estado de superenfriamiento, posteriormente este liquido dard lugar a la formacion de hielo
intracelular como solucion final para lograr el equilibrio osmotico (Tejerina, 2007). Los cristales de
hielo formados durante el proceso anteriormente mencionado, van a variar de tamafio en funcion a
la velocidad de congelacion, si la velocidad es lenta se formaran cristales de un tamafo voluminoso,
causando la muerte de la célula o dafos severos, por lo contrario si la velocidad es muy rapida
apareceran cristales de hielo de tamafio pequefio o microcristales, los cuales por lo general no se

consideran perjudiciales (De Leeuw et al., 1990b).

Sobre el tema de velocidades de congelacion, Mazur (1985) propuso dos factores
relacionados con las dos tendencias que muestran las células en relacion a la velocidad de
enfriamiento, los llamo “teoria de los dos factores”, que explica que a velocidades lentas por debajo
de la optima, la célula esta por mas tiempo expuesta a todos los cambios que produce la sucesiva
formacion de hielo en el espacio extracelular (“efecto solucion”), dentro de estos cambios destacan,
el aumento de la concentracion salina, aumento de la osmolaridad, alteraciones del pH, alteraciones
en la composicion de la solucion. También explica que a temperaturas por encima de la ptima la
célula es incapaz de expulsar el liquido intracelular lo que aumenta considerablemente las
posibilidades de formacion de cristales intracelulares, que como ya hemos dicho antes son letales
para la supervivencia de la célula. Pese a todo lo que se ha mencionado a cerca de la gran
importancia del dafio que los cristales intracelulares causan a la célula, hay autores que han
indicado que provoca mas dafio la rapidez con la que el agua sale de la célula en este rango de
temperatura, al provocar el desequilibrio de la presion a ambos lados de la membrana, que tiene

como consecuencia cambios bruscos de forma, tamafio y ultraestructura (Woelders, 1997).

La velocidad optima de congelacion de células espermaticas va a depender de factores
como, el tipo de célula y la especie, oscilando la velocidad de enfriamiento idonea de manera
general entre 10-80°C/min (Watson, 1995), en el caso especifico del verraco ésta se encuentra entre
30-50°C/min, para el morueco 50-60°C/min y entre 20-50°C/min para el caso del toro (Woelders,
1997).

Por lo antes mencionado, el estrés que se provoca a la estructura de la célula en el proceso
de congelacion estd relacionada con el intercambio de liquido en los espacios celulares y la

deshidratacién, también con la posibilidad que existe de formacion de hielo en el espacio
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intracelular si el proceso de disminucion de la temperatura es muy rapido o muy lento (Watson,
1995). Po lo tanto, la reduccién de la temperatura, deberd evitar la deshidratacion de los
espermatozoides, cristalizacion intracelular letal, y ser lo suficientemente rapida para evitar dafios

osmoticos al exponerlos a un medio hipertonico durante la congelacion.

Durante el proceso de descongelacion la célula también sufre dafios letales, por lo que el
realizar de manera adecuada este proceso tiene mucha importancia ya que si se efectia de manera
incorrecta, el proceso de congelacion queda anulado, existe una franja critica de temperatura en el
proceso de criopreservacion que va de -15 a -60°C, y por la que las células pasan dos veces durante

la criopreservacion (Mazur, 1985).

Se ha hecho mencién a dos mecanismos en el proceso de descongelacion que provocan dafio
a la célula, la primera se refiera a si en el proceso de congelacion la célula fue sometida a una
disminucién de temperatura muy rapida y a una descongelacion lenta, en este caso se produce un
proceso de “recristalizacion” donde los microcristales tienden a agruparse y a formar cristales de
mayor tamafio en el espacio intracelular, lo que tiene consecuencias letales como ya se ha
mencionado (Mazur, 1985). El segundo mecanismo, se refiere a si la velocidad de congelacion fue
lenta, en presencia de un crioprotector penetrante, se produce dafio si se somete a la célula a una
descongelacion rapida, este mecanismo provoca lesiones debido a estrés osmoético pues no se da
tiempo a que el agente crioprotector abandone el interior de la célula lo suficientemente rapido para
lograr un equilibrio osmotico, lo que provoca un aumento considerable en el volumen de la célula
debido a la entrada de agua al citoplasma (Watson, 1990). Por lo tanto, la velocidad optima de
congelacion debe ser una situacion intermedia entre los dos casos anteriormente mencionados, se
tiene que tener muy en cuenta a la hora de realizar la descongelacion; las pautas que se han seguido
durante la congelacion, ya que ésta, depende de ellas, de esta manera se conseguird un correcto
intercambio de agua y solutos a través de la membrana para minimizar los dafios por el

agrupamiento de los microcristales de hielo en el espacio intracelular (Hammerstedt et al., 1990).

Se han constatado alteraciones en las células espermaticas o una corta supervivencia de ellas
por efectos compatibles con ambos mecanismos durante el proceso. Se han comprobado lesiones en
la membrana que aparecen solo durante la etapa de descongelacion para la cual se ha explicado el

mecanismo causal, basado en el fendmeno de transicion de fases de los lipidos de la membrana lo
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que destaca la importancia del proceso de descongelacion en el mismo. Se ha mencionado que las
membranas se desestabilizan durante el proceso de congelacion debido a la exposicion a
temperaturas muy bajas y a las altas concentraciones salinas, lo que provoca una degeneracion al
combinarse nuevamente efectos letales por cambio de temperatura y presion osmética (Holt et al.,

1992; Holt y North, 1994).

2.3.5 Efectos sobre la Estructura y Funcionalidad espermatica.

El proceso de criopreservacion de células espermadticas, ejerce en dichas células efectos
perjudiciales provocados por verse sometidas a estrés de caracter térmico, mecanico y osmotico, de
este modo se han podido identificar los efectos dafiinos que estos ejercen sobre la membrana

plasmatica, citoesqueleto, movilidad y el nacleo (Watson, 1995).

2.3.6 Efecto sobre la Membrana.

Es la estructura que resulta con lesiones mas severas, por lo cual el dafio a la membrana

representa la primera causa de dafo celular (Parks y Graham, 1992; Parks, 1997).

Las principales alteraciones sobre la membrana plasmatica se refieren, al dafio en su
estructura, al cambio de su composicion lipidica y organizacion molecular. Estos sucesos provocan
una pérdida en la permeabilidad selectiva del plasmalema, debido a la pérdida de enzimas
intracelulares y trastornos en el balance i6nico y a las lesiones que se presentan en el acrosoma y las
mitocondrias, provocando también lesiones en mecanismo aerobio afectando directamente la
respiracion celular; dicho dafio en la permeabilidad de la membrana, provoca pérdida de moléculas
como ATP, acidos nucleidos y enzimas asi como de iones de potasio y magnesio, aparte de afectar
la salida de moléculas también evita la entrada de iones de calcio y sodio. Al comprometer las rutas
metabodlicas, se limitan las posibilidades de la celula para la creacion de moléculas de ATP, lo que
pone en riesgo todas aquellas funciones celulares dependientes de energia como la movilidad (De

Leeuw et al., 1990a; Bwanga, 1991; White, 1993).

Dentro de las enzimas que se pierden debido a la perdida de permeabilidad de la membrana

plasmatica, se encuentran las responsables de la metabolizacion de los ROS, como la superdxido
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dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa, a las que hay que sumar otros compuestos que
cumplen funciones antioxidantes como el a-tocoferol, 4cido ascorbico, taurina, hipotaurina entre
otros. La pérdida de los compuestos antioxidantes también se presenta durante la centrifugacion que
se realiza en el proceso de congelacion en la mayoria de los protocolos (Alvarez y Storey, 1992;
Lasso et al., 1994; Brouwers et al., 2005). Se ha observado en trabajos realizados (Cerolini et al.,
2001, Maldjian et al., 2005), el incremento de la cantidad de ROS durante el proceso de
criopreservacion en diferentes especies, siendo la especie porcina la més sensible a esta situacion
debido a la cantidad de acidos grasos insaturados en sus lipidos presentes en la membrana
espermatica y que cuentan con poca capacidad antioxidante (Breininger et al., 2005). La accion de
los ROS sobre los acidos grasos, los cuales ejercen una fuerte atraccion sobre ellos, provocan una
alteracion en la funcionalidad de la membrana al producir fallas en la fluidez de la misma y por lo

tanto disminuye su sobrevivencia (Sanocka y Kurpisz, 2004).

En cuanto al dafio que la membrana mitocondrial sufre durante el proceso de
criopreservacion es relativo, pudiendo ser severas en su organizacion interna, lo que provoca una
fuga en su contenido o no sufrir ningun dafio, por lo tanto la membrana plasmatica de la pieza
intermedia presenta mas resistencia a los cambios de temperatura, las lesiones presentadas tienden a
ser progresivas en funcion de la intensidad del estrés térmico, desde el punto de vista estructural el
proceso de criopreservacion produce en los espermatozoides de verraco ruptura del plasmalema, asi
como también pérdida de sustancia de la matriz acrosomal con desprendimiento de la membrana

acrosomal externa (Watson y Plummer, 1985).

Las alteraciones que se provocan en la membrana plasmatica comprometiendo asi su
permeabilidad, causan perturbaciones en el equilibrio de las concentraciones de sodio, zinc y calcio
en el espacio intracelular y las de potasio y magnesio que abandonan descontroladamente la célula.
En el caso de la especie porcina, es muy significativa la acumulacion de calcio en el espacio
intracelular, en el caso de este compuesto la alteracion en su concentracion puede ser provocada por
la alteracion de la bomba que lo regula (Watson y Plummer, 1985; White, 1993; Bailey and Buhr,
1995), ya que la disminucion de la temperatura provoca perturbaciones en la actividad de las
proteinas de la membrana que estas a su vez funcionan como bomba de iones. Se ha sugerido que la
pérdida de vesiculacion y continuidad de la membrana que se presenta en la region anterior de la

cabeza, es consecuencia de la pérdida de dichos iones (Parks, 1997).
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Otra consecuencia que traen consigo las alteraciones de la membrana plasmatica de los
espermatozoides durante la criopreservacion, es la pérdida de la movilidad, que es consecuencia del
fallo en la permeabilidad del plasmalema y del fracaso en la aportacion de energia (Watson, 1995),
como ya se ha mencionado antes, debido a la composicion de la membrana plasmatica del
espermatozoide porcino, éste es especialmente sensible al ataque de los radicales libres de oxigeno
generados por el propio espermatozoide, los cuales provocan PL, para los cuales la célula ha
perdido su capacidad defensiva debido al aumento de la permeabilidad de la membrana, dicho
fendomeno se ha correlacionado con dafios morfologicos de la pieza intermedia y con el descenso de
la movilidad espermatica, por lo que representa una de las causas consideradas de la caracteristica
disminucion de movilidad de los espermatozoides de verraco criopreservados (Bell et al., 1993;

Karov, 1997).

El cambio en la movilidad de los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion,
no solo es de tipo cuantitativo sino que también se presentan cambios cualitativos en los patrones de
movimiento espermatico, durante la etapa en la que se elimina el plasma seminal del eyaculado y en
la posterior adicion del diluyente de refrigeracion donde se produce aumento en la presencia de
espermatozoides con una elevada velocidad curvilinea (VCL), amplitud media de desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH) y reducido indice de linealidad (LIN) (Cremades et al., 2005) las mismas
caracteristicas presentan los espermatozoides hiperactivados a consecuencia de la capacitacion
previa a la fecundacién (Schmidt y Kamp, 2004). Las alteraciones en la movilidad reflejan el
proceso similar a la capacitacion que sufren los espermatozoides debido tanto a la pérdida de
factores decapacitantes como a la eliminacion de plasma seminal durante la centrifugacion
(Mortimer et al., 1998) y a los cambios en la membrana plasmatica similares a la capacitacion
descritos por Maxwell y Johnson (1997); y Green y Watson (2001). Dicha poblacion de
espermatozoides hiperactivados no aparece tras la descongelacion, con lo que se cree que los
procesos de deterioro en la membrana progresan hasta causar la muerte celular; por lo tanto, este

fendmeno es otro factor culpable de la caida dréstica en la movilidad espermética (Tejerina, 2007).
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2.3.7 Efectos sobre el citoesqueleto.

Se sabe que en el citoesqueleto existen proteinas que cumplen una funcion estabilizante en
la membrana espermatica, muchas de las proteinas del citoesqueleto, dependiendo de la temperatura
presentan una actividad de despolimerizacion y repolimerizacion (Holt y North, 1991; Watson,
1995), la utilizacion de crioprotectores como el glicerol afectan dicha actividad de los microtabulos
lo que puede afectar indirectamente a la membrana, la alteracion de los microtibulos trae consigo
consecuencias como el fallo en la transduccion de sefales, o desorganizacion de los dominios, esto
debido a que se ve alterada la interaccion entre los microtibulos del citoesqueleto con las proteinas
de la membrana (Parks y Graham, 1992). Por otro lado, los rapidos cambios en el volumen celular
también tendrian efectos sobre el citoesqueleto de la membrana plasmatica y acrosomal, aunque atn

no se sabe mucho al respecto (Watson, 1995).

Es importante saber que el tamafio y forma de la cabeza se relaciona con la alteracion
estructural de la membrana y la resistencia que pueden llegar a tener los espermatozoides al
enfriamiento, pues asi lo muestra el hecho de que el espermatozoide de las especies mas sensible
presenten una cabeza alargada y plana, distinta de la méas pequefa y convexa de las especies mas
resistentes, puede ser debido a que el componente citoesquelético parece no estar presente en la
porcion anterior a la cabeza, por lo que las consecuencias de la exposicion al frio serian mas
susceptibles las especies con espermatozoides con cabeza plana y alargada, en los que esta region,

generalmente, presentan mayor superficie (Watson y Plummer, 1985).

2.3.8 Efectos sobre el nucleo.

Se ha comprobado que en la especie humana, se producen alteraciones en la condensacion
de la cromatina nuclear por efecto de proceso de criopreservacion del semen, se dice que se produce
una supercondensacion (Royere et al., 1991). De igual forma, se ha probado que existe una relacion
entre el fendémeno de la alteracion en la condensacion con el retraso en la aparicion de los
pronucleos en ovocitos fecundados in vitro, con respecto a los que son fecundados con semen fresco
en los cuales este fendmeno es menor, lo que tendria importantes repercusiones sobre la capacidad
fecundante del espermatozoide y probablemente también sobre las primeras etapas de desarrollo

embrionario. Lo antes mencionado, puede estar causado por la pérdida en la relacion del ADN con
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las proteinas nucleares provocada por movimientos de iones de zinc o alteraciones en el equilibrio

de los puentes disulfuro o de los grupos tioles (Roy¢re et al., 1991).

Un proceso similar de supercondensacion se ha constatado también en la especie porcina,
durante el proceso de criopreservacion de espermatozoides, algunos estudios prueban su relacion
con la capacidad fecundante y el desarrollo embrionario, los trastornos en el desarrollo embrionario
han sido asociados a alteraciones en la organizacion de la cromatina nuclear, pues se ha encontrado
una mayor presencia de embriones en estadios de desarrollo menos avanzados y también embriones
degenerados cuando se utilizé en la inseminacion semen congelado-descongelado si se comparan
con las cerdas que fueron inseminadas con semen refrigerado, en el que los casos de alteraciones en
la condensacion de la cromatina nuclear fueron menores, dichas alteraciones; sin embargo, no
alteraban la capacidad fecundante de los espermatozoides (Hamamabh et al., 1990; Martin-Rillo et

al. 1999)

En otros estudios realizados por Evenson et al, en 1994, se comprueba que un proceso de
congelacion agresivo, es decir, dilucion e inmersion directa en nitrégeno liquido, o dilucion y
congelacion sobre nieve carbdnica sin incubacion previa, no modifica la estructura de la cromatina
nuclear, pero si existe una relacion entre el estatus en que se encuentra esta estructura y la capacidad

fecundante.

Fraser y Strzezek en 2007, realizaron un estudio, en el cual describieron que la doble hélice
de ADN de los espermatozoides porcinos sufre un aumento de la fragmentacion de la misma tras el
proceso de congelacion y descongelacion, dicho aumento era independiente tanto del método como
del medio de congelacién empleado. En dicho estudio, se pone de manifiesto la accion protectora
que tiene el plasma seminal como las sustancias crioprotectoras a la hora de reducir la
fragmentacion de ADN. Las causas de este dafio no parecen claras, se ha especulado con la
participacion de las ROS como desencadenante de este proceso, pero Van der Schans et al. (2000)
en un estudio comprobaron con ayuda de un test ELISA, que mide el dano oxidativo en la doble
hélice de ADN de espermatozoides de toro, que éste no aumentaba tras el proceso de

criopreservacion.
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2. 3.9 Efectos sobre la capacidad fecundante.

Debido a las multiples alteraciones que hemos descrito como consecuencia de la
criopreservacion, un cierto porcentaje de espermatozoides no sobreviven al proceso, por lo general
se trata de un 40-50% del total de ellos, aun utilizando protocolos optimizados y sin apenas
diferencias entre especies (Watson, 1995; Watson, 2000; Curry, 2000), y los espermatozoides que
logran sobrevivir al proceso de criopreservacion no conservan las mismas caracteristicas que tenian
antes de la congelacion, lo cual se manifiesta en su capacidad fecundante (Watson, 1995). Cuando
se preparan dosis de inseminaciéon con semen descongelado, en dichas dosis hay una menor
cantidad de espermatozoides viables debido a las alteraciones que provoca el cambio de
temperatura, la formacion y disolucién de hielo durante el proceso de criopreservacion, haciendo
inestables a las células espermaticas sobrevivientes, presentado anormalidades en su capacidad de
movimiento, alterando de igual forma el sostenimiento del desarrollo embrionario y a la alta
sensibilidad al dafio oxidativo de los lipidos de la membrana, todo lo mencionado anteriormente va
ocasionar un efecto adverso sobre la capacidad fecundante de los espermatozoides (Watson, 2000).
Se sabe que el proceso de congelacion de espermatozoides altera los sucesos caracteristicos que

deben de ocurrir en la membrana para darle a los espermatozoides la capacidad fecundante.

Las lesiones que sufren la membrana plasmatica y acrosomal externa tienen repercusiones
sobre la funcionalidad, mds o menos graves, durante la reaccion acrosomal (Hofmo y Andersen,
1989). El proceso de dilucion, congelacion y descongelacion, ejercen un efecto sobre la fluidez de
la membrana de la cabeza de los espermatozoides, se sugiere que este efecto interfiere con los

procesos propios de la fecundacion (Buhr et al., 1989).

Durante la inseminacion, los espermatozoides deben de tener la capacidad de poder
sobrevivir en el tracto genital de la hembra durante varios dias y estar presente en el oviducto al
momento de la ovulacion y también estar en un estado de competencia funcional para poder llevar a
cabo la fecundacion, que se consigue después de que los espermatozoides experimentan el proceso
de capacitacion y reaccién acrosomal. La capacitacion, es un proceso progresivo donde el
plasmalema sufre desestabilizacion lo que compromete las posibilidades de supervivencia
espermatica, cuando se alcanza un umbral de dicha desestabilizacion el espermatozoide

experimenta un estado de hiperactividad motora y sus membrana acrosomal externa y plasmatica se
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fusionan como respuesta a estimulos concretos, permitiendo de esta forma la liberacion de las
enzimas necesarias para perforar las cubiertas del ovocito y permitir la entrada del espermatozoide
al interior de su citoplasma, este fendmeno se conoce como reaccion acrosomal, el resto de los
espermatozoides que no han conseguido realizar la fecundacién superan el umbral de
desestabilizacion lo que produce una degeneracion progresiva de la funcionalidad de la membrana,
hasta que el espermatozoide es incapaz de mantener la integridad celular, asi pues, el proceso de
capacitacion genera un estado de reactividad inmediata para la fecundacidén, pero conduce
inevitablemente a la muerte a todos aquellos espermatozoides que la experimentan y no consiguen

penetrar el ovocito (Pelaez, 2003).

Durante el proceso de criopreservacion, el espermatozoide experimenta un proceso de
reactividad, que es similar al proceso de capacitacion acrosomal, es decir, tienen un
comportamiento muy similar como si estuvieran capacitados (Watson, 1995, 2000; Curry, 2000);
esto tiene repercusiones directas sobre la fecundacion, debido a que los espermatozoides adquieren
antes las cualidades para realizarla, de lo que lo hace el semen fresco (Wheeler y Seidel, 1986;
Garde et al., 1993; Pérez et al., 1996; Cormier et al., 1997; Rota et al., 1999), por lo cual disminuye
la fertilidad del semen criopreservado si tras la inseminacion no se produce un pronto encuentro con
el ovocito, lo que hace muy importante el buen manejo de este evento, ya que puede ser éste, el
causante de la baja fertilidad del semen criopreservado, asi lo muestra en el caso de la especie
porcina los experimentos en instantes mas proximos de lo habitual a la ovulacion (Schwarz, 1993;
1994; Waberski et al., 1994; Dos Reis et al., 1995). En la etapa de enfriamiento por encima de 0°C,
es suficiente para que se presente dicho fendmeno en el espermatozoide y en consecuencia
comienza a observarse, incluso desde la etapa de dilucion y enfriamiento, no solo tras haber
completado el proceso completo de congelacion (Watson, 1996; Cormier et al., 1997; Rota et al.,
1999). No se sabe con claridad si los espermatozoides experimentan propiamente el proceso de
capacitacion o simplemente sortean dicho estado y proceden directamente al estado de reaccion
acrosomica, ya que se ha observado a través de la coloracion fluorescente con clortetraciclina, que
manifiestan una coloracidn tipica presente en los espermatozoides capacitados, asi como el aumento
intracelular de iones de calcio igualmente caracteristico en dichos espermatozoides, pero la
actividad de algunas enzimas que participan en el proceso es distinta (Watson, 2000). Por lo
anteriormente mencionado, se tiende a hablar mas bien de que experimentan cambios similares a los

ocurridos en la capacitacion.
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Las etapas de enfriamiento en el caso de la especie porcina son mas criticas, para la
estabilidad de la membrana, debido a la alta sensibilidad que tienen los espermatozoides de esta
especie a dichos cambios, incluso mas aun que el proceso propio de congelacion, (Ortman y

Rodriguez-Martinez, 1994; Maxwell y Johnson, 1997).

Por lo tanto, el proceso de criopreservacion, provoca en el semen un estado similar al de
capacitacion por mecanismos mas rapidos de lo habitual, lo que conduce a pérdida de capacidad
fecundante in vitro o in vivo, que ocurre de manera rapida, al contrario del semen fresco el cual la

adquiere de forma mas paulatina y la mantiene durante mas tiempo.

2.3.10 Efectos del Crioprotector.

Teoricamente, se podria hacer mas resistente a un espermatozoide reduciéndole el namero
de poros en la membrana y reduciéndole las funciones ATP-dependientes, asi como la agregacion
proteinica y formacion de bloques lipidicos. Presumiblemente esta es la accion de las lipoproteinas
de la yema de huevo o de la leche en los diluyentes, que se emplean con crioprotectores como por
ejemplo el dimetil sulfoxido, la betaina y el glicerol. Existen evidencias de que la presencia de un
aditivo crioprotector reduce la concentracion de sales intracelulares a una temperatura dada, debido

a que aumenta la fraccion no congelada en el exterior de la célula.

Los agentes crioprotectores causan un efecto perjudicial sobre los espermatozoides debido a
que ejercen una accidon toxica y estrés osmotico, se considera que la adicion de agentes
crioprotectores es una de los principales fuentes de dafio sobre las células, junto con el

enfriamiento, congelacion y descongelacion en el conjunto del proceso (Watson, 1990; 2000).

El crioprotector que se ha empleado con mayor frecuencia es el glicerol, salvo en algunas
especies (Watson, 1990, 1995; Holt, 2000), dicho agente, se recomienda utilizarlo en
concentraciones de 1-2 M, aunque algunos estudios experimentales revelan que utilizarlo por
encima de 0.5 M provoca un efecto perjudicial, dicho efecto parece ser mas por su caracter toxico

que por el estrés osmotico al que somete a la célula (Watson, 1995).
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La tolerancia al glicerol cambia drasticamente, dependiendo de la especie; por ejemplo, en el
caso del toro, morueco y el caballo se utilizan concentraciones que van desde 4 al 9% (Watson,
1990), en el caso del verraco no se recomienda utilizar mas alld de una concentracion del 3%
(Watson, 1990, 1995; Holt, 2000), el glicerol esta catalogado como agente penetrante, ya que entra
a la célula, lo que depende del grado de permeabilidad de la membrana a esta sustancia, ésta accion
provoca estrés osmoético (Watson, 1995), el dafio provocado por el glicerol estd relacionado con la
temperatura en la que se afade, por lo que para minimizar los dafos, se recomienda incorporarle en
etapas sucesivas durante el proceso de congelacion, siendo el mejor momento cuando la curva de
enfriamiento alcance los 5°C (Watson, 1995); de tal manera, que en la congelacion de semen de
verraco, se utiliza el glicerol como crioprotector en una concentracion final que va del 1 al 3%,
adicionandolo en la etapa previa a la congelacion (5°C). El glicerol se agrega en la segunda
fraccion de diluyente. El semen diluido y ya glicerinado se mantiene a 5°C durante 2 horas, llamado

periodo o tiempo de equilibrio.

2.3.11 Diluyentes.

Después de ser eyaculados, los espermatozoides solo pueden vivir pocas horas; por lo que
deben ser diluidos en un buen diluyente, lo més pronto posible. Las caracteristicas que debe tener

un buen diluyente son:

e Aportar nutrientes como fuente de energia.

e Proteger contra el efecto nocivo del enfriamiento rapido.

e Amortiguar los cambios perjudiciales en el pH, al formarse 4cido lactico.

e Mantener la presion osmotica apropiada, de 280 a 340 mOsm/Kg. de agua y el balance

electrolitico.
e Inhibir la proliferacion bacteriana, para lo cual debe contener un antibiotico.
e Aumentar el rendimiento del eyaculado, a fin de poder realizar mas inseminaciones.

e Proteger a los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion.

(Hafez, 2002).
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2.3.12 Componentes de los diluyentes.

La mayoria de los diluyentes, generalmente estdn compuestos por glucosa, citrato de sodio y
bicarbonato de sodio con o sin potasio y acido etileno diaminetetra-acético (EDTA), y tiene una

vida promedio de 3 dias (Revell y Glossop, 1989).

Tabla 2. Composicion de los diluyentes empleados en la congelacion de semen de verraco.
(Hammit y Martin, 1989).

Pre-diluyente* Cantidad
Glucosa 60,044 g
Citrato de Sodio 3,703 g
Acido etileno diaminetetra-acético 3,702 g
Bicarbonato de sodio 1,201 g

Diluyente de enfriamiento Cantidad
Solucioén al 11% lactosa 100, 0 ml
Yema de huevo 25,0 ml

Diluyente de congelacion Cantidad

Solucion al 11% lactosa 100, 0 ml

Yema de huevo 25,0ml

Glicerol 9,0 ml

Pasta Orvus-Es 2,0ml

* Diluido en 1000 ml de agua destilada o bidestilada

En el diluyente, debe agregarse como minimo la siguiente cantidad de alguno de los antibioticos

que se indican:

e Espectomicina 300 mg/1

e Gentamicina 250 pg/ml
e Lincomicina 150 mg/l
e Penicilina G sodica 300 mg/1
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2.3.13 Envases o geometria de almacenamiento.

Durante los comienzos en el uso de la técnica de criopreservacion de semen, el
procedimiento consistia en la utilizacion de ampolletas de vidrio que podian contener 1 ml. de
semen, las cuales eran congeladas en un bafio de alcohol enfriado a baja velocidad con nieve
carbonica en varias etapas (Watson, 1990). Dicho procesamiento del semen en ampollas de vidrio y
la utilizacién de nieve carbonica para la congelacion fue la primera metodologia utilizada con el
semen de verraco, los mejores resultados se obtenian cuando se afiadia un 5% de glicerol (Bwanga,
1991). Por lo tanto, la utilizacién de pastillas y pajuelas en 1964, significé un avance importante

para las técnicas utilizadas hasta esa época.

De los cuatro protocolos existentes para la criopreservacion de semen de verraco, tres de
ellos optaron por la congelacion utilizando la pastilla (Pursel y Johnson, 1975; Paquignon y Courot,
1976; Larsson et al., 1977). Por otro lado, Westendorf et al. (1975) propusieron el envasado de un
mayor volumen de semen en grandes pajuelas conocidas como maxipajuelas o macrotubos,
congelados sobre la superficie de nitrégeno liquido, esto es en la fase de vapores del nitrogeno

liquido (Bwanga, 1991).

Se consider6 que la combinacion de bajas concentraciones de glicerol con velocidades
rapidas de enfriamiento que proporcionaba el método de congelacion en pastilla resultaba mucho
mas idénea para la conservacion de semen de verraco (Pursel y Park, 1985). Estas rapidas
velocidades de enfriamiento eran consecuencia de la forma de la pastilla, que con un elevado ratio
superficie/volumen, la trasferencia de temperatura en ella es muy eficiente (Watson, 1990), el
inconveniente que presenta esta modalidad de envase es la necesidad de manipular una cantidad
considerable de ellas para alcanzar la concentracion de espermatozoides necesarios para la dosis
seminal (Holt, 2000), ya que la congelacion de semen de verraco se recomienda realizar en
mayores volimenes por razones practicas, que estd relacionada directamente con la anatomia del

tracto reproductivo de la hembra (Bwanga, 1991).

En el caso de la maxipajuela o macrotubo, que pueden contener 5 ml. lo que permite
congelar y descongelar un tnico envase, pero debido sus caracteristicas geométricas la disipacion o

transferencia de calor se afecta notablemente, ya que durante el proceso de congelacion y
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descongelacion existen diferencias de temperatura entre la zona mas externa de la maxipajuela y el
centro de ella (Watson, 1990; Cérdova et al., 2002). Ha llegado a determinarse; por ejemplo, que la
velocidad de descongelacion en esta region periférica es 3,75 veces mas rapida que la del centro de
la pajuela (Hofmo y Almlid, 1991), pudiendo existir, en consecuencia, hasta 15°C de diferencia

entre el centro y la superficie de una maxipajuela descongelada (Bwanga et al., 1990).

Se han realizado avances en el campo de los envases utilizados en la congelacion de semen
de verraco, concretamente en el procedimiento de congelacion utilizando pajuelas,
fundamentalmente en la modificacion del valor de la relacion superficie/volumen y en la utilizacion
de biocongeladores programables, con los que el descenso de temperatura durante la congelacion se
produce segun las indicaciones que establece el usuario. Bwanga et al. (1990) comprobaron que con
la congelacion en minipajuelas de 0.25 ml, se obtiene una buena disipacion de “calor latente de
fusion”, término que define el proceso por el cual durante la congelacion y justo en el momento de
producirse la cristalizacion tras la situacion de superenfriamiento aparece un efecto rebote en la
temperatura que genera calor, la temperatura aumenta bruscamente hasta el punto de congelacion
(Watson, 1995; Holt, 2000), dicho aumento brusco implica que la temperatura deje de descender en
paralelo con la camara de congelacion, por lo tanto el tiempo que tarde es disiparse ese calor es
crucial, dicho tiempo puede ser de dos o tres minutos en el cual la temperatura permanece estatica
para después reiniciar el enfriamiento, tal espacio de tiempo se conoce como “meseta del punto de

congelacion™ , si tarda demasiado tiempo puede resultar perjudicial.

El volumen que brinda la pajuela para la criopreservacion tiene repercusiones notables sobre
la calidad poscongelacion del semen, pues si se compara con las maxipajuelas, se obtienen mayores
porcentajes de movilidad en los espermatozoides y acrosomas normales si la congelacion se realiza
en envases cuya relacion superficie volumen resulta mas favorable (Weitze et al., 1988; Bwanga et

al., 1990).

Con la introduccion de sistemas computarizados de congelacion aplicados para el semen de
verraco (Hammitt y Martin, 1989), que supone una ventaja con respecto al método de congelacion
cléasico de los vapores estaticos de nitrégeno liquido, ya que permite congelar un nimero elevado de
muestras (Holt, 2000), se consigue una calidad homogénea de congelacion, pues los vapores de

nitrégeno son bombeados a una velocidad controlada hacia el interior de la cdmara de congelacion y
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un ventilador los hace circulas uniformemente entre todas las pajuelas (Hammitt y Martin, 1989), es
posible también con la utilizacion de un biocongelador, programar distintas velocidades de
enfriamiento dependiendo la etapa del proceso; es decir, se ha comprobado que es beneficioso
aplicar velocidades lentas de enfriamiento durante la etapa previa a la cristalizacion (Hofmo y

Almlid, 1991).

Por lo tanto, segiin el trabajo de algunos autores (Berger y Fischerleitner, 1992), la
combinacion del uso de biocongeladores y minipajuelas se ha revelado como la mejor opcion para
optimizar la calidad del semen, cuando el semen fue utilizado en una prueba de campo donde se
obtuvieron muy buenos resultados, partos del 75% de las cerdas inseminadas y 9 lechones de media
por camada, pero no se realizaron estudios de comparacion con otros métodos practicados en el
estudio de la calidad seminal, lo cual si se realizd en un estudio de Simmett (1993), quien obtiene
los mejores resultados en cuanto a calidad y fertilidad, con semen congelado en tubos aplanados de
2 ml; Cordova et al. (2001), por su parte, no encuentran influencia del volumen de la pajuela de 0,5
ml vs 5 ml ni en la calidad seminal ni en la capacidad fecundante in vitro, habiendo utilizado un

procedimiento de congelacion con vapores estaticos de nitrogeno.

Las caracteristicas en cuanto a relacion superficie/volumen de la pajuela, no presenta
realmente gran ventaja para la técnica de inseminacion artificial, la modificacion de los macrotubos
a pajuelas aplanadas (Weitze et al., 1988), redujo su capacidad de 5 ml a 1,7 ml y la utilizacioén de
minipajuelas de 1, 0.5, 6 0,25 ml, probada por otros autores, plantea aun mas el problema de poder
conservar en un solo envase la cantidad necesaria de semen para la inseminacion artificial (Bwanga
et al., 1990; Fiser y Fairfull, 1990; Berger y Fischerleitner, 1992); por lo tanto, la maxipajuela es el
envase mas adecuado si se ve desde este punto de vista, aunque presenta problemas criobiologicos,
asi pues se ha venido introduciendo las bolsas de pléstico planas como nuevo envase (Bwanga et
al., 1991a), que resultan ser una buena alternativa a las maxipajuelas en la conservacion del semen
de verraco, en volumenes de 5 ml. La utilizaciéon de las bolsas de pléstico en la congelacion de
semen de verraco ya se habia probado en los afios 70" pero los resultados no fueron favorables, los
malos resultados se atribuyeron al método de congelacion, el cual era mediante vapores de
nitrogeno liquido (Rodriguez-Martinez et al., 1996). Lo que cambio en los afios 80" cuando se

comunico que la utilizacion de los biocongeladores mejora la calidad de la congelacion.
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Debido a las dimensiones de la bolsa de plastico planas, se pueden conservar volumenes de
5 ml, en un grosor aproximado de 1 mm, lo que representa un grosor menor al de las minipajuelas
de 0.25 ml, lo que hace que la disipacion de calor se eficiente durante la congelacion y
descongelacion, y sin que su manejo, ni almacenamiento representen mayor problema (Bwanga et
al., 1991a); ello se compruecba con los resultados que se han obtenido y que muestran que los
mejores resultados de calidad seminal se han correspondido con un incremento significativo en la
capacidad fecundante (Bwanga et al., 1991b). El inconveniente de este nuevo envase es el material
y tamafio de su fabricacion (Rodriguez-Martinez et al., 1996). Estudios realizados en este sentido,
han conducido a una situacion en las que las limitaciones de este envase han quedado superadas,
pues se han reportado resultados en experiencias de congelacion que han utilizado un material
plastico diferente al PVC o teflon que se utilizaba anteriormente, este material es tereftalato de
polietileno (PET) y con dimensiones de 0.2 mm de grosor; 30 x 2.2 cm?, con el que no se han
detectados efectos perjudiciales sobre el plasmalema de los espermatozoides (Bwanga et al., 1991a;
Eriksson y Rodriguez-Martinez, 1999), asi estudios comparativos realizados entre las maxipajuelas
y las bolsas planas, variando la velocidad de congelacién y descongelacion han revelado diferencias
en la calidad seminal a favor de las bolsas planas, los autores del estudio sugieren que la diferencia
no se debe a las diferentes curvas de congelacion que ocurren en los dos tipos de envases, en la cual
la meseta del punto de congelacion es mas prolongada en las maxipajuelas, como en un principio se
creia (Bwanga et al., 1991a), sino mas bien a la rapida descongelacion que ocurre en el caso de las

bolsas planas entre los -20 y los 0°C (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 2000).

Dos hechos respaldan la superioridad técnica de este envase conocido como Flatpack, pues
proporciona resultados Optimos en cuanto a supervivencia espermdtica en un alto niimero de
verracos, encontrando movilidad de 52%, integridad de la membrana de 61%, consiguiéndose
excelentes rendimientos reproductivos, aunque obteniendo resultados variables entre granjas,
aplicando la técnica mas habitual de inseminacion artificial, consiguiendo un porcentaje de
fertilidad de 70% (rango: 52-80%), una prolificidad de 10.3 lechones por camada (rango: 9,7-11,9)
(Eriksson y Rodriguez-Martinez, 1999). Lo que satisface dos exigencias en la congelacion de semen
de verraco: disminuir las variaciones de congelabilidad entre individuos y conseguir al menos 65-

70% de partos de forma consistente en condiciones de campo (Reed, 1985).
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2.5 SUSTANCIAS REACTIVAS DE OXIGENO.

Todas las células vivas producen bajo condiciones aerdbicas sustancias reactivas de
oxigeno, las cuales se originan principalmente de funciones metabdlicas normales de la misma
célula (Brouwers et al., 2005). Son sustancias quimicas, que tienen un electron no pareado, lo que
les convierte en altamente reactiva (Hicks, 2001). Para poder alcanzar la estabilidad estas moléculas
sustraen electrones de otras, este proceso provoca dafio en las biomoléculas con las que reaccionan,
las moléculas por las que sienten afinidad son sobre todo los &cidos poliinsaturados de las
membranas plasmaticas, colesterol, carbohidratos, nucleétidos en el ADN y proteinas (Beckman y

Ames, 1998; Brouwers et al., 2005).

Dentro de las ROS (Beckman y Ames, 1998), destacan principalmente el anion superoxido
(O2), el hidroxilo (OH), y el peroxido de hidrogeno (H,O,). El radical hidroxilo es altamente
reactivo y es capaz de reaccionar con casi cualquier componente celular aunque tienen gran afinidad
por la alta cantidad de 4cidos poliinsaturados que contiene la membrana de los espermatozoides

sobre todo en la especia porcina.

Una vez formadas dan lugar a una serie de reacciones en cadena como la PL, que causa
dafio a moléculas de importancia bioldgica, ya sea por una alteracion en su estructura y funcion, por
aceleracion de la proteolisis endogena selectiva o por el incremento en la funcién enzimadtica

(Zorrillay Fernandez, 1999; Zorrilla, 2002).

2.5.1 Peroxidacion lipidica.

Se define como el desequilibrio en el balance oxidorreductivo celular hacia la reduccion.
Es la incapacidad de las defensas antioxidantes del organismo para compensar la cantidad de
radicales libres lo que resulta en una proliferacion de ROS, en esta situacion es en la que se
presentan las lesiones celulares. Como hemos mencionado antes los radicales libres reaccionan
preferentemente con los lipidos de la membrana, también reaccionan con proteinas, carbohidratos y
ADN, por lo que pueden desencadenar una serie de problemas como disfunciéon mitocondrial

excitotoxicidad y apoptosis si el dafio es muy extenso (Hicks et al., 2006).
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La iniciacién de la PL es favorecida por algln tipo de iniciador, este puede ser cualquier
molécula con la capacidad de extraer un atomo de hidrogeno de un radical metileno (-CH-), esta
manera se produce la formacioén de un radical orgénico y que puede ocurrir en cualquier parte de la
cadena de AGP (Minotti y Aust, 1992; Ryan y Aust, 1992). Se ha considerado como uno de los
principales iniciadores de esta cadena al radical hidroxilo que es el mas reactivo, que se genera a

partir de la reaccion de Haber-Weiss, en la que participan el O, y el Fe™ (Minotti y Aust, 1987).

La segunda parte en esta cadena se conoce como la fase de propagacion, en la que en primer
lugar el radical organico sufre reacciones de combinaciones y adicién con el oxigeno generando
radicales peroxilo orgénicos (ROO). La propagacion se produce debido a la capacidad que de los
ROO poseen para captar un atomo de hidrogeno desde un enlace alilico de una molécula lipidica

vecina, formando asi hidroperéxidos (ROOH).

A la fase de propagacion se le sucede la fase de terminacidn, en dicha fase se combinan los
productos iniciales de la peroxidacion (radicales lipidicos) para dar origen a compuestos no

radicales como en el Malondialdehido (Minotti y Aust, 1987).
2.5.2 Efecto sobre los lipidos.

Se ha mencionado que es en los lipidos donde se provoca el mayor dafo, por lo tanto las
estructuras de la membrana del espermatozoide porcino son muy susceptibles de sufrirla, por tener
mayor presencia de dichas moléculas en su estructura en comparacion a otras especies (Hyang et
al., 2000; Venereo 2002; Pelaez, 2003; Cordova et al., 2009). La PL se inicia cuando los ROS
atacan un acido graso poliinsaturados quitandole un 4tomo de hidrogeno al grupo metileno
adyacente al doble enlace, para poder formar un radical libre acido graso, esta molécula incorpora
rapidamente oxigeno y se transforma en radical libre (peroxilo acido graso), que actia como
transportador de la reaccion en cadena ya que ataca a otros AGP lo que inicia nuevas reacciones.
Este mecanismo se facilita si existe presencia de iones de metales en transicion y por la presencia de
los dobles enlaces existentes en los AGP. Asi pues los productos finales de la PL son lipidos
peroxidados, que al degradarse forman nuevos radicales libres y una serie de compuestos que son
toxicos para la celula, como son por ejemplo los aldehidos, entre ellos 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE)

y el de principal interés para este trabajo, el MDA. Cuando los AGP forman parte de las membranas
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celulares o intracelulares el dafio en su estructura es mas severo, puesto que se altera su fluidez,
permeabilidad y metabolismo, lo que puede provocar la muerte celular (Cerolini et al., 2001;

Chihuailaf et al., 2002; Blokhina et al., 2003; Cardenas y Pedraza, 2006).

Los factores que intervienen en la intensidad con la que se presenta la PL son variados, por
un lado la naturaleza del agente inicializador, la cantidad de AGP contenidos en la membrana
celular y su accesibilidad, la tension de oxigeno, la presencia de hierro, el contenido celular de
antioxidantes como alfatocoferoles y glutation entre otros y la activaciéon de enzimas que pueden
terminar la cadena de reaccion como es el caso de la glutation peroxidasa (GSH-Prx) (Cerolini et

al., 2001; Sellés, 2001; Venereo, 2002).

Figura 7. Representacion esquematica del dafio producido por los radicales libres en los
fosfolipidos de las membranas celulares. (Lopez et al., 1997).
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2.5.3 Efecto sobre las proteinas.

Debido a que las reacciones en el caso de las proteinas son mucho mas lentas, el dafio
provocado por los ROS no es tan severo como en el caso de los lipidos. Cardenas y Pedraza, (2006)
mencionaron que los ROS causan la oxidacion de los residuos de los aminoacidos, el rompimiento
de los enlaces peptidicos y la agregacion entre proteinas, lo que puede provocar la pérdida de las
funciones enzimaticas, dafios en la integridad de proteinas estructurales o alterar la regulacion de las
vias metabodlicas. Las proteinas sufren dafios localizados en los sitios ligados a metales de
transicion, dichos sitios son especialmente sensibles debido a la facilidad con la que los metales
reaccionan con el peroxido de hidrogeno para formar iones de hidroxilo, los que, posteriormente
atacan a los aminodcidos adyacentes, dicha oxidacion de las proteinas tiene como resultado la

formacion de peroxidos y carbonilos (Venereo, 2002; Cordova et al., 2009).

Kirchhoff (1998); Blokhina et al. (2003); Cardenas y Pedraza (2006) indicaron que la
reparacion de las proteinas solo se limita a los residuos de la metionina, por lo tanto, las proteinas
oxidadas deben ser hidrolizadas, evitando asi su difusion en la red metabodlica o su interaccion con

otras proteinas.

2.5.4 Efecto sobre el ADN.

El ADN también es un blanco para los ROS, sobre todo el mitocondrial, debido a su
localizacion se encuentra expuesto a un numero elevado de ROS que proceden de la cadena
respiratoria, ademas de tener poca estabilidad debido a la falta de histonas en su estructura
(Venereo, 2002; Tamer et al., 2005; Tejerina et al., 2008) el dafio es provocado al reaccionar los
ROS con las bases nitrogenadas y con la desoxirribosa. Basicamente el dafio se refiere a que se
provoca una fragmentacion del ADN, ocasionando con ello problemas en la compactacion y
enrollamiento del ADN dentro de la cromatina, por lo que se altera la regulacion de la transcripcion

genética (Trisini et al., 2004; Cardenas y Pedraza, 2006).

Chihuailaf et al. (2002) mencionan que los mecanismos de reparacion en este caso son
menos eficientes, en contradiccion a otros autores que afirman que cuando los ROS llegan al ntcleo

o se producen dentro de él, existen mecanismos de reparacion que funcionan de manera eficiente,
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haciendo una revision de la secuencia de bases lo que permite localizar los dafios ya sea ruptura,
entrecruzamiento o eliminacion de bases, o en el caso de que el dafio sea en un drea mas grande se
realiza la total sustitucion del segmento dafiado por medio de la nucleasa, para ser reemplazados por

la ADN polimerasa [ y la ligasa.

Por ultimo mencionar que Blokhina et al. (2003) indic6 que la glucosa y otros
monosacaridos relacionados, sufren peroxidacion bajo ciertas circunstancias, que forma compuestos
dicarbinilicos y peréxido de hidrogeno, lo més importante de este hecho es que estas biomoléculas

una vez activadas pueden interactuar con otras y formar nuevas asociaciones moleculares.

2.5.5 Daiio oxidativo sobre los espermatozoides.

Los espermatozoides producen y liberan ROS al medio extracelular, que son en su mayoria
producidos por las mitocondrias, y son el producto de la reduccion monovalente del oxigeno

molecular durante la fosforilacion oxidativa (Kirchhoff 1998; Alvarez 2006).

La alta concentracion de AGP la membrana plasmatica de los espermatozoides y el
pequefio tamafio de su citoplasma favorecen la produccion de ROS, las cuales como hemos
mencionado antes perjudican el correcto funcionamiento de la célula espermatica, funciones de gran
importancia desde el punto de vista reproductivo, tales como movilidad y vitalidad, con su
consecuente pérdida de la capacidad de fusion esperma-ovocito (Saezet et al., 1998; Castillo et al.
2001; Alvarez 2006) demostraron que los ROS inducen peroxidacion de AGP eterificados a
fosfolipidos de membrana, lo cual produce alteraciones en la permeabilidad de la membrana, es
decir, provoca la aparicion de puntos (orificios), lo que conduce a una pérdida de la vitalidad,
movilidad y capacidad fecundante del espermatozoide. La produccion de energia (ATP) también se
ve afectada por los ROS, al inactivar algunas enzimas glucoliticas que tienen como consecuencia la
pérdida de movilidad por la falta de combustible para que la contracciéon de los microtibulos

flagelares del espermatozoide sea posible.

La disminuciéon de las funciones del espermatozoide durante su conservacion se ha
relacionado con el aumento en la formacion de ROS durante el proceso, el dafio provocado en la

estructura de la membrana de la mitocondria puede ser uno de los factores de mayor importancia
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para explicar la perdida de la fertilidad en semen criopreservado (Cummings et al., 1994

Kumaresan et al., 2009).

Saezet et al. (1998) indicaron que paraddjicamente, los espermatozoides requieren una
ligera produccion intracelular de anion superdxido (O;") para mejorar el proceso de formaciéon y la

reaccion acrosomal.

El dafio que se produce sobre el acrosoma por efecto del estrés oxidativo es causado durante
el transporte de los mismos a través del epididimo, basicamente, por el peroxido de hidrogeno, el
dafio provocado inhibe la induccidon de la reaccion acrosomal, también se ha comentado que el
perdxido de hidrogeno dana la integridad del acrosoma pero no afecta el correcto funcionamiento de

la capacidad de movimiento del espermatozoide (Castillo et al., 2001; Alvarez 2006).

Se ha sefialado que el dafio sobre el ADN de los espermatozoides se produce después de la
espermiacion, durante el viaje de las células maduras junto con las inmaduras desde los tubulos

seminiferos, debido a que los espermatozoides inmaduros producen una mayor cantidad de ROS.

Figura 8. Representacion de los dafios producidos por la peroxidacion lipidica a la celula y
produccion de MDA. (Academia Biomédica Digital)
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2.6 ANTIOXIDANTES.

Los espermatozoides estdn equipados con sistemas de proteccion contra los efectos toxicos
de los ROS, por lo que la funcion de un antioxidante es ser donador de electrones para evitar una
reaccion en cadena de oxido-reduccion (Hicks et al. 2006) (figura 9), ejercen funciones como,
evitar alteraciones de moléculas tales como lipidos, proteinas, ADN, etc. Su accion se realiza ya sea
en un medio hidrofilico como hidrofébico, mantienen el equilibrio prooxidante-antioxidante
obviamente favoreciendo este ultimo, o simplemente como le mencionan algunos autores
(Chihuailaf et al. 2002; Membrillo et al. 2003) son moléculas que previenen la formacion

descontrolada de radicales libres o inhiben sus reacciones.

Figura 9. Accion del antioxidante frente a los radicales libres. Se muestra la accion que ejercen
los antioxidantes, cediendo electrones para estabilizar al radical libre y evitar su reaccion con otras
moléculas.
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Chihuailaf et al. (2002); Aitken y Krausz (2001) y Castillo et al. (2001) coinciden en
mencionar que, para que la proteccion contra los radicales libres sea lo mas eficiente posible, la
accion de los antioxidantes plasmaticos e intracelulares debe ser integrados armonicamente. Los
radicales libres se distribuyen preferentemente en organelos que, por la intensidad de su actividad
metabdlica generan un nimero mayor de radicales libres localizados tanto en membranas como en

el citoplasma de las células.
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La proteccion que los antioxidantes proveen a los organismos aerobios, involucran

antioxidantes con funcidn:

Preventiva. Diversas proteinas con nucleos enlazados o coordinados a metales (albumina,
metalotioneina y ceruloplasmina, cobre); ferritina, transferrina y mioglobina, asi como hierro, que
previenen la formacion de ROS por encima de los niveles normales del organismo (Chihuailaf et

al., 2002; Aitken y Krausz 2001; Castillo et al., 2001).

Reparadora. Como el nombre lo indica son enzimas que reparan o eliminan las biomoléculas que ya
han sido dafadas por causa de los radicales libres, como son superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GP), glutation reductasa y catalasa (Chihuailaf et al. 2002; Aitken y Krausz, 2001 y
Castillo et al., 2001).

Secuestradora. Su accidn se basa en atrapar para limitar la exposicion de las biomoléculas los iones

Fe+3 y Cut+2, ya que cuando se encuentran en exceso promueven la generacion de radicales libres, las
proteinas que ejercen esta funcion son ferritina, transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina,
haptoglobina, metalotioneina, hemopexina y carnosina, también se pueden incluir otros como
tocoferol, betacaroteno, acido ascorbico y flavonoides (Chihuailaf et al., 2002; Castillo et al., 2001;
Aitken y Krausz, 2001).

Un componente adicional de la red de antioxidantes, son las proteinas de almacén y trasporte

de iones metalicos (Chihuailaf et al., 2002).

2.6.1 Clasificacion de los antioxidantes.
De acuerdo a su sitio de accion se puede realizar una clasificacion de los antioxidantes segun

Venereo, (2002).

Tabla 3. Clasificacion de los antioxidantes segtin su sitio de accion. (Cordova et al., 2009)

INTRACELULAR MEMBRANA EXTRACELULAR
Superéxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferrinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferrinas
DT-deafanasa Albuminas

Glutation reducido Haptoglobinas
Proteinas que ligan metales Vitamina C

Sistemas proteoliticos Acido trico
Vitamina C Vitamina E
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Tabla 4. Clasificacion de los antioxidantes segiin su origen. (Reylli y Burkley, 1990).

ORIGEN ACCION

1. EXOGENOS

Vitamina E Neutraliza al oxigeno singlete.
Captura radicales libres de hidroxilo.
Captura 02.
Neutraliza peroxidos.

Vitamina C Neutraliza al oxigeno singlete.
Captura radicales libres de hidroxilo.
Captura 02'
Regenera la forma oxidad de la vitamina E.

Betacarotenos Neutraliza al oxigeno singlete.

Flavonoides, licopenos

2. ENDOGENOS

Enzimaticos

Cofactor.

Superoxido dismutasa (SOD)

Cobre, sodio, magnesio.

Catalasa (CAT)

Hierro.

Glutation Peroxidasa (GPx)

Selenio.

3. NO ENZIMATICOS

Glutation (GSH)

Barreras fisiologicas que enfrenta el oxigeno a
su paso desde el aire hasta las células.

Coenzima Q

Acido tioctico

Transportadores de metales (transferian y
ceruloplasmina).

Segtin Hicks et al., (2006), la clasificacion de los antioxidantes mas utilizadas establecen las

diferencias de acuerdo a su estructura quimica y funcion bioldgica, asi pues se dividen en naturales

enzimaticos y no enzimaticos.
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2.6.2 Antioxidantes naturales.
2.6.2.1 Antioxidantes enzimaticos.

Las defensas antioxidantes consisten en evitar la reduccion univalente del oxigeno mediante
sistemas enzimaticos, que son regulados de acuerdo a los requerimientos celulares; pueden ser
inducidas, inhibidas o activadas por efectos endégenos (Hicks et al., 2006). En el caso de los
espermatozoides del epididimo estos son protegidos basicamente por 5 enzimas (Membrillo et al.,

2003):
e glutation peroxidasa (GPx)
e fosfolipido hidroperdxido glutation peroxidasa (PHGPx)
e glutation reductasa (GR)
e superdxido dismutasa (SOD)

e catalasa (CAT)

Los antioxidantes enzimaticos, catalizan la transferencia de electrones desde un sustrato hasta
los radicales libres, asi pues los sustratos o agentes reductores empleados en estas reacciones se
regeneran para poder ejercer nuevamente su funcion, este proceso se lleva acabo sirviéndose del
NADPH producidas en las diferentes rutas metabdlicas. El NADPH, que es muy importante para
procesos fisiologicos tiende a disminuir en presencia prolongada de ROS, pese a que algunos

antioxidantes enzimaticos no consumen cofactores (Chihuailaf et al., 2002).

El GPx es una selenoproteina, en las células animales se ubica en la matriz mitocondrial y en
el citoplasma de los eritrocitos, lisosomas de neutrofilos, macréfagos y otras células del sistema
inmune, cataliza la reduccion del peroxido de hidrogeno a lipoperoxido (L-OOH), esta enzima
utiliza como agente reductor el GHS, los productos de esta reaccion son el glutation oxidado
(GSSQG) y el agua (Cérdenas y Pedraza, 2006). Esta enzima se ha encontrado en tejido testicular y
en espermatozoides de mamiferos (Ursini et al., 1999) y como enzima que desempeiia un papel
estructural en la capsula mitocondrial de la parte media y en el flagelo de los espermatozoides
(Kirchhoff, 1998; Marin-Guzman et al., 2000b), cumpliendo de esta forma una funcion metabolica

importante como antioxidante (Verma y Kanwar, 1999). Segun Venereo (2002) y Cardenas y
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Pedraza (2006), existe tres formas distintas de esta enzima tanto en su ubicacion como en la
afinidad hacia su sustrato; GPx-c clasica o forma celular, que se encuentra en casi todos las células
y tiene una mayor afinidad por el peréxido de hidrogeno. GPx —p plasmatica o forma extracelular:
muestra afinidad por el lipoperoxido y el peréxido de hidrogeno se sintetiza en las células tubulares
del rifion. GPx-PH fosfolipido hidroperdxido: muestra una afinidad especifica por los
lipoperoxidos, cuya funcidon principal es proteger contra la lipoperoxidacion reduciendo
hidroperéxidos de 4cidos grasos en las membranas celulares y previniendo las oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (Marin-Guzman et al., 2000b; Venereo, 2002; Cardenas y Pedraza,
2006).

Chihuailaf et al. (2002) indicaron una cuarta forma de la GPx, que es la gastrointestinal y

representa la principal peroxidasa dependiente de GSH en el tracto gastrointestinal.

La catalasa (CAT) es una proteina que cuenta con 4 grupos hemo, se localiza a nivel celular
(mitocondrias, peroxisomas, citosol y eritrocitos), bajas concentraciones de peroxido de hidrogeno
estimulan las funciones de las peroxidasas, mientras que las altas concentraciones de peroxido son

catalizadas por esta enzima (Chihuailaf et al. 2002; Venereo, 2002; Cardenas y Pedraza, 2006).

Chihuailaf et al. (2002) menciona que la enzima superoxido dismutasa (SOD), que se
encuentra presente en células aerobias y fluidos extracelulares y que tiene como funcién principal la
proteccion contra el anién superoxido, debe su biosintesis en gran medida a la concentracion del

sustrato sobre ¢l que acta (Blokhina et al., 2003).

Blokhina et al. (2003); Cardenas y Pedraza (2006) mencionan dos isoformas citosdlicas de
la enzima glutatién S-transferasa (GST), su funcién principal es catalizar la conjugacion de GSH
con una gran variedad de compuestos organicos, las GST pueden reducir hidroperoxidos de lipidos
por medio de una actividad de glutation peroxidasa independiente del selenio, y a demas tiene la

capacidad de detoxificar al 4-hidroxinonenal que es un producto de la peroxidacion de los lipidos.

La enzima CAT ejerce dos funciones, la primera como catalizadora en la descomposicion
del peroxido de hidrogeno (proveniente de la disminucion del superoxido) en agua y oxigeno, esta

funcion la comparte con la glutation peroxidasa que no requiere de cofactores, la segunda funcion
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es peroxidativa y forma parte del sistema antioxidante catalasa/superoxido disminutasa (CAT/SOD)

que actla en presencia de altas concentraciones de peroxido de hidrogeno (Venereo, 2002).

2.6.2.2 Antioxidantes no enzimaticos.

Este grupo de antioxidantes estd compuesto por moléculas hidréfobas e hidréfilas que tienen
la capacidad de capturar radicales libres y que origina especies quimicas que tienen un menor efecto
dafiino para la integridad celular, el mecanismo de accion de estas moléculas se basa en la donacion
de un electréon a un radical libre con la finalidad de estabilizarlo, las moléculas hidrofilas se
localizan principalmente en el citoplasma, matriz mitocondrial y nuclear y en fluidos extracelulares

(Chihuailaf et al., 2002).

Vitamina A. Por su conformacién estructural son excelentes capturando radicales libres, ejercen su
proteccion contra la lipoperoxidacion, sobre todo, por la inducida por el sistema de la xantina
oxidasa, también elimina el i6n superoxido y radicales peroxilos, de la misma forma que la vitamina
C, se puede comportar como prooxidante, pueden causar estrés oxidativo mediante el incremento de
los radicales libres, aparentemente cuando la presion del oxigeno es parcialmente alta, esta accion
en parte depende de la presencia de otros carotenoides y de la interaccidon con otros antioxidantes

como la vitamina E (Olguin et al., 2004).

Vitamina C. Representa el oxidante mas importante en los liquidos extracelulares, es una sustancia
hidrosoluble, reacciona de forma directa en contra de los radicales libres superoxido, hidroxilo y
varios hidroperoxidos lipidicos (Chihuailaf et al., 2002). Esta vitamina protege contra el dafio
oxidativo al ADN, proteinas y contra la peroxidacion de los espermatozoides, la vitamina C ha
tenido efectos protectores sobre la integridad de la membrana de espermatozoides almacenados a
5°C; sin embargo, no mejora significativamente el mantenimiento de la vitalidad espermatica

(Membirillo et al., 2003).

Vitamina E. El nombre genérico de esta vitamina hace referencia a sus 8 isomeros. Estructuras de
tocoferol de los cuales el a- es una vitamina hidrosoluble, principal antioxidante en las membranas
celulares junto al y-tocoferol se le considera esencial para la proteccion celular. El a-tocoferol posee

un grupo OH unido a su porcién hidrofébica, cuyo H se puede remover con facilidad para funcionar
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como donador de electrones (Oldfield, 2003). La captura de los radicales superoxido, hidroxilo y
peroxilos lipidicos la desarrolla en membranas celulares y subcelulares (mitocondria y reticulo
endoplasmico liso) y detiene la propagacion de la lipoperoxidacion. Los radicales peroxilos
generados durante la PL extraen el H de la molécula del tocoferol, el radical tocoferol resultante es
poco reactivo por lo que detiene la reaccion en cadena, dicho radical migra hacia la superficie de la
membrana y se convierte en un radical libre tocoferoxilo, este se regenera a alfa tocoferol por
reacciones mediadas por la coenzima Q y en menor grado por las vitaminas C y A (Blokhina et al.,
2003; Cordova et al., 2009). La vitamina E ademas de proteger contra la oxidacion de los lipidos,
protege el ADN, y reduce el nivel de mutacion cromosdmica en las células espermaticas (Fenech et

al., 1997 Cérdova et al., 2009).

Glutation. Es un compuesto antioxidante que se encuentra presente en el ambiente que rodeo al
espermatozoide. Blokhina et al. (2003) comunicaron que es un agente de bajo peso molecular que
atrapa ROS. Su forma reducida (GSH) es un tripéptido que presenta una distribucion tisular variable
y constituye el compuesto tidlico de bajo peso molecular més abundante en las células de los
mamiferos. Sus propiedades quimicas le permiten ejercer su accion frente a diversos compuestos
oxidantes, tales como perdxido de hidrogeno, superdxido, hidroxilo y especies reactivas del
carbono, también realiza la funcion de reducir el radical libre tocoferoxilo y deshidroascorbato y los

reconvierte a su forma original (Chihuailaf et al., 2002; Olguin et al., 2004).

Acido Urico. Aunque siempre se le ha considerado como producto final del metabolismo de las
purinas, posee funciones antioxidantes tanto intracelularmente como extracelularmente, dicha
funcion se ha comenzado a valorar. Previene la oxidacion de la vitamina C y forma complejos con

los metales Fe y Cu (Chihuailaf et al., 2002; Olguin et al., 2004; Cardenas y Pedraza, 2006).
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2.6.2.3 Funcion antioxidante de los metales.

Algunos minerales estan relacionados con la proteccion contra el dafio oxidativo, como es el
caso de Zn, Se, Mn, Fe y Cu, a pesar que su mecanismo de accion es a través de su participacion en
mecanismos enzimaticos, ya sea como componentes estructurales o activadores, también son

capaces de ejercer actividad antioxidante por si solos (Chihuailaf et al., 2002).

En este sentido el Zinc ejerce su actividad de dos maneras, la primera requiere una
exposicion prolongada a este mineral lo que desencadena de metalotioneinas, que en ultimo
término, son las que ejercen la accion antioxidante. La otra forma se refiere a un efecto inmediato la
cual se desarrolla a través de dos vias, reduciendo la formacién de radicales hidroxilos a partir del
peroxido de hidrogeno mediante la competencia con los iones Fe+2 y Cu+ que participan en la
reaccion de Fenton, o bien disminuyendo la susceptibilidad de los grupos sulfidrilos de las proteinas

a la oxidacion (Chihuailaf et al., 2002; Cordova et al., 2009).

La deficiencia del Se, se traduce en la disminucién de la actividad de la GSH-Px y otras
selenoenzimas, dicha falta de actividad deja a la celula expuesta al dafio oxidativo de los ROS
(Coérdova et al., 2009), de igual forma las deficiencias de este mineral se han relacionado con
problemas de fertilidad, donde se ha implicado al estrés oxidativo como un factor y un causante
mayor que provoca la alteracion de la calidad y viabilidad espermatica (Tamer et al., 2005). Se sabe
que una dieta suplementada con selenio y vitamina E mejora la calidad espermatica, sobre todo en
el caso de la especie porcina, ya que la membrana de los espermatozoides de esta especie contiene
una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados, lo que los predispone a la PL, dafio oxidativo a
la mitocondria y dafio nuclear al ADN (Hyang Song et al., 2000; Sellés, 2001; Cerolini et al., 2001;
Cordova et al., 2009).

En el caso del Mg atn no es claro del todo la funcion que desempena, estudios realizados le
otorgan propiedades protectoras contra la lipoperoxidacion en algunos tejidos, se presume que
funciona como un capturador de radicales hidroxilo y superdéxido, también como promotor de la

sintesis de metalotioneinas (Chihuailaf et al., 2002; Olguin et al., 2004; Cadenas y Pedraza, 2006).

63



2. Revision Bibliogréfica

Si bien los minerales Fe y Cu desarrollan importantes funciones antioxidantes, ya sea como
constituyente de enzimas y/o proteinas, también pueden ser grandes formadores de radicales libres
cuando se encuentra es su forma Fe+2/+3 y Cut/+2 siendo la mas reactiva la forma reducida, que
promueven la descomposicion del peroxido de hidrogeno cuyo producto final mas importante es el
radical hidroxilo. Esta es una de las principales vias de produccion del radical hidroxilo en el medio
celular y se conoce como reaccion de Fenton (Chihuailaf et al., 2002; Olguin et al., 2004; Cardenas
y Pedraza, 2006; Cérdova et al., 2009).

2.6.3 Antioxidantes sintéticos.

La necesidad de obtener proteccion contra el dafio oxidativo, la cual fuera mas efectiva y
econémicamente mas asequible, impulso la creacion de estos antioxidantes, dentro de los cuales
destacan BHT, BHA, Galato de Propilo y TBHQ, que se han utilizado en la industria alimenticia y

ahora también en la conservacion espermatica (Cordova et al., 2009).

El BHT (butil hidroxitolueno) posee una gran solubilidad en varios aceites y grasas, pero
para que su accion se mas eficiente ya que no es tan eficiente en comparacion a otros antioxidantes,
por lo tanto se debe utilizar en combinacién con otro antioxidante, es uno de los productos mas
antiguos del mercado. Membrillo et al., (2003) mencionaron que el BHT en espermatozoides
durante almacenamiento liquido, logra un mejoramiento en la integridad de la membrana, en la
movilidad y en la supervivencia espermatica. El BHA (butil hidroxianisol) a diferencia del BHT es
mas eficiente en aceites vegetales, pero posee su misma volatilidad por lo que su manejo debe ser
cuidadoso, en el semen conservado tiene un efecto positivo en el mantenimiento de la movilidad

(Membirillo et al., 2003; Cérdova et al., 2009).

El Galato de Propilo, en comparacion con los dos anteriores, es el antioxidante mas
eficiente en cuanto a conservacion de grasa de origen animal, su efecto sobre la movilidad es
positiva, aunque su accion puede quedar anulada dependiendo del diluyente especifico utilizado.
Por ultimo El TBHQ (terc-butilhidroquinona), que muestra mas eficacia que los anteriores
mencionados, cumpliendo las mismas funciones pero de una manera mas efectiva en cuanto a la

proteccion contra el dafio oxidativo (Cordova et al., 2009).
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2.7 TECNICAS DE ANALISIS SEMINAL.

La calidad del semen, ha sido tradicionalmente evaluada con el espermiograma clésico, que
se basa en la aplicacion de pruebas de ejecucion simple, en el que se incluyen pruebas de caracter
macroscOpico y microscopico, en las que se mide el volumen, concentracion, movilidad de los

espermatozoides, estado del acrosoma y morfoanomalias espermaticas (Gadea, 2001)

En los centros de inseminacion artificial, se detectan machos con una fertilidad reducida y
que en su analisis rutinario presentan un espermiograma anormal; sin embargo, en otras ocasiones
se presentan espermiogramas normales pertenecientes a machos subfértiles (Gadea, 2001). La
manifiesta incapacidad de las técnicas de analisis seminal en el establecimiento de una correcta
prediccion de la fertilidad, principalmente debida a la complejidad que representa el proceso
reproductivo, en el que el resultado final depende de muchos factores como los parametros de
calidad seminal, también por las condiciones propias de la hembra, la interaccion de la hembra con
el macho y la intervencion humana en el proceso (Amann, 1989; Colebrander et al., 2003; Tejerina,

2007).

Segin Colebrander et al. (1992) y Gonzalez-Urdiales et al. (2006), la estimacion de la
capacidad fecundante de un macho destinado a la cria, parte de la estimacién de datos obtenidos en
la valoracion de los siguientes aspectos: el andlisis clinico del aparato reproductor, evaluacion de la
libido y capacidad copulatoria, datos de los indices de prefiez de montas o inseminaciones pasadas y
de los resultados del andlisis de los pardmetros de calidad seminal, este procedimiento nos permite
comprobar el correcto funcionamiento del aparato reproductor del macho, y asi identificar los caso

claros de infertilidad y subfertilidad (Graham 2001; Rodriguez-Martinez, 2003b; 2006).

Los aspectos que se pueden valorar en el espermatozoide son de caracter fisico, tales como
concentracion espermatica por ml de eyaculado, movilidad, integridad de la membrana acrosémica,
integridad de la membrana plasmatica y morfologia, y bioquimico como la actividad metabolica en
el consumo de oxigeno, utilizacion de piruvato, fructdlisis y reduccion del azul de metileno,
determinacion de enzimas intracelulares como GOT, acrosina, hialuronidasa, entre otras; también,
se valora la concentracion de ciertos metabolitos, como ATP, acido sidlico, etc; desde el punto de

vista funcional, la respuesta al estrés osmotico, sensibilidad al estrés térmico paso a través de una
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columna de Sephadex, estado de la cromatina nuclear, penetracion del moco cervical, etc. (Pace,
1980; Watson, 1990; Woelders, 1991); existen otras pruebas que evaltan el comportamiento del
espermatozoide frente a los mecanismos de fecundacion, como son la evolucion del estatus de la
capacitacion, los procesos que ocurren durante la unidon del espermatozoide a la zona pelucida, la
induccion de la reaccion acrosomal; asi como, la penetracion de la zona pelicida del ovocito

propiamente (Woelders, 1991; Pelaez, 2003).

Por tanto, las pruebas in vitro tradicionales evaltan aspectos fisicos del eyaculado como ya
hemos mencionado, aspectos como el color, volumen y concentracion ademas de la movilidad y la
morfologia espermatica, si un eyaculado serd destinado o no a la inseminacién artificial dependera
sobre todo de estos dos ultimos aspectos, de acuerdo al estudio realizado su correlacién con la
fertilidad es variable, en cuanto a la movilidad se describen correlaciones entre r=0.15 y r=0.83, y
en cuanto a la morfologia la correlacion va de r=0.06 a r=0.86, datos obtenidos por Rodriguez-
Martinez (2003b), en cualquier caso no nos va a permitir llegar a una prediccion exacta de la

fertilidad.

En la actualidad, existen gran nimero de pruebas que nos permiten llegar a una mejor
prediccion de la fertilidad, combinando los multiples aspectos que evalian cada una de ellas
(Rodriguez-Martinez, 2003b). La citometria de flujo, especialmente ha contribuido valiosamente ya
que permite el andlisis de diferentes parametros al mismo tiempo (Graham, 2001; Rodriguez-
Martinez 2003b; Colebrander et al, 2003; Guillan et al., 2005; Tejerina, 2007), asi como las pruebas
que simulan los procesos que ocurren durante la fecundacion; sin embargo, el inconveniente que
presentan estas pruebas es su complejidad y la necesidad de una persona capacitada para su
realizacion, ademas del alto coste que ellas tienen; por lo tanto, han quedado restringidas al ambito
de la investigacion, para Rodriguez-Martinez (2003b) y Tejerina (2007) la prueba ideal de analisis
seminal quedaria definida por los siguientes criterios técnicos: objetividad, repetibilidad, exactitud,

afiadiendo que deberian ser test sencillos, baratos y rapidos.

La primera evaluacion que se realiza al eyaculado, es la que se realiza de manera
macroscopica, donde se observa el volumen, el aspecto general y color del eyaculado, cuando existe
un color distinto al blanco nitido, nos indica la presencia de problemas, como patologias en el

aparto reproductor del macho, si la coloracion observada en el semen en roja indica la presencia de
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alguna hemorragia, marronacea posiblemente hay presencia de una infeccion pidgena o cuando la

coloracion es amarillenta indica contaminacion por orina (Martin-Rillo et al., 1996).

2.7.1 Evaluacion de la movilidad espermatica.

La técnica que se ha utilizado de manera mds frecuente, es la valoracion subjetiva que
consiste en la observacion al microscopio la calidad del movimiento que presentan los
espermatozoides en el eyaculado, clasificando este movimiento de manera arbitraria en una escala
de 0 a 5 (Martin-Rillo et al., 1996), esta manera se pueden hacer una valoracion de la movilidad en
masa del eyaculado y también una valoracion del movimiento individual de los espermatozoides, la
cual se realiza con un mayor aumento en el microscopio Optico, en donde se valora también de
forma subjetiva el porcentaje de espermatozoides moviles, el porcentaje de ellos con movimiento
progresivo y la calidad de movimiento que presentan en base a una escala arbitraria que vas desde 0
en donde el movimiento es inexistente y hasta 5 donde el espermatozoide se mueve de manera
progresiva, rectilinea y muy rapida (Gonzalez- Urdiales et al., 2006). Es la movilidad, el parametro
que se ha utilizado con mayor frecuencia en la determinacion de la viabilidad espermatica y por
consecuencia para determinar la calidad e idoneidad del eyaculado, existen diferentes opiniones en

cuanto a la relacion del movimiento espermatico con la fertilidad (Rodriguez-Martinez, 2003b).

En la actualidad, existe la posibilidad de realizar un analisis mas profundo del movimiento
espermatico, la existencia de programas informaticos que ayudan a la valoracion, permiten estudiar
parametros cinéticos en el eyaculado, conocidos como sistemas computer-assisted semen analysis
(CASA) aportan precision y exactitud; sin embargo, atin hace falta trabajar sobre la estandarizacion
de los equipos y procedimientos, pero los resultados son objetivos y fiables (Woelders, 1991;

Verstegen et al., 2002, Tejerina, 2007).

2.7.2 Parametros medidos por el sistema CASA.

Para Drobnis et al. (1988), los parametros cinéticos calculados por un sistema CASA, son:
“aspectos geométricos de la movilidad, dependientes del tiempo, que se diferencian mediante
calculos de masa y fuerza”; se trata pues de indicadores que nos aportan informacion de la

velocidad del movimiento del espermatozoide, asi como de la frecuencia, los cambios de direccion
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y la amplitud de la trayectoria descrita por la cabeza espermatica (David et al., 1981; Serres et al.,

1984).

Debido a la velocidad con la que el espermatozoide bate el flagelo, los sistemas CASA son
incapaces de hacer las lecturas de los parametros directamente de €I, por lo tanto se realiza una
medicion indirecta del movimiento tomando como referencia la cabeza del espermatozoide

(Mortimer, 1997; Bernal, 2009).

Los actuales sistemas de analisis de movimiento espermatico calculan al menos los

siguientes parametros derivados del movimiento del centroide de la cabeza espermatica:

Velocidad Curvilinea (VCL): Velocidad, en pm/s, del espermatozoide en su trayectoria curvilinea,

siendo esta la proyeccion bidimensional de la trayectoria tridimensional real del mismo (Mortimer,
1997). Nos indica la distancia cubierta por la cabeza de la célula espermatica en el tiempo de
observacion. Es siempre mayor o igual (este Gltimo supuesto solo se verificard en el caso de que la
trayectoria real del espermatozoide sea una linea completamente recta) que las otras dos

velocidades.

Velocidad Rectilinea (VSL): Velocidad, en pm/s, del espermatozoide en su trayectoria rectilinea,

siendo esta la resultante de unir el primer y ultimo punto de la trayectoria curvilinea durante el
periodo de observacion. Indica la ganancia neta de espacio por parte del espermatozoide, siendo,

dentro de los 3 parametros cinéticos el que presenta el valor mas bajo (Mortimer, 1997).

Velocidad media (VAP): Velocidad, en pm/s, del espermatozoide en su trayectoria media durante el

periodo de observacion; siendo la trayectoria media un indicativo de la direccion media de
desplazamiento de la célula espermatica, sus puntos se obtienen a partir del valor promedio de las
coordenadas de los puntos de la trayectoria circular adyacente mediante un proceso matematico
denominado ‘“‘smoothing”, si bien es posible realizar el trazado manual o geométricamente
(Mortimer, 1997). Hemos de tener en cuenta que cada equipo comercial puede usar distintos
métodos algebraicos para llevar a cabo el proceso de “smoothing” (Mortimer, 1997), suponiendo un
obstaculo en la comparacion de resultados obtenidos por equipos de fabricantes distintos (Mortimer

y Swam, 1999a; b).

68



2. Revision Bibliogréfica

-indice de Linealidad (LIN): Es la relacién porcentual entre la VSL y la VCL [(VSL/VCL)*100];

indica cuan proxima es la trayectoria circular del espermatozoide a una linea recta. Los recorridos
circulares presentan un bajo LIN, ya que la trayectoria circular sera mucho mayor que el espacio
neto ganado; mientras que con trayectorias curvilineas, con una relativamente baja amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y una direcciéon de movimiento proxima a una linea

recta, el LIN es elevado (Mortimer, 1997).

indice de Rectitud (STR): Es la relacion porcentual entre la VSL y la VAP [(VSL/VAP)*100]; nos

indica cuan proxima es la trayectoria media a una linea recta. Como en el indice anterior presenta
valores bajos en trayectorias curvilineas alejadas de una linea recta (aunque mayores que el LIN);
mientras que seran altos cuando los puntos de la trayectoria media estén separados y presenten una

baja ALH (Mortimer, 1997).

Indice de Oscilacion (WOB): Es la relacion porcentual entre la VAP y el VCL [(VAP/VCL)*100];

indica el grado de oscilacion de la trayectoria real de la cabeza espermatica respecto de la
trayectoria media (Blanco, 1998); presenta valores bajos cuando la ALH es elevada, y altos cuando
la trayectoria descrita por el espermatozoide es circular y la VCL y la VAP presentan valores

similares.

Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH): Se define como el

desplazamiento en pum, efectuado por la cabeza espermatica en su trayectoria curvilinea de uno a
otro lado de la trayectoria media (Quintero - Moreno, 2003). Es usada como una aproximacion para
describir el batido flagelar, no tratindose de una amplitud sensu extricto, al no medirse la distancia
entre el pico de la onda y el punto de inflexion de la curva (Mortimer, 2000). Para realizar el calculo
de la misma, es necesario el trazado previo de la trayectoria media del espermatozoide, para a
continuacion calcular la distancia entre cada punto de la misma con la real, dicha distancia es
definida en literatura anglosajona como “riser” (Boyers et al., 1989), siendo la ALH en cada punto
el doble del riser. En una trayectoria regular la distancia es perpendicular a cada punto de
seguimiento de la trayectoria media; esto no se verifica si el recorrido del espermatozoide es muy
irregular (como ocurre con los espermatozoides hiperactivados) haciendo que los resultados

obtenidos para este pardmetro tengan menor exactitud (Mortimer, 1997).
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Los resultados de ALH se expresan de dos posibles maneras, en funcién del sistema CASA

que estemos utilizando:
* ALH media: es el promedio del conjunto de valores de ALH calculados en todos los puntos de su
trayectoria.

* ALH maxima: Es el maximo valor de ALH en la trayectoria considerada.

Frecuencia de batido (BCF): Es el numero de veces que la cabeza del espermatozoide cruza la

direcciébn de movimiento; siendo indicativo de la frecuencia de batido del flagelo. La BCF se
expresa en Hz y se calcula contando el nimero de veces que la trayectoria curvilinea cruza la
trayectoria media por segundo. La BCF es util en la valoracion de fuertes cambios en los patrones

del movimiento del flagelo (Mortimer, 1997).

Ademas de los anteriores parametros existen otros derivados de ellos siendo usados con
menor asiduidad (Blanco, 1998; Quintero-Moreno, 2003). Por tltimo, Mortimer y Swan (1999a; b)
desarrollaron una nueva serie de parametros derivados de los basicos, a excepcion de la VAP y la
ALH, con la intencidon de hacer mas facil la comparacion de resultados entre sistemas distintos, y

mas adecuados para la valoracion de espermatozoides hiperactivados.

2.7.3 Evaluacion de la morfologia espermatica.

Con esta prueba, se pueden detectar problemas desde el momento de la espermiogénesis y
problemas en la maduracion durante el paso de los espermatozoides a través del epididimo, esto
permite la eliminacion de reproductores de baja calidad, al indicar estas anomalias problemas
genitales mayores, la correlacion de esta prueba con la fertilidad, al igual que en la prueba de
movilidad subjetiva, varia mucho dependiendo de la prueba utilizada (Rodriguez-Martinez, 2003b;
Tejerina, 2007). Las anomalias que puede presentar un espermatozoide, se pueden clasificar
dependiendo la causa de dichas anormalidades (Gonzalez-Urdiales et al. 2006), las cuales se

mencionan a continuacion:
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Primarias. Producidas por algin fallo o deficiencia durante la espermiogénesis, pudiendo ser
especificas y no especificas, donde las primeras presentan origen genético y las segundas, son de

etiologia diversa.

Secundarias. Existe una presencia de espermatozoides con alteraciones en la cola, como cola en
latigo, enrolladas o simplemente ausencia de ella, provocadas por alteraciones a nivel del

epididimo.

Terciarias. Se refieren al manejo que se le da al semen durante su proceso en el laboratorio, en el
cual si no se hace de manera correcta se pueden ocasionar lesiones de tipo mecanicas, como
desprendimiento de cabezas cuando se realizan extensiones de manera erronea, también lesiones
fisicas y/o quimicas, por no controlar adecuadamente la temperatura, presion osmotica, pH y

composicion del diluyente.

Otra alteracion que se puede presentar en la celula espermatica, es la llamada gota
citoplasmatica, que se trata de residuos de la espermatogénesis, que se puede localizar ya sea en la
porciébn que conecta la cabeza con la pieza intermedia, recibiendo esta el nombre de gota
citoplasmatica proximal, pudiendo también presentarse en la porcion de conexion entre la pieza
intermedia y la porcion principal de la cola, lo que le da el nombre de gota citoplasmatica distal, a
excepcion de esta ultima, se ha encontrado correlacion entre esta anormalidad y la fertilidad, ya que
con mas de un 5% de la presencia de gota citoplasmatica proximal reduce la fertilidad, no habiendo
correlacion en el caso de la gota distal; la presencia de gota citoplasmatica, significa que el

espermatozoides estd inmaduro (Tejerina, 2007) (figura 11).

En la actualidad, existen mecanismos para realizar el estudio de la morfologia espermatica,
con la ayuda de sistemas computarizados, como es el caso de sistemas conocidos con el nombre de
automated semen morphology analysis (ASMA), que con ayuda de tinciones nos permiten efectuar
un estudio de manera optimizada, pero debido al coste del equipo y el tiempo que se tarda en
realizar el estudio, su uso ha sido relegado a la investigacion (Casey et al., 1997; Tejerina et al.,
2005; Garcia-Herreros et al., 2006). Existen tinciones que permiten realizar la lectura de
morfoanomalias en las células espermaticas, dentro de las cuales se encuentran tinciones como azul

de metileno o rosa de bengala, las cuales proporcionan una buena coloraciéon en el interior de la
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celula, provocando un contraste con el fondo del campo de vision idoneo para la visualizacion del
contorno de la célula, hay también tinciones conocidas como tinciones dobles, cuyo objetivo es
visualizar partes especificas del espermatozoide (Garcia-Artiga et al., 1994). El uso de microscopia
de contraste de fase, es una herramienta para la realizacion de esta prueba, asi como la utilizacion
de microscopia electronica de barrido, aunque su uso esta enfocado a la investigacion (Bonet et al.,

2006).

2.7.4 Evaluacion de la integridad de la membrana.

Como ya se menciond, en el proceso de criopreservacion, la membrana plasmatica es una
de las estructuras que sufren mas dafio, por lo que su valoracion es indispensable, la cual se puede
realizar desde dos puntos de vista; desde el aspecto funcional y estructural (Holt y Medrano, 1997;

Vazquez et al., 1999; Pelaez, 2003).

Al ser un punto muy importante existe un amplio abanico de pruebas para su estudio, de esta
manera, se puede emplear en el estudio de la integridad de la membrana citoplasmatica optica de
contraste diferencial de interferencia o Nomarski, también el uso de microscopia electronica de
barrio o transmision, a pesar de que estas técnicas aportan informacion detallada del dafio presente
en la membrana no se ha encontrado correlacion de ellas con la fertilidad, a menos que el dafio sea
muy severo (Rodriguez-Martinez, 2005); ademas, de ser pruebas muy lentas, complejas y de coste

elevado (Tejerina, 2007).

En cuanto a la integridad estructural de la membrana plasmatica se puede realizar una
prueba de manera indirecta para determinar el porcentaje de espermatozoides con la membrana
dafiada, como puede ser la cuantificacion de ATP y de algunas enzimas intracelulares, partiendo de
la base, de la imposibilidad de mantener las concentraciones de dichas enzimas dentro de rangos
fisioldgicos si la membrana ha perdido su integridad (Woelders, 1991), a pesar de brindar
informacion sobre la integridad estructural del plasmalema presenta dos inconvenientes, el primero
se refiere a la dependencia de las condiciones experimentales utilizadas y a que no es posible
distinguir espermatozoides dafiados de los espermatozoides con la membrana intacta (Watson,

1990; Woelders, 1991; Pelaez, 2003).
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Las técnicas mas empleadas para la determinacion de la integridad de la membrana, son
aquellas que emplean la tincion basadas en el hecho de que un espermatozoide con la membrana
plasmatica intacta mantiene la permeabilidad selectiva lo que impide la entrada del colorante; por lo
tanto, la célula se muestra sin tincién; en cambio, si el espermatozoide ha sufrido dafio en la
membrana, la permeabilidad selectiva se pierde y el colorante es capaz de penetrar a la célula
provocando tincidon en ella, lo que provoca que dependiendo, si los espermatozoides presentan
tincidon o no, se les considere vivos o muertos respectivamente (Watson, 1990). Son varias las
técnicas de tincion que se emplean como son la eosina/nigrosina, azul tripan, verde rapido/eosina,
eosina/azul de anilina o el amarillo de naftol/eritrosina (Garcia-Artiga, et al., 1994; Rodriguez-
Martinez, 2005, Tejerina, 2007). Al momento de realizar la clasificacion de status del
espermatozoide, es decir, si es considerado vivo o muerto se presenta un problema, pues hay
presencia de células parcialmente tefiidas, Bamba (1988) indic6 que la parcial coloracion de la
celula indica el inicio de la alteracion de la membrana que con el paso del tiempo desencadenara en
una alteracion mayor y por lo tanto pérdida total de la permeabilidad de la membrana, por lo tanto
deben considerarse como muertos, en el caso de la evaluacion de espermatozoides congelados-
descongelados existe otro inconveniente, ya que el glicerol aumenta la permeabilidad de las células
que no estan danadas, lo que aumenta el recuento de espermatozoides muertos, que por accion del

glicerol han sido danadas artificialmente (Mixner y Saroff, 1954, citados en Peldez, 2003).

Las técnicas de tincidon convencionales, han sido relegadas debido a la aparicion de un gran
numero de fluorocromos, con los que se pueden determinar con mayor objetividad la integridad de
la membrana plasmatica, clasificindose en los que solo penetran como en el caso de las tinciones
convencionales, si la membrana plasmatica estd danada, como por ejemplo el ioduro de propidio,
Hoechst 33258, homodimero de etidio y YoPro-1, que al entrar a la célula se unen especificamente
al ADN (Rodriguez-Martinez, 2005; Silva y Gadella, 2006), y los que penetran al interior de la
célula sin que esta tenga comprometida su integridad, como por ejemplo el diacetato de fluoresceina
y sus derivados (Gillan et al, 2005), estos fluorocromos una vez dentro de la célula son
desacetiladas por esterasas intracelulares impidiendo asi su retorno al medio externo, dentro de este
grupo se encuentra SYBR-14, pero este penetra a la célula siempre y cuando estén en
funcionamiento las bombas de iones de la membrana, y una vez dentro se une al ADN (Garner et
al., 1994). Esta caracteristica, permite que la determinacién de la poblacion de espermatozoides

vivos y muertos, se pueda realizar utilizando dos fluorocromos que tienen capacidades distintas de
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penetracion de la membrana plasmatica, asi como la utilizacién de otros fluorocromos que evaliian
el estado del acrosoma (Garner et al., 1986; Garner y Johnson, 1995; Januskauskas y Rodriguez-
Martinez, 1995; Januskauskas et al., 1999; Juonala et al., 1999; Gil et al., 2000; Nagy et al., 2003;
etc).

La determinacién de las poblaciones de espermatozoides vivos y muertos, utilizando las
técnicas antes mencionadas, se pueden realizar con microscopio de epifluorescente con los filtros
adecuados para cada fluorocromo (Althouse y Hopkins, 1995); solo que el inconveniente es el
numero elevado de espermatozoides que hay que contar para obtener pequefios errores estandar, lo
que ha contribuido a la incorporacién de la citometria de flujo como herramienta para la evaluacion
de la integridad de la membrana, con la ayuda de la citometria se puede hacer un conteo de 10, 000
células en menos de 1 minuto, pudiendo de esta manera realizar una evaluacion de las técnicas de
fluorescencia empleadas; ademads, de tener la posibilidad de analizar diversos parametros de forma
simultanea, lo que se refleja en un aumento en la correlacion de sus resultados con la fertilidad ya
sea in vivo o in vitro (Maxwell et al., 1998; Ericsson et al., 1993; Januskauskas et al., 2001;
Guillan et al., 2005; Silva y Gadella, 2006).

Para la evaluacion de la integridad de la membrana plasmética desde el punto de vista
funcional, se emplean técnicas que someten a los espermatozoides a un medio hipoosmotico,
partiendo de la idea de que la célula realizara un intercambio de liquido para ajustar la presiones
osmodticas en ambos lados del plasmalema, esto se realizara siempre y cuando la membrana cuente
con sus mecanismos de intercambio de fluidos funcionando correctamente (Quintero-Moreno,

2003; Tejerina, 2007).

Test de resistencia osmotica (Osmotic resistance test, ORT), que utiliza esta propiedad de la
membrana de reaccionar ante un medio hipoosmotico, en esta prueba se analizan las lesiones
estructurales evidentes, tras la incubacién que se producen a nivel del acrosoma, por lo tanto se
considera que aquellos espermatozoides que han podido resistir el shock osmoético se catalogan
como funcionales (Schilling et al., 1984;1986; Pérez-Llano et al., 1998a; Gil et al., 2000). La
habilidad de conservacion de un eyaculado y la capacidad fecundante han sido estimadas con esta

prueba (Schilling et al., 1984; Schilling y Vengust, 1985; Schilling et al., 1986; Tejerina, 2007).
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Otra prueba que se utiliza para valorar la funcionalidad de la membrana plasmatica, es el
llamado test de endosmosis (hypoosmotic sweelling test, HOST), en el caso de la especie porcina, la
prueba ha sufrido modificaciones desde su adaptacion (Vazquez et al., 1997; Pérez-Llano et al.,
1998b). En esta prueba, se valora la presencia de hinchamiento y enrollamiento del flagelo cuando
la integridad de la membrana no ha sido comprometida debido a la acumulacién de agua en esa
zona, dicho hinchamiento y enrollamiento no ocurre cuando la membrana se encuentra dafada ya
sea fisicamente o funcionalmente, al igual que la prueba anteriormente mencionada, se emplea un
medio hipoosmotico para analizar la respuesta de la célula a este medio, realizando comparaciones
de esta técnica con los resultados obtenidos en las pruebas de integridad de la estructura del
plasmalema no se encuentra coincidencia entre ellas, aunque si existe correlacion en mayor o menor
grado, esto se explica segin Jeyendran et al. (1984), quienes indicaron que las dos pruebas evaluan
aspectos distintos, pudiendo ocurrir que una membrana estructuralmente no danada, no pueda ser
capaz de responder al estrés osmdtico al que se le somete en esta prueba, indicando de esta manera
la pérdida de su actividad funcional (Jeyendran et al., 1984; Rodriguez-Gil et al., 1994; Vazquez et
al., 1997; Pratap et al., 2000).

2.7.5 Evaluacion de la integridad del acrosoma.

El acrosoma, contiene gran cantidad de enzimas; la hialuronidasa y acrosina, son las dos
enzimas indispensables para poder llevar a cabo la penetracion del ovocito y por la tanto realizar la
fecundacion, por lo que su integridad se hace indispensable (Woelders, 1991). Existe una gran
variedad de pruebas para evaluar su estado a través de la valoraciéon de la morfologia de los
espermatozoides, como la observacion con microscopio electronico, pero igual que en las pruebas
anteriores la técnica resulta compleja y lenta, ademas de necesitar saber el status de la membrana
plasmatica a priori para poder realizar la interpretacion de manera correcta o si se trabaja con
espermatozoides capacitados quienes pueden mostrar una mayor sensibilidad al proceso de fijacion,

lo que falsea los resultados (Yanagimachi, 1994, Pelaez, 2003).
Existen mecanismos de valoracion mas sencillos, como por ejemplo, el empleo de

microscopia de contraste de fases (Pursel y Johnson, 1974; Woelders, 1990) y la microscopia de

contraste diferencial de interferencia (Aalseth y Saacke, 1986; Peléez, 2003).
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Como en el caso de las técnicas tintoriales utilizadas en la evaluacion de la integridad de la
membrana plasmatica han sido desplazadas por el uso de tinciones que incorporan fluorocromos, lo
mismo pasa en el caso de la evaluacion de la integridad del acrosoma, donde para realizar el
marcaje fluorescente principalmente se utilizan lectinas vegetales combinadas con un fluorocromo,
que proporcionan mas intensidad y contraste entre el acrosoma y el resto de las estructuras del
espermatozoide, el procedimiento clasico utilizado en el hombre fue adaptado para la especie
porcina, entre otras, como la equina (Casey et al., 1993), bovina (Cross y Watson 1994) y ovina

(Valcarcel et al., 1997).

En un principio fue utilizada la aglutinina de Pisum sativum (PSA) (Graham, 2001), en el
caso de esta aglutinina solo se aprecia la coloracion del acrosoma si este presenta la integridad de la
membrana dafiada, debido a su capacidad de unién con residuos de a-manosa y a-galactosa de la
matriz acrosomal (Farlin et al., 1992; Flesch et al., 1998; Guillan et al., 2005), ademas de la PSA
que se ha utilizado en combinaciéon con isotiocianato de fluoresceina (FITC) como marcador
acrosémico (FITC-PSA), combinaciones también con yoduro de propidio o conjugada con Hoechst
33258 (Way et al., 1995; Sukardi et al., 1997; Cox et al., 1998), se ha utilizado las aglutininas de
Arachis hypogea (PNA) y de Triticum vulgaris (WGA), asi como la concanavalina A (ConA). En el
caso de PNA que se ha utilizado también en conjuncion con FITC, presenta una ventaja sobre el
PSA, ya que cuanta con menos puntos de unidén no especificos en otras areas del espermatozoide, e
igual que el PSA solo habra coloracion si la membrana del acrosoma est4 dafiada, ademas se cuenta
con la posibilidad de apoyar estas técnicas con citometria de flujo (Tejerina, 2007). Es una practica
comun conjugar la utilizacion de un fluorocromo de integridad de membrana y una lectina
indicadora de integridad del acrosoma, de esta manera se puede evaluar estos dos parametros a la

vez (Graham, 2001; Pelaez, 2003).

Otro método para poder evaluar la integridad del acrosoma, se refiere a la valoracion de la
capacidad de reacciéon acrosomica (RA) ante estimulos externos, esta prueba parece mas
informativa (Colenbrander et al., 2003), pues se reportan correlaciones significativas (r = 0,60),
entre el grado de inducibilidad de la RA y la fertilidad de las muestras (Rodriguez-Martinez, 2005).
In vitro se han utilizado como agentes inductores de la RA, zonas pelacidas (ZP) homologas, ZP
solubilizada, proteinas de ZP, iondforos de calcio como el Hoechst A23187, entre otros (Berger et

al., 1989b; Mattioli et al., 1996; Harkema et al., 1998; Rodriguez-Martinez, 2003b; 2005, Tejerina,
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2007). También se ha empleado en la valoracion de la integridad del acrosoma el uso de
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos mono y policlonales, combinados con colorantes
fluorescentes, siendo especificos de proteinas de la membrana acrosomal como la CD46 o de la

matriz acrosomal (Gonzalez-Urdiales et al., 2006; Tejerina, 2007).
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3.1 PRODUCTOS Y SOLUCIONES.

Tabla 5. Reactivos.

EMPRESA PRODUCTO REF. CAT.

Sigma-Aldrich Chemie @ GmbH, Steingeim, Albimina sérica bovina

Alemania. (BSA) C8166
Carboxifluoresceina C-0750
DMSO L8783
Glutaraldehido 25% L7381
Lactosa monohidratada D5879
Andlogo de vitamina E 193510-50MG
Glutation Reducido G6013-5G
PBS “H3375
Ioduro de propidio P3911
Formaldehido F1635
Bicarbonato Sédico S5761
Citrato Sodico 131655
Suero Salino Fisiologico 346821
Acido tricloracetico T9159
Acido tiobarbiturico T5500

Kubus S.A. Majadahonda. Espaiia. Diluyente seminal MR-A

Acofarma S.A., Tarrasa, Espaiia. Glucosa anhidra 14732
Glicerol 14691

Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania. Dodecil-sulfato sodico 13560/0008

A continuacion se detallan las diferentes soluciones y medios preparados. Los equipos

utilizados en cada prueba se sefialan individualmente al hacer la descripcion pormenorizada de cada

analitica concreta.

El pesaje de todos los reactivos utilizados para la preparacion de las soluciones se realiza en

una balanza de precision AB204-S (Mettler-Toledo, Nueva York, EEUU), en el proceso de dilucion

se emplea un agitador magnético Basicmagmix (Lovango S.L., Barcelona, Espafa), el agua de las

soluciones la proporciona un dispensador Milli-Q Synthesis A10 (Millipore Corporation, Bedford,

EEUU).
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Tabla 6. Diluyente de Refrigeracion.

Producto Cantidad
Lactosa Monohidratada 11,0 % p/v
Yema de huevo 20,0 % v/v
Agua MilliQ C.S.
Se almacena a 15°C hasta el momento de su utilizacion.
Tabla 7. Diluyente de Congelacion.

Producto Cantidad
Diluyente de refrigeracion 89,55 % v/v
Glicerol 8,95 % v/v
Dodecil-sulfato sodico 1,50 % v/v
Se almacena a 5°C hasta el momento de su utilizacion
Tabla 8. Solucion stock de Glutaraldehido al 2%.

Producto Cantidad
Preparar una solucion inicial con:

Citrato sodico 1,0 % p/v
Glucosa anhidra 2,9 % p/v
Bicarbonato sodico 0,2 % p/v
Agua Milli Q 100 ml
De la solucion anterior se toman 92 ml y se les adicionan:

Glutaraldehido al 25% 8 ml
Se almacena a 4°C hasta el momento de su utilizacion

Tabla 9. Solucion Formolada

Producto Cantidad
Formaldehido al 35% v/v 0.857% v/v
Suero Salino Fisiologico C.S.

Se almacena a 4°C hasta el momento de su utilizacion

Tabla 10. Solucion stock de loduro de Propidio.

Producto Cantidad
Ioduro de Propidio 0,5 mg/ml
Suero Salino Fisiologico C.S.

Se prepararan alicuotas de 1 ml que se almacenan a -20°C
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Tabla 11. Solucion Stock de Acetato de Carboxifluoresceina.

Producto Cantidad
Carboxifluoresceina 0,46 mg/ml
DMSO C.S
Se almacena a 5°C hasta el momento de su utilizacion

Tabla 12. Acido Tricloracetico al 20%.

Producto Cantidad

Acido tricloracetico 1.4 gr

Agua MilliQ 7 ml

Se mantiene a 5°C hasta el momento de su utilizacion

Tabla 13. Acido Tiobarbiturico 0.67%.

Producto Cantidad

Acido Tiobarbiturico 46.9 mg

Agua MilliQ 7 ml

Se prepara el mismo dia de su utilizacion
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3.2 ANIMALES EMPLEADOS.

El semen se obtuvo de 10 verracos de fertilidad comprobada de raza Large White, con una
edad de 22-24 meses, los cuales pertenecen al Centro Tecnologico de IA porcina CENTROTEC
ubicado en Campo de Villavidel (Ledn), que cuenta con un lote de 120 machos, los verracos
utilizados permanecen en corralinas de 2.5 x 2.5 metros y sometidos a un fotoperiodo constante de

12 horas de luz, la temperatura de la nave oscila entre 18-22°C durante todo el afio.

Los verracos son alimentados con pienso C7"° suministrado por la empresa UVESA,
formulado especialmente para cerdos, tratando de mantener una condicion corporal de 2.5 en una
escala de 1 a 5. Dicha cantidad de alimento es supervisada cada 15 dias con la finalidad de
mantener la condicion corporal, y no entorpecer el proceso de extraccion del semen por sobrepeso o
desnutricion; el agua se administra ad libitum, y el promedio de eyaculaciones es de 1 vez por

s€mana.

Tabla 14. Verracos utilizados.

No. Identificacion RAZA EDAD/ MESES

T475 Large White 22
W3048 Large White 24
H2449 Large White 22
W3267 LargeWhite 23
19360 Large White 24
W2622 Large White 24
19761 Large White 22
W5070 Large White 24
HO0915 LargeWhite 22
G9282 LargeWhite 22
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Tabla 15. Composicion del pienso C-7® (Uvesa).

Constituyentes Analiticos

Proteina Bruta 14,89%
Materias Grasas Brutas 2,51%
Celulosa Bruta 5,36%
Cenizas Brutas 5,14%
Aditivos

Vitamina A 15,000 U.I.
Vitamina D 2,500 U.IL
Vitamina E 70 mg/Kg
Cobre 10 mg/Kg
Cebada 59,27%
Harina de extraccion de soja tostada y decortada

(apartir de soja) modificada genéticamente 10,40%
Trigo 17,51%
Harina de extraccion de semilla de girasol 1,14%
Manteca 0,37%
Sal 0.46%

3.3 RECOLECCION DEL SEMEN.

Para lo obtencion del semen se utiliza la técnica de mano enguantada (Hancock y Hovell,
1959), la eyaculacion se realiza con la ayuda de un potro fijo (Minitiib GmbH, Tiefenbach,
Alemania), previamente a la extraccion del semen se vacia el liquido contenido en la cavidad
prepucial y se desinfecta el area con una solucidon de amonio cuaternario limpiandola con toallas de
papel desechables; del semen so6lo se recoge la fraccion rica en espermatozoides en un termo
previamente atemperado a 37°C en una estufa Function Line (Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Alemania), y que contiene una bolsa de plastico (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania), con
capacidad para 3.5 L. a la que previamente se le depositan 100 ml de diluyente comercial, MR-A"
(Kubus S.A., Majadahonda, Madrid), la bolsa cuenta con un filtro para poder retener la fraccion

gelatinosa procedente de las glandulas bulbouretrales, dicho filtro una vez finalizaba la extraccion
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del semen se desprende de la bolsa y se desecha, justo antes de entregar la bolsa con el eyaculado al
laboratorio se marca con el numero de verraco y el nombre de la persona que realiza la extraccion

del semen.

Figura 10. (A) Maniqui para extraccion de semen. (B) Termo para le recoleccion de semen.

A

3.4 VALORACION CONVENCIONAL DEL SEMEN.

Una vez obtenido el semen se trasporta al laboratorio para evaluar el volumen de manera
indirecta a través del pesaje de la bolsa utilizando una balanza BL-6 (Sartorius AG, Goettingen,
Alemania), la concentracién se determina con la utilizacion de un fotdmetro SDM-5 (Minitiib,
Tiefenbach, Alemania). De cada eyaculado se cogen 60ul y se colocan en una cubeta plastica
(Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania), cargada previamente con 3ml de diluyente MR-A®,
posteriormente se introduce la cubeta pléastica al fotdmetro para realizar la lectura de la

concentracion espermatica.

La informacion del pasaje de la bolsa con el eyaculado y también la informacion
determinada por el fotometro se introducen al ordenador el cual cuenta con un programa que
procesa dicha informacion IDEE (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania), el programa tiene en
cuenta el volumen inicial afiadido de diluyente en la bolsa de recogida y el peso de la bolsa.

A partir de este momento el semen se mantiene a una temperatura de 32.5°C durante el

tiempo en que se realizan las demas pruebas de contrastacion seminal, para lo cual se coloca la
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bolsa dentro de un recipiente situado dentro de un bafio termostatico Prescidig (J.P. Selecta S.A.,

Abrera, Espaia).

De cada eyaculado se cogen 60ul junto con un 1ml de diluyente en un tubo eppendorf. De
esta dilucion se valora la movilidad y calidad de movimiento, de forma subjetiva a través de la
observacion con un microscopio Eclipse E-400 (Nikon, Tochigi, Japén), con un objetivo de
contraste de fase positivo de 20X y un ocular de 10X, equipado con una platina calefactada a 39°C;
previamente a la observacion y mediante una pipeta Pasteur se coloca una gota sobre un
portaobjetos (76 mm x 26 mm), encima de la cual se coloca un cubreobjetos (20 mm x 20 mm),
(método gota plana), previamente atemperados a 39°C utilizando una platina HT-200 (Minitiib
GmbH, Tiefenbach, Alemania), el porcentaje de la movilidad se expresa en multiplos de 5 y la
calidad de movimiento segun la escala propuesta por Martin-Rillo et al., (1996), que se basa en la

actividad de la funcion flagelar espermatica, valorada de manera subjetiva:

e (: espermatozoides inmodviles o muertos.

e 1: espermatozoides sin movimiento progresivo, girando sobre si mismos.
2: células espermaticas con movimientos anormales o eventualmente progresivos.
3: espermatozoides con movimiento progresivo lento y sinuoso.

e 4: espermatozoides con movimiento progresivo rapido.
5

: espermatozoides con movimiento progresivo muy rapido.

Al mismo tubo eppendorf que se utiliza para la valoracién de la movilidad se le agregan10pul
de una solucion de Glutaraldehido al 2% (Tabla 8), una vez fijada la muestra se coloca una gota
utilizando una pipeta Pasteur entre un portaobjetos y un cubreobjetos de las mismas caracteristicas
utilizado en la valoracion de la movilidad. La observacion se realiza con la ayuda de un
microscopio Eclipse E-400 con un objetivo de 400X y contraste de fases positivo, se cuentan un
total de 400 espermatozoides y la clasificacion que se utiliza es la siguiente (Gonzalez-Urdiales,

2006; Tejerina, 2007):

e Espermatozoides morfoldgicamente normales.
e Espermatozoides con gota citoplasmatica proximal.

e Espermatozoides con gota citoplasmatica distal.
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e Espermatozoides con anomalias en la cola.

e Espermatozoides con anomalias en la cabeza.

Solo se utilizan muestras que contienen un minimo de 80% de formas normales tras su

valoracion.

Figura 11. Anormalidades en el espermatozoide de verraco. Izquierda: anormalidades presentes
en la cabeza. Derecha: gota citoplasmatica proximal y distal.

Morfologia espermaitica

Normal Anormal

3.5 VALORACION DE LA INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA (vitalidad).

Se lleva a cabo mediante la técnica descrita por Harrison y Vickers (1990). En un tubo
eppendorf se colocan 10ul de una solucion stock de yoduro de propidio (tabla 10), 10ul de una
solucion stock de acetato de carboxifluoresceina (tabla 11), y 5Sul de una solucion formolada al
0.3% (tabla 9), posteriormente esta preparacion se incuba en un bafo termostitico durante 8
minutos a una temperatura de 37°C, para su observacion se utiliza un microscopio Eclipse E-400
(Nikon, Tochigi, Japon) con un aumento de 400X con los filtros B-2A [filtro de excitacion (paso de
banda): 450-490 nm; filtro de cierre (paso largo): 515 nm] y G-2A [filtro de excitacion (paso de
banda): 510-560 nm; filtro de cierre (paso largo): 590 nm]. Se colocan dos gotas sobre un

portaobjetos cubierto por un cubreobjetos, se cuentan 400 espermatozoides por gota.
Los espermatozoides se clasifican como “muertos” aquellos que presentan una coloracion

roja, provocada por el yoduro de propidio que solo penetra al interior de la membrana si esta se

encuentra danada, aquellos que presentan una coloracion verde provocada por Ila
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carboxifluoresceina se les considera como “vivos” al tener la membrana integra, el resultado se

expreso en porcentaje de células vivas en la muestra.

Figura 12. Valoracion de la integridad de membrana. Células en rojo (muertos), células en verde
(vivos)

3.6 VALORACION DE LA INTEGRIDAD DEL ACROSOMA.

Se realiza por la técnica de Suzuki et al., (2003). Para esta prueba se prepara en un tubo
eppendorf 500ul de semen a una concentracién de 50 x 10° y 5ul de una solucién de formaldehido
al 0.3% (tabla 9), a través de una pipeta Pasteur se colocan dos gotas entre un portaobjetos y un
cubreobjetos, para la observacion se utiliza un microscopio Eclipse E-400 (Nikon, Tochigi, Japon),
a 400X y contraste de fase positivo, se cuentan 400 espermatozoides en cada una de las gotas de la
preparacion y se valora la apariencia del acrosoma, es decir, si el acrosoma se presenta alterado.
Para que una celula se considerara con el acrosoma integro este debia encontrarse bien definido y
sin ningun tipo de alteracion. Los resultados se expresaron como porcentaje de las células con el

acrosoma integro.
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Figura 13. Valoracion de la integridad del acrosoma. [zquierda: espermatozoide con el acrosoma
dafiado. Derecha: espermatozoide con el acrosoma integro.

Figura 14. Imagenes bajo contraste de fases de diferentes estados de la vesicula acrosémica,
en funcion de su morfologia: a: Borde apical normal (NAR); b: Borde apical normal con
particulas; c¢: Borde apical dafiado; d: Borde apical perdiéndose; e: Acrosoma perdido. (Pursel et al.,
1972)

3.7 PRUEBA DE RESISTENCIA OSMOTICA (ORT).

Se toman 100ul del eyaculado y se afiaden a un tubo eppendorf que contiene 1 ml de agua
ultra pura MilliQ con una osmolaridad de 100mOms, de igual forma se afiaden 100ul del eyaculado
en un tubo eppendorf con 1 ml de agua MilliQ con osmolaridad de 300mOms, ambos tubos se
incuban en un bafio termostatico a 37°C, a los 15 minutos de haber iniciado la incubacioén se retira

del bafio la preparacion de 100mOms para su valoracidn, se colocan dos gotas entre un cubreobjetos
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y se cuentan 400 espermatozoides por cada gota, la preparacion con 300mOms se deja incubar 45
minutos mds, una vez terminado el tiempo se retira del bafio termostitico y se procede a la
valoracion, previamente se afiadié una gota de una solucion formolada al 0.3% (Tabla 9), siguiendo

el mismo procedimiento empleado con la preparacion incubada 15 minutos (Schilling et al., 1984).

Los resultados de esta prueba se expresan como el promedio de células con el acrosoma

dafiado a una osmolaridad de 100mOms y 300mOm:s.

3.8 VALORACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA DE LA MEMBRANA.

Se emplea la técnica descrita por Esterbauer y Cheeseman (1990). Para medir la PL se
utiliza el método de cuantificacion de Malondialdehido (MDA), a través de sustancias reactivas del
acido Tiobarbiturico (TBARS). Previo a realizar la medicion de la peroxidacion se prepara una
solucion de acido tricloracetico al 20% (Tabla 12), la cual se almacena a 5°C hasta el dia de su
utilizacion, el mismo dia de la valoracion se prepara una solucion de acido Tiobarbiturico (TBA) al

0.67% (tabla 13), las dos soluciones se preparan con agua ultra pura MilliQ.

Ya en el laboratorio donde se realiza la cuantificacion de MDA, se mezcla 1 ml de la
solucion de TCA que se mantiene a 5°C con 1 ml de semen a una concentraciéon de 250 x 10° y se
centrifuga a 1500 g durante 10 minutos, posteriormente se recupera el sobrenadante el cual se
mezcla con 1.5 ml de TBA en un tubo de cristal bien tapado (Pyrex, Staffordshire, Reino Unido),
se incuban en un bafio maria por 10 min a 100°C, tras dejar enfriar a temperatura ambiente, la
concentracion de MDA se determina por espectrofotometria a 534 nm (UNICAM PU 8610 Kinetics
Spectrophotometer, PHILIPS; Cambridge, Reino Unido), se realizan dos mediciones por cada
muestra. Los resultados se expresan en mmol/10° millones de espermatozoides presentes en la

muestra.
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3.9 PREPARACION DE DOSIS SEMINALES REFRIGERADAS.

Ya en el laboratorio y después de haber realizado la bateria de pruebas convencionales y de
haber ingresados los datos obtenidos en dichas pruebas en el ordenador que cuenta con el programa
IDEE, se hace el célculo de cuanto diluyente hay que afiadir al semen para alcanzar en una
concentracion final en cada dosis de 33X10° espermatozoides/ml, asi pues se realiza la dilucion del
semen con el diluyente comercial MR-A" preparado el mismo dia y mantenido a 29°C en un
tanque de almacenamiento (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania), la dilucion del semen se

realiza en la misma bolsa utilizada para la recogida del semen.

Una vez hechos los célculos de concentracion se coloca el semen dentro de la cdmara de
vacio de la envasadora minitub (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania) de esta manera
automaticamente se depositan 90 ml del semen en cada envase, la misma maquina los cierra y

etiqueta con el numero de verraco, la fecha de elaboracion y la fecha de caducidad de la dosis.

Una vez finalizada la elaboracion de las dosis comerciales estas se mantienen a temperatura
de laboratorio (20-22°C) durante 120 min, después se procede a su almacenamiento en una camara
frigorifica a 15°C, hasta el momento de su comercializacion o en el caso de este trabajo hasta el

momento de la realizacion de las pruebas.
3.10 CRIOPRESERVACION SEMINAL (CONGELACION Y DESCONGELACION).

El criterio de seleccion de los eyaculados que se procederia a congelar depende de los
resultados de las pruebas de movilidad total subjetiva (=80%), la calidad del movimiento (>3), asi
como de la cantidad de formas normales la cual debia ser por lo menos de 80% y del porcentaje de

acrosomas intactos de al menos 95%.

Se emplea la técnica de congelacion descrita por Bwanga et al. (1990), basada en el
protocolo de Westendorf et al. (1975), con unas ligeras modificaciones. Se realizan los calculos
para obtener la cantidad de semen necesaria para contar con 12000 x 10° espermatozoides méviles,
asi pues se diluye 1:2 con diluyente MR-A® previamente atemperado a 32.5°C teniendo en cuenta
el volumen de diluyente presente al momento de la eyaculacion. La diluciéon permanece a

temperatura de laboratorio (20-22°C), durante 1 hora, terminado este tiempo se lleva el semen a una
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camara de frio donde permanece por 3 horas, tras esta incubacion la dilucion se reparte en partes
iguales en tubos de centrifuga de 50 ml, dichos tubos se mantienen a la misma temperatura que el
semen, asi pues se somete a los tubos a una centrifugacion en una cintrifuga Heraeus Megafuge 1.0
(Heraeus Holding GmbH, Hanau, Alemania), durante 10 minutos a 800 g y a una temperatura de
15°C, terminada la centrifugacion se desecha el sobrenadante y el pellet es diluido con el diluyente
de refrigeracion (tabla 2) que se prepara el mismo dia de la congelacioén y se mantiene en la cdmara
de 15°C hasta el momento de su utilizacion, la cantidad de diluyente que se afiade es la suficiente
para alcanzar una concentraciéon de 1500 x 10° espermatozoides/ml, esta disolucion se somete a una

homogenizacion, una vez realizada se introduce dicha disolucion a una camara a 5°C.

La suspension se mantiene a 5°C durante 2 horas, al finalizar esta incubacion se diluye
nuevamente el semen, en este caso con diluyente de congelacion, la concentracion final después de
dicha disolucion es de 1000 x 10° espermatozoides/ml y la concentracion final de glicerol es del
3%, terminada la dilucidon se procede rapidamente a su envasado mediante un quipo automatico
MPP 133 (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania), en pajuelas de 0.25 ml, las cuales son
identificadas mediante una impresora Easy Coder (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania), con el

numero de macho, el grupo especifico de cada experimento y el dia de la congelacion.

Una vez terminado el envasado se trasladan las pajuelas a un biocongelador Ice Cube 1810
(Sy-Lab, Purkersdorf, Austria) el cual se estabiliza a 5°C, se aplica un programa trifasico de
enfriamiento a 3 °C/min desde 5 °C hasta -6°C, mantenimiento a -6 °C durante 1 minuto y bajada de
temperatura a razén de 20 °C/min desde -6 °C hasta -100 °C (figura 15), una vez alcanzada esta

temperatura se retiran las pajuelas del biocongelador para sumergirse inmediatamente en nitrégeno

liquido a -196°C.

Las pajuelas se conservan al menos durante una semana antes de proceder a su
descongelacion, la cual se realiza sumergiendo las pajuelas en un bafio termostatico a 50°C durante
12 segundos (Bwanga et al., 1990), se diluye el contenido de las pajuclas descongeladas con
diluyente comercial MR-A Thaw® (Kubus S.A., Majadahonda, Espafia) a 20 °C de acuerdo con las

instrucciones del fabricante, la concentracion final fue de 50 x 10° espermatozoides /ml.
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Figura 15. Régimen de enfriamiento utilizado en la congelacion del semen. La linea morada
indica la temperatura prefijada de la cdmara de congelacion (A: Meseta de estabilizacion de la
temperatura de la camara a 5 °C; B: Descenso de temperatura a -3 °C/min. desde 5 °C a -6 °C; C:
Meseta térmica a -6 °C durante 1 min; D: Descenso de temperatura a -20 °C/min desde -6 °C hasta -
100 °C). La linea azul indica la temperatura real de la camara de congelacion. La linea roja
representa la temperatura en el interior de una pajuela de congelacion, donde podemos observar el
rebote térmico producido por la disipacion del calor latente de fusion (a) y la meseta del punto de

congelacion (b). (Gonzalez -Urdiales, 2010)
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3.11 TEST DE TERMORRESISTENCIA.

La realizacion de un test sometiendo a los espermatozoides a un estrés térmico fue disefiada
para analizar la capacidad de supervivencia de los espermatozoides durante su viaje a través del
tracto reproductivo femenino (King y MacPherson, 1967; Fiser et al., 1991) y, de esta forma,
intentar acercarse a una prediccion mds fiable sobre su capacidad fecundante. Dicha técnica ha sido
utilizada por varios autores (Kozumplik y Sosnova, 1985; Kozumplik y Roubal, 1990; Tardif et al.,
1999; Gonzalez-Urdiales, 2010), tanto en semen fresco como en criopreservado, como paso previo
a la valoracion de los parametros convencionales del semen, como movilidad total, movilidad

progresiva e integridad de la membrana, integridad del acrosoma.

Fiser et al. (1991) determinaron que la realizacion de un test de termorresistencia al semen
descongelado de porcino revela leves dafios en las membranas de los espermatozoides, producidos
durante en el proceso de la congelacion, y que solamente se hacen evidentes después del periodo de

incubacion.

Por lo tanto se procede a descongelar tres pajuelas de cada grupo a estudiar en este trabajo,
se realiza una dilucién como se hace para el estudio de la movilidad, vitalidad e integridad del
acrosoma descritas en la seccion de material y métodos correspondiente a cada analitica. Una vez
hecha la descongelacion y la dilucion, las muestras se mantienen en un bafio termostatico a 37°C

por un tiempo total de 4 horas.

De la dilucion inicial se cogen en un tubo eppendorf 500ul para realizar las valoraciones
seminales, el equipo que se emplea es el mismo descrito para las mismas pruebas senaladas

anteriormente.

Las valoraciones comienzan una vez descongelado el semen que se considera como ‘“hora
07, realizando pruebas de movilidad, vitalidad y estado del acrosoma cada hora, para realizar dichas
pruebas se utilizan los procedimientos descritos anteriormente. Esta prueba solo se realiza para el

caso del semen criopreservado.
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3.12 METODOLOGIA PARA LA VALORACION DE LA MOVILIDAD MEDIANTE EL
EQUIPO INTEGRATED SEMEN ANALYSIS SYSTEM® (ISAS®)

Para realizar las pruebas de movilidad individual se utiliza un programa informatico
Integrated semen analysis system (ISAS®) (Proiser. Valencia, Espafia) (Amann y Katz, 2004,
Tejerina, 2007).

Para la realizacion de esta prueba se utiliza un microscopio Nikon Eclipse E-400, que cuenta
con Optica de contraste de fase negativo, para la captura de las imagenes se emplea un aumento de
200X, en el tercer ojo del microscopio se coloca una camara de captura discontinua PE2015
(Pulnix, Basingstoke, Reino Unido), con un CCD de 752x582 pixeles, conectada a una tarjeta
digitalizadora Meteor-1I (Matrox, London, Canada), situada en un ordenador personal en el que se

instala el programa ISAS®.

En un tubo eppendorf se diluye semen a una concentraciéon de 25 x 10%/ml hasta alcanzar 1
ml, el cual se incuba a 36°C durante 6 minutos, una vez terminada la incubacion se cogen 4pl de la
muestra que son colocados en la camara de recuento Makler (Sefi Medical, Haifa, Israel), de 10ul
de profundidad (figura 16), la cAmara esté situada sobre una platina calefactada a 39°C, se cuentan

un minimo de 200 espermatozoides por muestra.

Figura 16. Camara Makler.
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Los parametros cinéticos medidos por el programa son los siguientes: (figura 17)

= VCL: Velocidad Circular (um/s).

» VAP: Velocidad Media (um/s).

= VSL: Velocidad Rectilinea (um/s).

= LIN: indice de Linealidad (%).

= STR: Indice de Rectitud (%).

=  WOB: Indice de Oscilacion (%).

» ALH: Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (um).
= BCF: Frecuencia de batido (Hz).

Figura 17. Captura del programa CASA. A la izquierda se muestra el aspecto de una pantalla con
todas las trayectorias analizadas y a la derecha se representan las trayectorias correspondientes a las
tres velocidades calculadas para la trayectoria analizada de un determinado espermatozoide.
(Gonzélez-Urdiales, 2010)

Aparte del analisis de los parametros cinéticos mencionados, el programa CASA también

analizo el porcentaje de movilidad total de cada una de las muestras.
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3.13 DISENO EXPERIMENTAL

3.13.1 EXPERIMENTO 1. CONTROL DE LA PEROXIDACION LIPIDICA DEL SEMEN
REFRIGERADO A 15°C MEDIANTE ANTIOXIDANTES (a-Tocoferol /Glutation reducido),
Y SU REPERCUSION SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA.

Debido a que la movilidad espermatica es una de las principales caracteristicas que se ven
afectadas durante el proceso de conservacion, es nuestro objetivo valorar el efecto que tiene sobre
este parametro la adicion de un analogo del a-tcoferol en una concentracion de 200uM y de
glutation reducido a una concentracion de SmM. Para que dicho analisis fuese realizado de manera
objetiva se emplea un sistema computarizado (CASA), de esta manera se analizan los diferentes
pardmetros cinéticos que dicho programa tiene la capacidad de medir (VCL, VSL, VAP, LIN, STR,
ALH, WOB y BCF). Se analiza también en este medio de conservacion y en presencia o no de los
antioxidantes, la integridad de la membrana y el estado del acrosoma, parametros de gran

importancia en el proceso de fecundacion.

Para la realizacion de este trabajo se toman muestras seminales de 10 verracos de fecundidad
comprobada que se procesan para su refrigeracion a 15°C de acuerdo con la metodologia descrita en
el apartado 3.9; los eyaculados se dividen en tres grupos, uno de ellos contiene vitamina E
(200uM), otro contiene GSH (5mM), en el tercer grupo no se adiciona antioxidante y funciona
como control. Los controles de calidad seminal se realizan los dias 0, 5 y 7 después de la
preparacion de las dosis seminales, las pruebas se efectuan a los tres grupos en las mismas

condiciones.

Los antioxidantes son afiadidos junto con el diluyente utilizado (MR-A) Dicha conservacion
consiste en mantener el semen diluido en una cdmara frigorifica a 15°C. El experimento tiene como
periodo de incubacion 7 dias; determinamos ese tiempo de incubacién teniendo en cuenta que el
centro de produccion (CENTROTEC) marca como fecha de caducidad el quinto dia posterior a la

preparacion de dicha dosis (figura 18).

En cada uno de los dias, previamente al andlisis de las caracteristicas espermaticas

mencionadas anteriormente, se diluye la dosis seminal en diluyente MR-A, se preparan alicuotas
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con una concentraciéon de 25 X 10°/ml de cada uno de los grupos refrigerados y para cada una de las
pruebas, esta dilucién se realiza en envases eppendorf con capacidad de 1 ml. los cuales son
etiquetados con el nombre de cada uno de los tres grupos a analizar, estas alicuotas son incubadas
segun lo requeria cada una de las pruebas, las cuales se realizan de manera simultanea para el caso

de las muestras que contenian o no antioxidantes (figura 19).

Cabe mencionar que la elaboracién y conservacion de las muestras se realiza del mismo

modo y en las mismas condiciones en que se elaboran normalmente las dosis seminales.

Como ya se ha mencionado en epigrafes anteriores las caracteristicas que el espermatozoide
de verraco posee en la estructura de su membrana plasmadtica, le hace altamente sensible a los dafios
provocados por la accion de los ROS, bajo esta primicia, este trabajo tiene como objetivo valorar la
presencia de PL a través de la cuantificacion del MDA y se repercusion sobre la calidad espermatica

la cual es valorada mediante las pruebas mencionadas.

Al ser el MDA un compuesto resultante de la PL se realizan pruebas para determinar su
presencia en las dosis seminales refrigeradas. Para realizar dicha cuantificacion se emplea la técnica
de reaccion del Acido Tiobarbiturico (TBARS) (Sikka, 1996; Carvajal et al., 2004; Roca et al.,
2004), mediante la mezcla de sustancias descritas en el apartado 3.8, se consigue que la reaccion
resultante de la mezcla de TCA con el TBA, produzca un color, que es posible medir a través de

espectofotometria con una longitud de onda de 534 nm (figura 19).
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3.13.2 EXPERIMENTO 2. CONTROL DE LA PEROXIDACION LIPiDICA DEL SEMEN
CRIOPRESERVADO MEDIANTE ANTIOXIDANTES (a-Tocoferol / Glutation reducido),
Y SU REPERCUSION SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA.

Los dafios producidos por los ROS sumados a los causados por la congelacion en si, hacen

que la calidad del semen congelado disminuya en un alto porcentaje, por lo que su utilizacién no se

ha difundido.

Por lo que el objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad de la vitamina E o del GSH, a
una concentracion de 200uM y SmM respectivamente, de disminuir el dafio provocado por los
ROS a los parametros de calidad espermatica como son la movilidad, la integridad de la membrana
y acrosoma, que como hemos mencionado en la seccién de revision bibliografica son de gran

importancia para que se lleve a cabo la fecundacion.

Con la ayuda de un programa CASA se evalta el comportamiento de los parametros
cinéticos de los espermatozoides individualmente y el porcentaje de movilidad total. De igual
forma que se realiza en el experimento anterior se valora la presencia de MDA en el semen

descongelado, en presencia y ausencia de la vitamina E y del GSH

Por lo tanto se congelaron los eyaculados de 10 verracos, el antioxidante (vitamina E o
GSH) se afiade junto con el diluyente de refrigeracion (5°C) con la intencidon de proteger a los
espermatozoides a los distintos cambios de temperatura a partir de este momento. Las pajuelas de

0.25 ml se conservan a -196°C por espacio de 15 dias antes de su descongelacion (figura 20).

Una vez hecha la descongelacion a 50°C durante 12 segundos (Bwanga et al., 1990), se
prepararon alicuotas con cada uno de los grupos a analizar, es decir, en presencia y ausencia de
vitamina E y/o GSH y de la misma forma se prepara una alicuota para cada una de las purebas de
calidad seminal. Las alicuotas debidamente etiquetadas se incuban por espacio de 4 horas a 37°C
con la finalidad de valorar el comportamiento de los parametros espermaticos a través del tiempo,
se toma como primera valoraciéon (hora 0) la realizada inmediatamente después de haber

descongelado el semen, y de esta manera sucesivamente cada 60 min. hasta completar 4 horas, la
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concentracidn espermatica en cada una de las valoraciones es de 25 X 10° espermatozoides/ml

(figura 21).

Para la valoracion de la presencia de MDA se descongelan 2 pajuelas de cada uno de los
grupos del experimento, se diluyen en MR-A® hasta alcanzar una concentracion de 25 X 10° de
espermatozoides/ml. Una vez realizada la descongelacion de los distintos grupos, se transportaron al
Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI-Universidad de Leén) para su andlisis, el cual se
efectlia tras realizar la mezcla con los reactivos y la posterior incubacion descritos por la técnica,
una vez realizada la incubacion se mide la presencia de MDA a través de espectrofotometria con

una longitud de onda de 534nm (como se describe en el epigrafe 3.8) (figura 22).
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Figura 18. Diagrama de flujo de las operaciones realizadas desde la recogida del eyaculado
hasta la refrigeracion del semen a 15°C.
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v

Dilucion con diluyente comercial (MR-A) e incorporacion
de los antioxidantes (Vitamina E - 200uM y GSH — 5SmM)

Refrigeracion de las dosis seminales con y sin
antioxidantes a 15°C durante 7 dias
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Figura 19. Diagrama de flujo de la operaciones realizadas durante los dias del experimento
con semen refrigerado.
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Figura 20. Diagrama de flujo de las operaciones realizadas en el proceso de congelacion de
semen.
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Figura 21. Diagrama de flujo de las operaciones realizadas una vez hecha la descongelacion.
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Figura 22. Diagrama de flujo de las operaciones realizadas en la valoracion de los niveles de
peroxidacion una vez hecha la descongelacion.
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3.14 ANALISIS ESTADISTICO.

Para el estudio de los resultados obtenidos en este trabajo se utiliza el paquete informéatico

SPSS 15.0 para Windows (Statistical Package for the Social Science, Chicago, Illinois, EEUU).

En primera instancia se realiza la prueba de Shapiro-Wilk a todas las comparaciones
efectuadas, de esta forma se establece si los conjuntos de datos a evaluar cumplen o no con las
condiciones de normalidad, por otra parte, se realiza también el contraste de Levene, de esta manera
se acepta o no la premisa de (igualdad de varianza) homocedasticidad, el nivel de significacion para

tal accion fue de 15%.

Se emplea el t-test de Student para la comprobacion de la homogeneidad entre los grupos
suplementados con los antioxidantes y los que funcionan como grupo control, esto en el caso de
muestras independientes para todos los parametros analizados, en el caso de que los conjuntos de
datos presenten una distribucion normal. Por otra parte, si no se cumple la premisa de normalidad
entre ellos, se recurre a su comparacion en el test no paramétrico de Mann-Whitney, asi pues en
estas dos pruebas y en el resto de las comparaciones, se considera como significativa cuando las

diferencias encontradas resulten inferiores al 5% de la probabilidad.

Para analizar la respuesta observada, entre los dias de la valoracion en el caso del semen
refrigerado o entre horas en el caso del semen congelado-descongelado, para los parametros de
movilidad espermatica, integridad de la membrana, estado del acrosoma y peroxidacion, se realiza
en los casos en los que los datos presenten una distribucion normal un ANOVA de un factor,
estableciendo el sitio donde aparecen las diferencias entre dias, mediante el test HSD de Tukey o
mediante el test de Games-Howell, esto en funcién a si se puede o no asumir la homocedasticidad

de los datos.
Se realiza un andlisis para determinar la correlacion que mantienen los distintos parametros

de calidad seminal, con la presencia de PL, mediante el desarrollo del coeficiente de correlacion de

Pearson.
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Los valores individualizados de todos los andlisis realizados en cada uno de los grupos

experimentales se recogen en las las tablas 44 a la 91 del apartado de Anexos.

4.1 EXPERIMENTO 1. CONTROL DE LA PEROXIDACION LIPIDICA DEL SEMEN
REFRIGERADO DE VERRACO A 15°C MEDIANTE ANTIOXIDANTES (a-Tocoferol
/Glutatién reducido), Y SU REPERCUSION SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA.

4.1.1 Efecto de la adicion de un Analogo de la Vitamina E, y del Glutation Reducido sobre la

integridad de la membrana (vitalidad).

En la tabla 16 se muestran los resultados en el estudio que se realiza de la integridad de la
membrana de los grupos control, vitamina E y GSH, para los dias 0, 5 y 7 después de haber
preparado las dosis seminales y refrigerarlas a 15°C, valores individualizados en la tablas 48, 49 y
50 de la seccion de Anexos. Se constata una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001)
entre los valores del grupo control y los dos antioxidantes utilizados, no apreciandose, sin embargo,
entre los dos grupos que contienen antioxidante. Entre los dias de la experiencia se aprecia una
diferencia estadistica significativa en cada grupo analizado, a excepcion del grupo GSH, pues no
existe diferencia significativa en el dia 5 y el 7, lo que sugiere que la proteccion a favor de la
integridad de la membrana es mas efectiva a partir del dia 5 en comparacion a los demés grupos en

el mismo periodo de tiempo.

Tabla 16. Evolucion de la integridad de la membrana (% células vivas) entre los tres grupos.

DiA CONTROL VITAMINA E GLUTATION
N Media S.D N | Media S.D N | Media S.D
0 [ 10| .8813 5.68 10 | .88.13 5.68 10 | .88.13 5.67
5 [ 10 | 71,74 5.49 10 | ,79.64° 3.35 10 | ,78.57° 4.58
7 [ 10| 65,58 4,36 10 | 74,09 4,45 10 | ,75,90° 3,06

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).
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En las siguientes figuras (23, 24, 25 y 26), se muestran de manera grafica las diferencias
detectadas, entre cada uno de los antioxidantes con el grupo control y entre ellos. Cabe resaltar que
en el dia 0, practicamente los resultados son iguales para todos los grupos experimentales,
evidentemente esto es debido a que la valoracion se efectia inmediatamente después de que se

extrae el semen, y en su caso, de adicionar el antioxidante.

Figura 23. Diferencia de la integridad de la membrana (% células vivas) entre los tres grupos.
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Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

Como ya hemos comentado en el parrafo anterior los valores medios de las valoraciones
para el dia 0 no pueden ser tomados mas que como referencia para la comparativa efectuada con el
resto de los dias (5 y 7), partiendo de una calidad espermatica lo mas parecida posible, para valorar

de mejor manera el efecto de los antioxidantes al cabo del transcurso del tiempo de incubacion.

En la figura 24, se aprecia claramente que a partir del dia 5 el porcentaje de células vivas
(vitalidad), para el caso del grupo que se afiadia vitamina E, no desciende de manera tan acusada

presentando un 79,64%, mientras que el grupo control descendio el porcentaje hasta casi el 70%,
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encontrandose de esta manera una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001), conforme
avanza el periodo de incubacion la diferencia entre los dos grupos sigue siendo estadisticamente
significativa (p<0.001), ya que, en el dia 7 el grupo al que se afade vitamina E presenta casi un
75% mientras que el grupo control descendidé hasta el 65% de células con integridad de la

membrana.

Figura 24. Diferencia de la integridad de la membrana (% células vivas) entre el grupo
Control y el grupo Vitamina E.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre vitamina E y control (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

De la misma manera que en el caso anterior en el que se compara el grupo control con el
grupo que contiene vitamina E, en la siguiente figura se muestra la comparacion de las diferencias
encontradas entre el grupo control y el grupo GSH, donde se puede observar que el grupo que
contiene el antioxidante resiste mejor el proceso de refrigeracion, reflejdndose en una mejor
respuesta en la valoracion de la integridad de la membrana de los espermatozoides, constatandose

una diferencia estadistica (p<0.001).
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Figura 25. Diferencia de la integridad de la membrana (% células vivas) entre el grupo
Control y el grupo Glutation.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y glutation. (p<<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

La figura 26 recoge las diferencias entre los grupos vitamina E y GSH, en dicha
comparacion no se constata ninguna diferencia estadisticamente significativa (p<0.001). Se aprecia
que la diferencia en cuanto a mejor respuesta a la conservacion es muy similar entre los grupos,
siendo los valores para el grupo de la vitamina E y el grupo GSH 79,64 y 78,57 % respectivamente
en el dia 5 del experimento, y en el dia 7 el valor registrado para el caso de la vitamina E fue 74,24

y para el GSH 75,90.
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Figura 26. Diferencia de la integridad de la membrana (% células vivas) entre el grupo
Vitamina E y el grupo Glutation.
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No se encontré diferencia estadisticamente siginifcativa entre vitamina E y glutation.
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).
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4.1.2 Efecto del Analogo de la Vitamina E y del Glutation Reducido sobre la integridad del

acrosoma.

En la tabla 17 se pueden apreciar los resultados del analisis que se realiza para evaluar el
efecto de los antioxidantes sobre el estado del acrosoma. Los resultados en esta tabla se muestran
como la comparacion general de los valores medios del grupo control con los grupos vitamina E y
GSH, donde se aprecia una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001). Sin embargo, no se
encuentra diferencia estadistica entre los antioxidantes. Cabe recordar que los valores del dia 0 son
los mismos en los tres grupos debido a lo mencionado en el epigrafe anterior. Se constata también
diferencias significativas entre los dias del experimento en cada uno de los grupos. Valores

individualizados en las tablas 51, 52 y 53 de la seccion de Anexos.

Tabla 17. Evolucién de la integridad del acrosoma (% acrosomas integros) entre los tres
grupos.

DIA CONTROL VITAMINA E GLUTATION
N Media S.D N Media S.D N Media S.D
0 10 90,33 5,26 10 90,34 5,26 10 90,34 5,26

5 10 | 73,45 5,06 10 | ,80,39° 5,18 10 | ,80,46° 4,24

7 10 59,66" 4,58 10 :70,04° 5,91 10 72,44° 4,71

Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 27 se aprecia la evolucion de los distintos grupos analizados a lo largo del
experimento, de la misma manera que en el caso de la valoracion de la integridad de la membrana,
se observa para el caso de los grupos que contenian un antioxidante, que la disminucién en el
porcentaje de espermatozoides con el acrosoma integro no es tan acentuada en comparacion con el
grupo control. Las diferencias encontradas estadisticamente son (p<0.001) como se indica en la

figura para cada caso.
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Figura 27. Diferencia de la integridad del acrosoma (% acrosomas integros) entre Control,
Vitamina E y Glutation.
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Distintito subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

La figura 28 muestra graficamente la diferencia en la evolucion del estado del acrosoma en
los grupos control y vitamina E, donde se puede observar claramente que el grupo que contiene el
antioxidante responde mejor para esta prueba, siendo apreciable una mayor diferencia para el dia 7
de la refrigeracion. En esta valoracion la diferencia estadistica que se constata por el programa

estadistico es de p<0.001.
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Figura 28. Direfencia de la integridad del acrosoma (% acrosomas integros) entre Control y

Vitamina E.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y vitamina E (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 29 se muestra la evolucion de grupo control en comparacion al grupo GSH,

donde de igual forma que en la figura anterior se aprecia claramente que la presencia del

antioxidante mejora de manera pronunciada la presencia de espermatozoides con el acrosoma

integro en el dia 5 y dia 7, aunque la mayor diferencia presente entre los dos grupos se observa en el

dia 7, donde la diferencia estadistica que se encuentra es muy significativa (p<<0.001).
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Figura 29. Diferencias de la integridad del acrosoma (% acrosomas integros) entre Control y
Glutation.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y glutation (p <0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 30 se muestra una comparacion entre el grupo que contiene el andlogo de la
vitamina E y el que contiene GSH, se observa que el grupo que contiene el GSH mejora levemente
la calidad de la dosis refrigeradas, en cuanto a la integridad del acrosoma, dicha diferencia es mas
apreciable en el dia 7 de la prueba, sin embargo no se aprecia una diferencia estadisticamente

significativa en ninguno de los dias.
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Figura 30. Diferencia de la integridad del acrosoma (% acrosomas integros) entre Vitamina E

y Glutation.
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No se aprecia diferencia estadisticamente significativa entre vitamina E y glutation.

Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p< 0.001)
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4.1.3 Efecto de un analogo de la vitamina E y del Glutation reducido sobre la movilidad
espermatica.

En la tabla 18 se muestran los resultados obtenidos tras la evaluacion de la movilidad total

usando el programa informatico ISAS®.

En el caso de la valoracion en el dia 5 de la refrigeracion solo se encuentra diferencia
estadistica (p<0.001), entre el grupo control y el grupo GSH, mientras tanto en este dia de analisis el

grupo vitamina E no presenta diferencia estadistica con ningtin otro grupo analizado.

En el dia 7 de la experimentacion y tras realizar la comparacion de los valores medios de los
tres distintos grupos, se observa una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) para el caso
de la comparacion del grupo control con el grupo vitamina E y el grupo GSH. Para el caso de los
dos antioxidantes, no se aprecia ninguna diferencia estadistica entre ellos, aunque los valores
reflejan una mejor tendencia en el mantenimiento de la movilidad en el grupo que contiene GSH. Se
constata diferencia estadisticamente significativa entre los dias de la incubacion en cada uno de los
grupos analizados. Los valores individualizados se recogen en las tablas 54, 55 y 56 de la seccion

de Anexos.

Tabla 18. Evolucion de la movilidad (%) entre los tres grupos.

DiA CONTROL VITAMINA E GLUTATION
N Media S.D N Media S.D N Media S.D
0 10 | 85,79 8,56 10 | .85,79 8,56 10 285,79 8,56
5 10 | 466,49 6,76 10 | 72,01° 5,83 10 | ,73,41° 5,13
7 10 | .50,78* | 10,90 | 10 | 61,29° 4,57 10 | 64,71° 2,69

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).
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En la figura 31 se aprecia la evolucion de la movilidad total a lo largo del experimento, se
muestra como va disminuyendo la movilidad gradualmente a lo largo de la incubacion, en el dia 5
se constata una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) entre el grupo control y los

demas grupos.

Para el caso del dia 7, se obtiene una diferencia estadistica (p<0.001) entre el grupo control
y los grupos que contienen antioxidante. Se aprecia en la imagen que el grupo control desciende en
sus valores de manera acusada, mientras que en el resto de los grupos la disminucién es menos

pronunciada, reflejado esto en la diferencia estadistica (p<0.001) encontrada para este dia.

Figura 31. Diferencia de la movilidad total (%) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).
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En la figura 32 se muestra la compracion entre el grupo control y el grupo de la vitamina E, que
como se ha mencionada antes, se constata direfencia estadistica (p<0.001), se aprecia claramente la
diferencia entre los grupos, siendo el grupo que contiene el antioxidante el que mantiene la
movilidad de mejor manera durante los dias valorados.

Figura 32. Diferencia de la movilidad total (%) entre Control y Vitamina E.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y vitamina E (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 33 se aprecia la diferencia entre el grupo control y el grupo GSH, en donde en
los dias 5 y 7 se observa una diferencia significativa (p<0.001), se aprecia que la intensidad de
descenso en el porcentaje de movilidad en el grupo control es el mismo una vez iniciada la
refrigeracion, mientras que el grupo GSH muestra un descenso menos pronunciado a partir del dia

5.
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Figura 33. Diferencia de la movilidad total (%) entre Control y Glutation.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y glutation (p<0.001).

Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 34 se aprecia claramente la cercania de los valores medios de los grupos que
contenian antioxidantes, lo que hace que no se aprecie ninguna diferencia estadistica entre ellos a lo
largo del periodo de refrigeracion. Aunque no se encuentra diferencia significativa entre ellos el
grupo GSH funciona mejor en cuanto al mantenimiento de la movilidad en los dias 5 y 7 de la

experiencia.
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Figura 34. Diferencia de la movilidad total (%) entre Vitamina E y Glutation.
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No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre vitamina E y glutation.
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En las tablas siguientes (19, 20 y 21) se recogen los resultados obtenidos en cada dia de la
incubacion, en cuanto a la valoracion de los parametros cinéticos mediante la utilizacion del
programa CASA, se muestran las diferencias estadisticas (p<0.001) encontradas en cada uno de los

dias de la conservacion mediante refrigeracion.
Como se puede observar en la tabla 19, no se constata ninguna diferencia estadisticamente

siginificativa entre ninguno de los grupos analizados en el dia 0 de la refrigaracion. Los valores

individualizados se muestran en las tablas 57 y 58 de la seccion de Anexos.
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Tabla 19. Evolucion de los parametros cinéticos entre los tres grupos para el dia 0.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION
N Media S.D N Media | S.D N Media S.D
VCL | 2012 | 51,38 | 30,02 | 2083 | 52,77 | 30,04 | 1957 52,33 29,85
(nm/s)
VSL | 2012 | 24,79 | 17,55 | 2083 | 25,43 | 17,58 | 1957 25,53 17,64
(hm/s)
VAP | 2012 | 39,91 | 24,90 | 2083 | 41,06 | 24,79 | 1957 40,70 24,61
(nm/s)
LIN | 2012 | 0,49 0,22 | 2083 | 0,49 0,22 1957 0,49 0,22
, (%)
DIA 0
STR | 2012 | 0,63 0,23 | 2083 | 0,63 0,23 1957 0,63 0,22
(%)
WOB | 2012 | 0,76 0,16 | 2083 | 0,76 0,15 1957 0,76 0,15
(%)
ALH | 2012 1,83 1,00 | 2083 1,87 1,01 1957 1,86 1,01
(pm)
BCF | 2012 | 7,37 3,10 | 2083 | 7,53 3,10 1957 7,38 3,06
(Hz)

No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados.

Para el caso del dia 5 en la valoracion de los parametros cinéticos y como se muestra en la

siguiente tabla se aprecian diferencias estadisticas (p<0.001) entre los distintos parametros

analizados, a excepcion del parametro BCF donde no se encuentra ninguna diferencia entre ninguno

de los grupos. Valores individualizados en las tablas 59 y 60 de la seccion de Anexos.
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Tabla 20. Evolucion de los parametros cinéticos entre los tres grupos para el dia 5.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION
N Media S.D N Media S.D N Media S.D
VCL | 1243 | 68,60° | 37,63 | 785 | 80,20° | 40,44 | 996 | 78,34° | 39,42
(um/s)
VSL | 1243 | 2824 | 19,13 | 785 | 28,36° | 19.27 | 996 | 31,82° | 22,00
(nm/s)
VAP | 1243 | 47,09° | 27,71 | 785 |53,92°| 29,95 | 996 | 51,25° | 28.40
(um/s)
LIN | 1243 | 0,42° 021 | 785 | 0,37° | 021 | 996 | 0,40° | 0,20
, (%)
DiA 5
STR | 1243 | 0,61? 023 | 785 | 0,54° | 024 | 996 | 0,61*° | 023
(%)
WOB | 1243 | 0,67 0,16 | 785 | 0,66 | 0,15 | 996 | 0,64° | 0,14
(%)
ALH | 1243 | 2,59° 1,37 | 785 | 2,94° | 1,46 | 996 | 2,99° | 143
(um)
BCF | 1243 | 8,54 3,69 | 785 | 8,60 | 4,15 | 996 | 845 | 3,87
(Hz)

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).

En la tabla 21 se recojen los valores medios de la valoracion de los distintos pardmetros

cinéticos en el dia 7 de incubacién, por el programa informatico CASA, donde se puede apreciar

que hay diferencia estadistica (p<0.001) en todos los parametros para los tres grupos del

experimento a excepcion de BCF que igual que en el dia anterior no se aprecia ninguna diferencia

estadistica. Para ver los valores individualizados revisar las tablas 61 y 62 de la seccion de Anexos.
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Tabla 21. Evolucion de los parametros cinéticos entre los tres grupos para el dia 7.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION

N Media S.D N Media S.D N Media S.D

vCL | 1096 | 63,71* | 38,50 | 1121 | 75,00° | 44,17 | 814 | 82,93° | 45,11
(nm/s)

VSL | 1096 | 25,29* | 18,88 | 1121 | 25,49* | 18,80 | 814 | 30,04° | 21,45
(nm/s)

VAP | 1096 | 42,02 | 27,46 | 1121 | 48,45 | 30,00 | 814 | 50,89" | 28,71
(nm/s)

LIN | 1096 | 0,40* | 020 | 1121 ] 0,36° | 0,20 | 814 | 0,37° | 0,20

(%)
DIiA 7

STR | 1096 | 0,60° | 0,23 | 1121 | 054> | 024 | 814 | 0,59° | 0,23

(%)

WOB | 1096 | 0,65* | 0,15 | 1121 | 0,64* | 0,15 | 814 | 0,61° | 0,14
(")

ALH | 1096 | 2,51* | 144 | 1121 | 2,96° | 1,77 | 814 | 3,30° | 1,76
(num)

BCF | 1096 | 7,94 3,82 | 1121 | 7,96 3,66 | 814 8,10 3,75
(Hz)

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).

De la misma manera que en los epigrafes anteriores, a continuacion se muestra de manera
grafiva la diferencias en la valoraciéon de los parametros cinéticos con la ayuda del programa
CASA, en las figuras siguientes (29 a la 36) se puede observar de manera individual cada uno de los
parametros analizados, también se observa la diferencia estadistica (p<0.001) encontrada en cada

una de las comparaciones entre los grupos del experimento.

Para el caso del parametro VCL que es un indicador de la distancia real recorrida por el
espermatozoide, se puede apreciar que los grupos que contenian antioxidante presentaron un
aumento significativo (p<0.001) con respecto al grupo control en el dia 5, sin haber diferencia

estadistica entre los antioxidantes.
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En el dia 7 con respecto a este parametro la diferencia estadistica (p<0.001) se encuentra
entre los tres grupos, y como se aprecia en la figura el grupo que presenta valores medios mas altos
con respecto al resto de los grupos fue el que contenia GSH. Por otro lado, se constata diferencia
estadisticamente significativa (p<0.001), entre los dias de la prueba en cada grupo, a excepcion del
grupo GSH donde el dia 5 y 7 no presentaron diferencia significativa, lo que puede traducirse en un

buen comportamiento de dicho antioxidante en la proteccion de la movilidad espermatica.

Figura 35. Diferencia de la velocidad curvilinea (pm/s) entre grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En las comparaciones entre los grupos analizados con respecto a VSL se aprecia en el dia 5
un aumento significativo (p<0.001) en el grupo GSH con respecto a los demads, no siendo asi en la
comparacion de los valores medios entre el grupo control y el grupo vitamina E, que mostraron
valores muy similares. En el dia 7 las diferencias estadisticas (p<<0.001) se constatan de igual forma
que en el dia 5, s6lo en el grupo GSH con respecto a los demas, mientras que los valores para el

control y el grupo vitamina E continuan con la tendencia de tener valores muy similares como se
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puede apreciar claramente en la figura 36. Una vez mas el grupo GSH presenta el mejor

comportamiento.

Figura 36. Diferencia de la velocidad rectilinea (nm/s) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 37 se muestran las diferencias estadisticas encontradas en el caso de VAP, tanto
en el grupo GSH como en el grupo vitamina E (p<0.001) con respecto al grupo control en el dia 5,
no siendo asi en el caso de los dos grupos con antioxidantes, los cuales no presentan diferencia

significativa entre ellos, aunque el valor mas alto se observa en el grupo vitamina E.

Para el dia 7 las diferencias estadisticas (p<0.001), se mantienen en el mismo orden, solo
que los valores mas altos en este caso los presenta el grupo GSH, como se aprecia claramente en la
figura lo que se puede entender como una mejor proteccion de este parametro a lo largo del tiempo
por parte de este antioxidante. En cuanto a las diferencias entre los dias en cada grupo, el grupo
GSH fue el unico que no presenta diferencia significativa entre el dia 5 y el dia 7, lo que una vez

mas sugiere que este antioxidante protege mejor la VAP de las dosis refrigeradas.
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Figura 37. Diferencia de la velocidad media (um/s) entre los tres grupos.

55
,53.920
/ 51.25 \ ,50.89P
>0 o \.
47,090 A48.45P
N A
S~
g 45
=. \
,41.06 ,42.022
40 ,40.70
,39.91 =—CONTROL
—#-VITAMINA E
—4=GLUTATION
35
DiA 0 DIiA S DiA 7

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En figura 38 se aprecia la diferencia estadistica (p<0.001) en la valoracion del dia 5 la cual
se presenta entre todos los grupos de la prueba, el que muestra los valores mas bajos lo que denota
un movimiento mas curvilineo o sinusoide fue el grupo de la vitamina E, en el dia 7 se constata una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) que se presenta solo en la comparacion de los
valores medios del grupo control con respecto a los demds grupos, los grupos con antioxidantes no

mostraron significacion estadistica entre ellos.
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Figura 38. Diferencia del indice de linealidad (%) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 39 se muestran los resultados para STR, en el dia 5, se aprecia una diferencia
significatica entre el grupo control y los antioxidantes (p<0.001), sin embargo entre los
antioxidantes no existe. En el dia 7 la tendencia continua en el mismo orden, aunque no existe
diferencia entre el grupo GSH y el grupo control si que la hay entre el grupo vitamina E y los demas
grupos. También se muestran las diferencias estadisticas entre los dias del experimento en cada uno

de los grupos analizados.
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Figura 39. Diferencia del indice de rectitud (%) entre los tres grupos.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 40 se aprecian las diferencias en la valoracion de WOB, aunque los resultados
de los tres grupos lucen muy proximos unos de otros se constata una diferencia estadistica
(p<0.001) entre el grupo GSH y el resto de los grupos, no siendo asi entre el grupo control y el

grupo vitamina E en el dia 5.

En el dia 7 los valores siguen con la misma tendencia, pero de igual forma que en el dia 5 se
observa una diferencia estadistica (p<0.001) entre el grupo GSH y los demas grupos, en el caso de
la comparacion del grupo control con el grupo vitamina E no se aprecia una diferencia estadistica.
En todos los grupos, a partir del dia 5 se constatan diferencias significativas (p<0.001) entre los dias

del experimento.
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Figura 40. Diferencia del indice de oscilacion (%) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

Para el parametro ALH las compraciones de los valores medios se observan en la figura 41,
donde se puede apreciar en el dia 5 una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) entre el
grupo control y los grupos que contienen antioxidante, lo que significa que los espermatozoides
pertenecientes a los grupos con antioxidantes presentan un mayor vigor en relacion al grupo control.
En el dia 7 la diferencia estadistica (p<0.001) aparece entre los tres grupos, mostrando un mayor
vigor los espermatozoides pertenecientes al grupo GSH. Se incluye en la figura las diferencias entre

los dias del experimento en cada uno de los grupos.
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Figura 41. Diferencia de la amplitud de desplazamiento de la cabeza (um) entre grupos.
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Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

Para el caso de BCF, que a semejanza de la ALH, es un indicador del vigor de las células
espermaticas, no se constata ninguna diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) entre
ninguno de los grupos, en ningin dia de la refrigeracion. En la comparacion entre dias del

experimento se constata diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001), en cada grupo.
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Figura 42. Diferencia en la frecuencia de batido (Hz) entre los tres grupos.
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No se encontro diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados.
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).
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4.1.4 Efecto del Vitamina E y del Glutation reducido sobre la Peroxidacion Lipidica.

Se muestra en la tabla 22 la evolucion de la PL a lo largo de la refrigeracion, se muestra la
comparacion de los valores medios entre cada grupo a lo largo de los dias de la incubacion, se ve
reflejada la diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) en cada caso. Las medias de los
resultados se refieren a mmoles TBARS/10° de espermatozoides presenten en la muestra analizada.

Valores individualizados en las tablas 63, 64 y 65 de la seccion de Anexos.

Tabla 22. Evolucion de la peroxidacién lipidica (mmol TBARS/10°%) entre los tres grupos.

DiA CONTROL VITAMINA E GLUTATION
N Media S.D N Media S.D N Media S.D
0 10 ,0.33 0,03 10 0,31 0,06 10 .0,29 0,05
5 10 10,442 0,05 10 $0,39% 0,06 10 ,0,34° 0,05
7 10 0,557 0,04 10 .0,48° 0,04 10 50,430 0,06

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 43 se aprecia claramente la diferencia entre los grupos analizados en cuanto a la
valoracion de la PL; en dicha comparacion, se encuentra una diferencia estadistica (p<0.001) entre
el grupo control y los grupos vitamina E y GSH, esta diferencia se observa de la misma manera
tanto para el dia 5 como para el dia 7, mostrando siempre los mejores resultados, es decir, los

valores mas bajos, el grupo GSH.
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Figura 43. Diferencia de la peroxidacién lipidica (mmol TBARS/10° espermatozides) entre los
tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 44 se puede observar solo la compracion del grupo control con el Grupo
vitamina E donde en el dia 0 del experimento no se aprecia ninguna difrencia significativa, no
siendo asi para los dias 5 y 7, donde la difrencia estadistica es significativa (p<0.001) en ambos
dias. Se aprecia una curva de ascenso similar en los dos grupos, solo que el grupo vitamina E se

mantiene siempre por debajo de los valores medios del grupo control.
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Figura 44. Difrerencia de la peroxidacién lipidica (mmol TBARS/10° espermatozoides) entre
Control y Vitamina E.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y vitamina E (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En la figura 45 se observa la evolucion de la PL en los grupos control y GSH, donde en el
dia 0 no se aprecia ninguna diferencia significativa, en cambio, en el dia 5 y dia 7 se observa una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) entre el grupo GSH y el grupo control. También
se aprecia la manera en que aumente la peroxidacion en el caso del grupo control, lo cual lo hace

de manera muy acentuada en los dias 5 y 7, mientras que en el grupo GSH es menos pronunciada.
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Figura 45. Diferencia de la peroxidacién lipidica (mmol TBARS/10° espermatozoides) entre
Control y Glutation.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y glutation (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).

En cuanto a la comparacion de los valores medios de los grupos que contienen antioxidantes
no se observa ninguna diferencia estadistica (p<0.001) entre ellos en ningin dia de la valoracion,
aunque el grupo que muestra mejor respuesta ante la peroxidacion fue el que contenia GSH, como

se muestra en la figura 46.
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Figura 46. Diferencia de la peroxidacién lipidica (mmol TBARS/10° espermatozoides) entre
Vitamina E y Glutation.
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No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre vitamina E y glutation.
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los dias del experimento (p<0.001).
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4.1.5 Correlaciones de Pearson entre la Peroxidacion Lipidica y la Integridad de la
membrana, Integridad del Acrosoma y la Movilidad.

En las tablas siguientes (23 a 31), se muestran las correlaciones de Pearson encontradas
entre la peroxidacion y los pardmetros de calidad espermadtica valorados en este experimento, se

observa una relacion estadisticamente significativa (p < 0.01) entre los tres grupos analizados.

En las tablas 23, 24 y 25 se aprecia la correlacion encontrada entre la integridad de la
membrana de los espermatozoides y la PL, en cada uno de los grupos del experimento, la cual es
significativa (p<0.01) y negativa, esta correlacion estuvo presente en todos los grupos analizados lo
cual nos sugiere que el incremento en la presencia de PL aumenta el dafio que se produce en la
membrana plasmatica durante la conservacion. Se presentan coeficientes distintos en cada grupo

pero todos manteniendo la correlacion significativa y negativa.

Tabla 23. Correlacion de Pearson entre la peroxidacion y la integridad de la membrana en el
rupo Control.

PEROXIDACION VITALIDAD

PEROXIDACION Correlacion de 1 -0,763*

Pearson

Sig, (bilateral) 0,000

N 30 30
VITALIDAD Correlacion de -0,763* 1

Pearson

Sig. (bilateral) 0,000

N 30 30

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)
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Tabla 24. Correlacion de Pearson entre la peroxidacion y la integridad de la membrana en el

rupo Vitamina E.

PEROXIDACION VITALIDAD

PEROXIDACION Correlacion de 1 -0,576*

Pearson

Sig. (bilateral) 0,001

N 30 30
VITALIDAD Correlacion de -0,576* 1

Pearson

Sig. (bilateral) 0,001

N 30 30

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)

Tabla 25. Correlacion de Pearson entre la peroxidacion y la integridad de la membrana en el

rupo Glutation.

PEROXIDACION VITALIDAD
PEROXIDACION Correlacion de
1 -0,545*

Pearson

Sig. (bilateral) 0,002

N 30 30
VITALIDAD Correlacion de -0,545* 1

Pearson

Sig. (bilateral) 0,002

N 30 30

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)

En las tablas 26, 27 y 28 se recogen las correlaciones entre la presencia de PL y la integridad

del acrosoma en cada uno de los grupos de este trabajo experimental, la correlacion presenta una

significacion estadistica (p<<0.01) de caracter negativo, lo que igual que en las tablas anteriores, nos

hace pensar que la integridad del acrosoma se ve afectada directamente por la presencia de PL.
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Tabla 26. Correlacion de Pearson entre la peroxidacion y la integridad del acrosoma en el

rupo Control.

PEROXIDACION ACROSOMA

PEROXIDACION Correlacion de 1 -0.860*

Pearson i

Sig. (bilateral) 0,000

N 30 30
ACROSOMA Correlacion de -0,860°* 1

Pearson

Sig. (bilateral) 0,000

N 30 30

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)

Tabla 27. Correlacion de Pearson entre la peroxidacion y la integridad del acrosoma en el

rupo Vitamina E.

PEROXIDACION ACROSOMA

PEROXIDACION Correlacion de 1 -0,662*

Pearson

Sig. (bilateral) 0,000

N 30 30
ACROSOMA Correlacion de -0,662* 1

Pearson

Sig. (bilateral) 0,000

N 30 30

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)
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Tabla 28. Correlacion de Pearson entre la peroxidacion y la integridad del acrosoma en el

rupo Glutation.

PEROXIDACION ACROSOMA

PEROXIDACION Correlacién de 1 0.753*

Pearson ’

Sig. (bilateral) 0,000

N 30 30
ACROSOMA Correlacion de -0,753* 1

Pearson

Sig. (bilateral) 0.000

N 30 30

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)

De la tabla 29 a la 31 se puede observar las correlaciones presentes entre la PL y la
movilidad (%) en los grupos que contienen antioxidante y el grupo control, en donde se constata
que dicha correlacion es significativa (p<0.01) y negativa para todos los casos, lo que hace notar la
relacion del dafio producido por la PL y la disminucion en el porcentaje de movilidad de las células

espermaticas en conservacion.

Tabla 29. Correlacion de Pearson entre la peroxidacion y la movilidad en el grupo Control.

PEROXIDACION MOVILIDAD
PEROXIDACION | Correlacién de 1 -0,764*
Pearson
Sig. (bilateral) 0.000
N 30) 30
MOVILIDAD | Correlacion de -0,764* |
Pearson
Sig. (bilateral) 0.000
N 30 30

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)
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Tabla 30. Correlacion de Pearson entre la peroxidacion y la movilidad en el grupo de la
Vitamina E.

PEROXIDACION MOVILIDAD
PEROXIDACION | Correlacion de 1 10,639+
Pearson
Sig. (bilateral) 0 000
N 30 30
MOVILIDAD Correlacion de 10,639+ 1
Pearson
Sig. (bilateral) 0.000
N 30 30

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)

Tabla 31. Correlacion de Pearson entre la peroxidacion y la movilidad en el grupo Glutation.

PEROXIDACION MOVILIDAD
PEROXIDACION | Correlacion de Pearson 1 -0,730*
Sig. (bilateral) 0,000
N 30 30
MOVILIDAD Correlacion de Pearson -0,730* 1
Sig. (bilateral) 0,000
N 30 30

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)
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4.2 EXPERIMENTO 2. CONTROL DE LA PEROXIDACION LIPiDICA DEL SEMEN
CRIOPRESERVADO DE VERRACO MEDIANTE ANTIOXIDANTES  (o-
Tocoferol/Glutatién reducido), Y SU REPERCUSION SOBRE LA CALIDAD
ESPERMATICA.

4.2.1 Efecto del analogo de la Vitamina E y del Glutation reducido sobre la integridad de la

membrana (vitalidad).

En la tabla 32 se pueden observar los resultados en la comparacion de los valores medios de
los tres grupos en esta analitica, en las distintas horas tras realizar la descongelacion. En dicha tabla
también se muestran las diferencias estadisticas (p<0.001) para el caso de la comparacion del grupo
control con los grupos vitamina E y GSH. No se constata ninguna diferencia estadistica en la
comparacion entre si de los dos grupos que contienen antioxidantes en las horas 0, 1, 2, 3, para el
caso de la hora 4 si se aprecia una diferencia estadistica (p<0.001) entre ellos. Aunque no se
aprecia diferencia significativa entre el grupo GSH y el grupo vitamina E en la mayoria de las horas
examinadas la tendencia en cuanto al mantenimiento de la integridad de la membrana fue mejor en
el grupo GSH a lo largo de toda la incubacion. También se muestran las diferencias constatadas
entre las horas de la incubacion en cada uno de los grupos. Los valores individualizados se refelejan

en las tablas 66, 67, 68, 69 y 70 de la seccion de Anexos.

Tabla 32. Evolucion de la integridad de la membrana (% células vivas) entre los tres grupos.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION
HORA N Media S.D. N Media S.D. N Media S.D.
0 10 68,66 8,25 10 | ,75,00° 4,15 10 |,77,46° | 2,49
1 10 64,067 4,16 10 | ,71,97° 3,39 10 |,73,13°| 1,95
2 10 $56,00° 7,13 10 | ,64,49° 3,83 10 | 4,67,66° | 3,70
3 10 A45.51° 8,42 10 | 055,30 7,61 10 | .61,28°| 483
4 10 | 34,37° 7,08 10 | 447,38° 6,80 10 | 456,42°| 4,28

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).

147



4. Resultados

La figura 47 muestra de manera grafica la diferencia entre los tres grupos analizados en
este experimento, se puede observar que a lo largo de la prueba y como se ha mencionado
anteriormente, el grupo que presenta un porcentaje mas alto de células vivas, durante las 4 horas de
incubacion a 37°C, fue el que contenia GSH, también se aprecian las diferencias estadisticas entre

las horas en los dististos grupos (p<0.001).

Figura 47. Diferencia de la integridad de la membrana (% células vivas) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).
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La figura 48 nos muestra la evolucion del grupo control en compracion con el grupo
vitamina E, se aprecia la diferencia estadistica (p<0.001), se observa cldramente que la mejor

respuesta se ha obtenido con el grupo vitamina E.

Figura 48. Diferencia de la integridad de la membrana (% células vivas) entre el grupo
Control y el grupo Vitamina E.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y vitamina E (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubcion (p<0.001).

La figura 49 nos muestra la compracion grafica del grupo control con el grupo GSH, de
igual forma que en la imagen anterior se aprecia claramente que el grupo que contiene el
antioxidante presenta un mejor comportamiento en cuanto a la proteccion de la membrana,

reflejandose esto en la diferencia estadistica (p<0.001) obtenida.
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Figura 49. Diferencia de la integridad de la membrana (% células vivas) entre el grupo
Control y el grupo Glutation.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y glutation (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).

Para visualizar de mejor manera la diferencia entre los antioxidantes utilizados en esta
prueba, la figura 50 nos muestra una comparacién entre ellos, donde la tunica diferencia
estadisticamente significativa (p<0.001) se constata en la valoracion realizada en la hora 4 de la
incubacion tras realizar la descongelacion, a pesar que la diferencia estadistica se presenta solo en la
hora 4, podemos observar que de los dos antioxidantes el que mejor valores medios presenta a lo

largo de la prueba es el GSH.

150



4. Resultados

Figura 50. Diferencia de la integridad de la membrana (% células vivas) entre el grupo
Vitamina E y el grupo Glutation.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre vitamina E y glutation (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).
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4.2.2 Efecto del analogo de la Vitamina E y del Glutation reducido sobre la integridad del
acrosoma.

En la tabla 33 se puede observar la evolucion de los valores medios de los tres grupos
evaluados en esta prueba, donde se aprecia una diferencia estadistica (p<0.001) entre el grupo
control en comparacion al grupo GSH dicha diferencia estd presente en todos las horas de la
incubacion, mientras que para la compracion del grupo control con el grupo vitamina E solo se
aprecia la diferencia estadistica (p<0.001) en las horas 2, 3 y 4; en la comparacion del grupo
vitamina E con el grupo GSH solo se aprecia una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.001) en la hora 2, no se constata ninguna diferencia estadisticamente significativa en el resto
de las horas entre los grupos que contenian antioxidantes, aunque la tendecnia de los resultados del
grupo GSH muestran valores superiores a lo largo de toda la incubacion. También se muestran las
diferencias estadisticamente significativas entre las horas de la incubacion en cada grupo. Los

valores individualizados se presentan en las tablas 71, 72, 73, 74 y 75 del apartado de Anexos.

Tabla 33. Evolucion de la integridad del acrosoma (% de acrosomas integros) entre los tres
grupos.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION
HORA N Media | S.D. N Media | S.D. N Media | S.D.
0 10 | .8512° | 4,96 10 88,03 | 2,96 10 | .91,10° | 2,93
1 10 | ,70,53* | 16,98 10 8329 | 3,77 10 | .86,77° | 3,65
2 10 | 46921° | 3,46 10 | ,75,18° | 3,90 10 | ,80,71° | 3,51
3 10 | ,61,52° | 5,21 10 | ,71,48° | 6,48 10 | ,76,14° | 3,96
4 10 | .52,85% | 8,52 10 | 63,43° | 589 10 | 69,38° | 4,77

Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).
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En la figura 51 se muestra la evolucion grafica de la comparacion de los valores medios
entre los tres grupos, donde observamos que la mejor respuesta se obtiene con el grupo que contiene
GSH, pues se aprecia una diferencia estadistica (p<0.001) entre ellos. En el caso del grupo vitamina
E solo presenta diferencia estadistica (p<0.001) con el grupo control en las horas 2, 3 y 4. Aunque
entre los grupos vitamina E y GSH no se aprecia ninguna diferencia estadistica, podemos ver
claramente en la grafica que los valores medios més altos se obtuvieron en el grupo que contiene

GSH.

Figura 51. Diferencia del estado del acrosoma (% acrosomas integros) entre los tres grupos.
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Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).

La figura 52 nos muestra de manera individualizada la comparacion de los valores medios
obtenidos para el grupo control y el grupo vitamina E, donde podemos apreciar que solo a partir de
la hora 2 se aprecia diferencia estadistica (p<0.001), aunque, el porcentaje de acrosomas integros es

siempre superior en el grupo que contiene vitamina E.
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Figura 52. Diferencia del estado del acrosoma (% acrosomas integros) entre el grupo Control
y el grupo Vitamina E.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y vitamina E (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).

En la figura 53 se puede observar la diferencia, de manera grafica, de los valores medios del
grupo control en comparacion del grupo GSH a lo largo de la incubacion, se puede observar que a
lo largo de todas las valoraciones se constata una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.001), mostrando una clara respuesta positiva el grupo GSH con respecto al grupo que no
contiene antioxidante, incrementdndose dicha diferencia conforme pasan las horas tras haber

descongelado el semen.

154



4. Resultados

Figura 53. Diferencia del estado del acrosoma (% acrosomas integros) entre el grupo Control
y el grupo Glutation.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre control y glutation (p<0.001).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).

En la figura 54 se aprecia la comparacion de los valores medios del grupo vitamina E con el
grupo GSH, donde se puede observar que la unica diferencia estadistica (p<0.001) se constata en la
hora 2 tras la descongelacion, se puede ver que el grupo GSH muestra a lo largo de toda la prueba

valores superiores en porcentaje de acrosomas integros en comparacion al grupo vitamina E.
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Figura 54. Diferencia del estado del acrosoma (% acrosomas integros) entre el grupo Control

y el grupo Glutation.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre vitamina E y glutation (p<0.001).

Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).
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4.2.3 Efecto del analogo de la Vitamina E y del Glutation reducido sobre la movilidad
espermatica.

En la tabla 34 se puede observar la comparacion de los resultados entre los grupos
analizados en esta prueba, en la cual no se aprecia ninguna diferencia estadisticamente significativa
entre ninguno de los grupos, los valores medios de todos ellos como se puede observar en la tabla
son muy similares, aunque los valores correspondientes para los grupos que contenian antioxidantes
se muestran mas altos que los valores para el grupo control, en relacion a los valores el grupo
vitamina E con los valores del grupo GSH son muy similares, siendo solo superiores los valores
medios del grupo vitamina E en el caso de la valoracion realizada para la hora 0, a partir de esta
hora los valores mas altos se registraron en el grupo GSH, lo que indica una tendencia por parte del
GSH a mejorar la movilidad del semen descongelado. También se muestran las diferencias
estadisticas (p < 0.001), entre las horas de la incubacion en cada grupo. Los valores individualizados

se encuentran en las tablas 76, 77, 78, 79 y 80 del apartado de Anexos.

Tabla 34. Evolucion de la movilidad (% total) entre los tres grupos.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION
HORA N Media S.D. N Media S.D. N | Media S.D.
0 10 48,77 21,57 10 256,18 15,32 10 | 51,07 2,93
1 10 23,57 13,51 10 31,09 14,59 10 | 32,04 3,65
2 10 22,15 14,18 10 22,23 13,64 10 | ,24,86 3,51
3 10 517,20 13,22 10 p21,94 13,07 10 | 420,55 3,96
4 10 13,29 9,64 10 16,19 12,92 10 | 21,65 4,77

No se encuentra ninguna diferencia estadistica significativa entre los grupos analizados.
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).
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En la figura 55 se observa que no existe ninguna diferencia estadistica entre ninguno de los

grupos experomentales, ademas se puede observar que a partir de la hora 1 tras la descongelacion el

porcentaje de movilidad desciende de manera muy acusada en los tres grupos, y aunque no existe

diferencia significativa, se puede apreciar que los grupos que contienen antioxidantes muestran

valores mas altos. En las figuras 55, 56, 57 y 58 se aprecia la comparacion de los valores medios del

grupo control de manera separada con los grupos vitamina E y GSH, igualmente que en las pruebas

anteriores los mejores resultados corresponden al antioxidante GSH. No se aprecia ninguna

diferencia estadisticamente significativa aunque la tendencia de los grupos que contienen

antioxidantes es hacia el mejoramiento de la movilidad, y especialmente el grupo GSH, pues en ¢l

se aprecian valores mas altos en cuanto a porcentaje de movilidad en comparacion a los demas

grupos.

Figura 55. Diferencia en la movilidad (% total) entre los tres grupos.
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No se encuentra ninguna diferencia estadistica significativa entre los grupos analizados.

Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).
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Figura 56. Diferencia en la movilidad (% total) entre el grupo Control y el grupo Vitamina E.
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No se encuentra ninguna diferencia estadistica significativa entre control y vitamina E.
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de incubacion (p<0.001).
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Figura 57. Diferencia en la movilidad (% total) entre grupo Control y el grupo GSH.
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No se encuentra ninguna diferencia estadisticamente significativa entre control y glutation.
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de incubacion (p<0.001).
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Figura 58. Diferencia en la movilidad (% total) entre el grupo Vitamina E y el grupo
Glutation.
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No se encuentra ninguna diferencia estadistica significativa entre vitamina E y glutation.
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.001).

Las tablas 34 a 38 muestran los resultados de la valoracion de los pardmetros cinéticos
medidos por el programa informatico (CASA), en ellas se expresan los valores medios obtenidos en
cada una de las horas en las que se miden dichos parametros, también se muestra segun sea el caso

la diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) obtenida.

Para el caso de la tabla 35, en ella se muestran los valores comparados entre los tres grupos,
especificamente de la hora 0, en la que se aprecia una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre el grupo GSH y los grupos control y vitamina E para los parametros VCL, VSL,
LIN, STR y ALH, parametros que se refieren a la distancia total recorrida por el espermatozoide
(VCL) y al vigor de la célula espermatica (ALH), lo que denota un buen estado de la membrana
mitocondrial del espermatozoide promovida por los antioxidantes. En cuanto a VAP solo se aprecia

diferencia estadistica (p<0.05) entre el grupo control y el grupo GSH, y en el caso de WOB y BCF
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no existe ninguna diferencia en ninguno de los grupos analizados. Los valores individualizados se

encuentran en las tablas 81 y 82 de la seccién de Anexos.

Tabla 35. Evolucion de los parametros cinéticos entre los tres grupos en la hora 0 tras la
descongelacion.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION
N Media S.D N Media | S.D. N Media | S.D.
VCL 1804 | 68,06° | 34,56 | 1909 | 68,95* | 35,06 | 1867 | 73,46° | 3832
(nm/s)

VSL | 1804 | 43,99" | 28,89 | 1909 | 44,99* | 29,88 | 1867 | 48,32° | 30,31
(nm/s)

VAP | 1804 | 54,67* | 30,48 | 1909 | 55,50® | 30,74 | 1867 | 58,73 | 31,74
(nm/s)

LIN | 1804 | 0,61* | 025 | 1909 | 0,61* | 025 | 1867 | 0,64° | 0,24
(%)
HORA 0

STR | 1804 | 0,76° | 0,23 | 1909 | 0,76 | 023 | 1867 | 0,79 | 0,22
(%)

WOB | 1804 0,77 0,17 1909 0,78 0,16 | 1867 0,79 0,16
(%)

ALH | 1804 | 2,20° 1,19 | 1909 | 2.23* | 122 | 1867 | 2,39° 1,40
(pm)

BCF | 1804 | 7,12 | 295 | 1909 | 7,12 | 3,13 | 1867 | 725 | 3,06
(Hz)

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).

La tabla 36 muestra los resultados de los parametros medidos por el sistema CASA en la
hora 1, también se muestran las diferencias estadisticas (p<0.05) constatadas, en el caso de VCL,
VSL, VAP y ALH la cual se aprecia entre el grupo GSH y los grupos control y vitamina E. En el
caso de LIN, STR y WOB no se encuentra ninguna diferencia estadistica entre ningin grupo y para
el caso de BCF la diferencia estadistica (p<0.05) se presenta entre los tres distintos grupos. Los

valores individualizados se encuntran en las tablas 83 y 84 de la seccidon de anexos.
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Tabla 36. Evolucion de los parametros cinéticos entre los tres grupos en la hora 1 tras la
descongelacion.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION

N Media | S.D. N Media | S.D. N Media | S.D.

VCL | 1407 | 42,21° | 30,28 | 1481 | 43,22° | 27,05 | 1534 | 54,39" | 30,98
(nm/s)

VSL | 1407 | 31,14* | 27,14 | 1481 | 31,39" | 25,13 | 1534 | 39,44° | 28,70
(nm/s)

VAP | 1407 | 3591 | 27,91 | 1481 | 36,96 | 25,78 | 1534 | 46,26" | 29,67
(nm/s)

LIN | 1407 | 0,66 0,27 | 1481 | 0,65 0,27 | 1534 | 0,66 0,27

(“o)
HORA 1

STR | 1407 | 0,78 0,23 | 1481 | 0,78 0,23 | 1534 | 0,79 0,22

(“o)

WOB | 1407 | 0,81 | 0,18 | 1481 | 081 | 0,17 | 1534 | 081 | 0,18
(%)

ALH | 1407 | 1,37* | 0,77 | 1481 | 1,36* | 0,67 | 1534 | 1,56° | 0,81
(num)

BCF | 1407 | 6,40° | 3,41 | 1481 | 7,01 | 334 | 1534 | 7,56° | 03,17
(Hz)

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).

La tabla 37 recoge los resultados de los parametros cinéticos en la hora 2 donde podemos
observar que no se aprecia ninguna diferencia estadisticamente significativa entre ninguno de los
tres grupos analizados en esta prueba. Se aprecia que los valores medios de cada unos de los
pardmetros son muy similares entre grupos y en parametros como VCL y BCF que hacer referencia
a distancia recorrida y vigorosidad respectivamente en el primero el valor mas alto lo tiene el grupo
GSH y en el caso del segundo el valor mas alto le pertenece al grupo control. Por otra parte en el
caso de los dos antioxidantes el grupo que contiene GSH presenta mejor comportamiento en los
parametros que expresan movimiento mas recto, asi como ganancia neta de espacio y rapidez.
(VCL, VSL y VAP). En las tablas 85 y 86 de la seccion de anexos, se recogen los valores

individualizados
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Tabla 37. Evolucion de los parametros cinéticos entre los tres grupos en la hora 2 tras la
descongelacion.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION
N Media S.D. N Media | S.D. N Media S.D.
VCL 1382 39,89 24,74 | 1397 | 40,52 | 23,33 1408 41,27 26,09

(um/s)

VSL 1382 | 30,50 | 23,34 | 1397 | 30,61 | 20,93 1408 30,23 | 22,38
(nwm/s)

VAP 1382 | 34,76 | 23,89 | 1397 | 34,95 | 21,73 1408 35,29 | 23,86
(nwm/s)

LIN 1382 0,72 0,25 1397 | 0,71 0,26 1408 0,69 0,26
(%)
HORA 2

STR | 1382 | 0083 | 0119 | 1397 | 0,82 | 0,20 | 1408 | 0,81 | 0,22
(%)

WOB | 1382 0,84 0,17 | 1397 | 0,84 0,18 1408 0,83 0,17
(%)

ALH | 1382 1,20 0,60 | 1397 | 1,22 | 0,71 1408 1,26 0,71
(um)

BCF 1382 7,45 3,37 | 1397 | 7,42 3,61 1408 7,38 3,40
(Hz)
No se encuentra ninguna diferencia estadistica significativa entre los grupos analizados.

En la tabla 38 se muestran los valores medios obtenidos en la valoracion realizada en la hora
3 de los parametros cinéticos después de la descongelacion, donde también se aprecia la unica
diferencia estadistica (p<0.05), la cual se observa en la comparaciéon de WOB, dicha diferencia se
encuentra entre el grupo vitamina E y el resto de los grupos analizados. De la misma forma que
ocurre en la hora anterior de la incubacién los valores que denotan mas rapidez, rectitud y distancia
recorrida por los espermatozoides son los del grupo GSH. Los valores individualizados se recogen

en las tablas 87 y 88 de la seccion de Anexos.
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Tabla 38. Evolucion de los parametros cinéticos entre los tres grupos en la hora 3 tras la
descongelacion.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION

N Media | S.D. N Media | S.D. N Media | S.D.

VCL
(nm/s) | 1278 | 39,12 | 23,07 | 1355 | 37,30 | 22,47 | 1380 | 40,75 | 26,34

VSL
(nm/s) | 1278 | 28,53 | 20,46 | 1355 | 28,87 | 19,82 | 1380 | 30,29 | 21,12

VAP
(nm/s) | 1278 | 33,44 | 22,04 | 1355 | 32,50 | 20,04 | 1380 | 34,99 | 23,22

LIN

()

HORA 3 (%) 1278 | 0,70 0,27 | 1355 | 0,73 0,25 | 1380 | 0,74 0,25
STR
(%) | 1278 | 0,81 0,21 | 1355 | 0,84 0,20 | 1380 | 0,84 0,20

WOB
(o)
ALH
(nm) | 1278 | 1,21 0,69 | 1355 | 1,14 0,68 | 1380 | 1,24 0,84

1278 | 0,82* | 0,20 | 1355 | 0,86 | 0,16 | 1380 | 0,85* | 0,17

BCF

1278 | 7,26 | 343 |[1355| 7,31 | 338 | 1380 | 7,53 | 3,29
(Hz)

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).

En tabla 39 se aprecian los resultados de los parametros cinéticos evaluados en la hora 4
después de la descongelacion, también se aprecian las diferencias estadisticas (p<0.05) encontradas
en la prueba, siendo asi en el caso de VCL, VSL y VAP entre el grupo GSH y los demas grupos
analizados, para el caso de WOB la diferencia estadistica (p<0.05) se encuentra entre el grupo
vitamina E y el grupo GSH, para ALH entre el grupo control y el grupo GSH, y para LIN, STR y
BCF no se constata ninguna diferencia estadisticamente significativa. Los valores individualizados

se encuntran en las tablas 89 y 90 de la seccion de Anexos.
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Tabla 39. Evolucion de los parametros cinéticos entre los tres grupos en la hora 4 tras la
descongelacion.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION

N Media | S.D. N Media | S.D. N Media | S.D.

VCL | 1243 | 32,65" | 20,70 | 1371 | 34,76 | 21,17 | 1402 | 40,02° | 24,36
(nm/s)

VSL | 1243 | 24,69" | 18,85 | 1371 | 25,68* | 19,11 | 1402 | 31,17° | 21,91
(nm/s)

VAP | 1243 | 28,56* | 19,84 | 1371 | 29,76 | 19,85 | 1402 | 35,65° | 23,11
(nm/s)

LIN | 1243 | 0,72 | 026 | 1371 | 0,70 | 0,27 | 1402 | 0,74 | 025
(%)
HORA 4
STR | 1243 | 082 | 021 | 1371 | 0,80 | 0,22 | 1402 | 083 | 0,20
(%)

WOB | 1243 | 085 | 0,17 | 1371 | 083" | 0,18 | 1402 | 0,86 | 0,16
(%)

ALH | 1243 | 1,06 | 054 | 1371 | 1,15 | 0,66 | 1402 | 1,18° | 0,63
(num)

BCF | 1243 | 7,03 3,31 | 1371 | 6,98 3,35 | 1402 | 7,14 3,38
(Hz)

Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).

De la figura 59 a la 66 se muestran de manera mas clara las diferencias de cada uno de los
pardmetros cinéticos que se analizan por el programa CASA entre los tres grupos analizados en este
trabajo, se muestran también las diferencias estadisticas entre ellos a lo largo de la horas del

analisis.

En la figura 59 se muestran las diferencias entre los distintos grupos, para VCL se constata
una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05), también se sefialan las diferencias entre las
horas para cada grupo. Se aprecia nuevamente la tendencia del grupo GSH a presentar mejores

resultados en cuanto a este parametro.

166



4. Resultados

Figura 59. Diferencia en la velocidad curvilinea (um/s) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.05).

En la figura 60 se muestran los resultados entre los grupos para el caso especifico de VSL,

también se muestran las diferencias estadisticas encontradas en dicha comparacién y las diferencias

estadisticas entre los tiempos de incubacién para cada grupo.
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Figura 60. Diferencia en la velocidad lineal (um/s) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.05).

La figura 61 nos muestra las diferencias entre los valores medios de los tres grupos
analizados en este trabajo para el caso especifico de VAP y entre las horas de incubacion en cada
uno de ellos (p < 0.05). Se ve claramente como el grupo GSH presenta las células espermaticas mas

veloces en comparacion a los demds grupos.
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Figura 61. Diferencia en la velocidad media (um/s) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.05).

La figura 62 nos muestra las diferencias entre los tres grupos analizados para el caso del

LIN. El grupo GSH expresa el mas alto indice de linealidad lo que denota un desplazamiento mas

recto de los espermatozoidez al finalizar el periodo de incubacion.
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Figura 62. Diferencia en el indice de linealidad (%) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).

Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de incubacion (p<0.05).

En la figura 63 se muestra las diferencias entre los tres grupos analizados para el parametro
STR y entre las horas analizadas, donde de nuevo se aprecia que el movimiento mas recto de los

espermatozoides pertenece al grupo GSH al final de la incubacion (hora 4).
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Figura 63. Diferencia en el indice de rectitud (%) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de incubacion (p<0.05).

Para el caso de WOB en la figura 64 se muestran de manera grafica las diferencias
encontradas en la comparacion de los dististos grupos analizados en este trabajo y de cada hora de

incubacion en cada grupo.
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Figura 64. Diferencia del indice de oscilacion (%) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de incubacion (p<0.05).

En la figura 65 se muestran los resultados de manera grafica para el caso especifico de ALH
entre los grupos y entre las horas de incubacion, se sefialan las diferencias estadisticamente

significativas entre ellos (p<0.05).
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Figura 65. Diferencia de la amplitud de desplazamiento de la cabeza (um) entre grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).
Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacion (p<0.05).

Para el caso especifico de BCF, de forma grafica en la tabla 66 se muestran las diferencias
de los valores medios entre los distintos grupos analizados y entre las distintas horas de incubacion.
Se ve claramente que el grupo GSH presenta los espermatozoides mas fuertes, pues la BCF es un

indicador del vigor de las céluas espermadticas.
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Figura 66. Diferencia en la frecuencia de batido (Hz) entre los tres grupos.
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Distinto superindice indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.05).

Distinto subindice indica diferencia estadisticamente significativa entre horas de la incubacién (p<0.05).
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4.2.4 Efecto del analogo de la vitamina E y del Glutation reducido sobre la Peroxidacion
Lipidica.

En la tabla 40 se observa la evolucion de la PL del semen tras haber sido descongelado, los
valores medios comparados de los distintos grupos arrojan una diferencia estadisticamente
significativa (p<<0.001) entre el grupo control y el grupo que contiene GSH, los valores de GSH son
los mas bajos para esta prueba y aunque los valores de vitamina E también son bajos con respecto al
grupo control estos guardan cierta proximidad entre ellos, lo que se ve reflejado en la ausencia de
una diferencia estadisticamente significativa entre ambos. Los valores individualizados se

encuentran en la tabla 91 de la seccion de Anexos.

Tabla 40. Evolucién de la peroxidacion lipidica (mmol TBARS/10%espermatozoides) entre los
tres grupos.

CONTROL VITAMINA E GLUTATION
N Media S.D N Media S.D N Media S.D
10 0,48* 0,08 10 0,43 0,09 10 0,35* 0,07

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).

En la figura 67 se aprecia claramente las diferencias entre los distintos grupos analizados
para la PL. El valor mas elevado corresponde al grupo control lo que significa una mayor presencia

de MDA y por lo tanto mayor presencia de dafio oxidativo.
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Figura 67. Diferencia en la presencia de peroxidacion lipidica entre los tres grupos.
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(*) Indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados (p<0.001).
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4.2.5 Correlaciones de Pearson entre la peroxidacion lipidica y la integridad de 1a membrana,
Estado del acrosoma y Movilidad espermatica.

La tabla 41 muestra las correlaciones de Pearson encontradas entre los distintos pardmetros
de calidad espermatica medidos en este trabajo y la PL para el caso del grupo control, se aprecia
una significacion estadistica (p<0.01) para el caso de la integridad de la membrana, con el estado
del acrosoma y la movilidad. En cuanto a la PL no se encuentra ninguna diferencia estadisticamente
significativa con los demas parametros espermaticos medidos, aunque si se aprecia una correlacion

negativa.

Tabla 41. Correlaciones de Pearson entre los parametros de calidad seminal y la peroxidacion
lipidica en el grupo Control.

VITALIDAD | ACROSOMA | MOVILIDAD | PEROXIDACION
VITALIDAD Correlacion de 1 0,694* 0,536* 0,241
Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,092
N 50 50 50 50
ACROSOMA Correlacion de 0,694* 1 0,521% 20,165
Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,253
N 50 50 50 50
MOVILIDAD Correlacion de 0,536* 0,521% 1 20,103
Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,476
N 50 50 50 50
PEROXIDACION Correlacion de 0241 0,165 20,103 1
Pearson
Sig. (bilateral) 0,092 0,253 0,476
N 50 50 50 50

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01).

En la tabla 42 se aprecian las correlaciones de Pearson encontradas entre los parametros de
calidad espermatica y la PL para el grupo vitamina E, como se aprecia en la tabla solo se observo
una correlacion significativa (p<0.01) entre los pardmetros de integridad de la membrana, estado del
acrosoma y la movilidad espermatica. En cuanto a PL se aprecia una correlacion negativa, aunque

no es significativa.

177




4. Resultados

Tabla 42. Correlaciones de Pearson entre los parametros de calidad seminal y la peroxidacion
lipidica en el grupo Vitamina E.

VITALIDAD | ACROSOMA | MOVILIDAD | PEROXIDACION
VITALIDAD Correlacion 1 0,882* 0,595* 0,135
de Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,812
N 50 50 50 50
ACROSOMA Correlacion 0.882% 1 0,713 0,113
de Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,931
N 50 50 50 50
MOVILIDAD Correlacion 0,595* 0,713% | 0218
de Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,128
N 50 50 50 50
PEROXIDACION Correlacion 0,035 0.013 0218 |
de Pearson
Sig. (bilateral) 0,812 0,931 0,128
N 50 50 50 50

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01).

En la siguiente tabla se muestran las correlaciones de Pearson encontradas en el grupo GSH

entre la PL y los parametros de calidad seminal evaluados en este trabajo, dichas correlaciones

presentan una significacion (p<0.01) entre los parametros de integridad de la membrana, estado del

acrosoma y movilidad, mientras que para el caso de la PL no se aprecio diferencia significativa,

aunque la correlacion se presenta negativa con los demas parametros espermaticos.
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Tabla 43. Correlaciones de Pearson entre los parametros de calidad seminal y la peroxidacion
lipidica en el grupo Glutation.

VITALIDAD | ACROSOMA | MOVILIDAD | PEROXIDACION
VITALIDAD Correlacion 1 0,880% 0,569% 0,170
de Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,628
N 50 50 50 50
ACROSOMA Correlacion 0,880* 1 0,531% 0,182
de Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,573
N 50 50 50 50
MOVILIDAD Correlacion 0,569* 0,531% 1 L0,412%
de Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,003
N 50 50 50 50
PEROXIDACION Correlacion 0,070 0,082 0.412% 1
de Pearson
Sig. (bilateral) 0,628 0,573 0,003
N 50 50 50 50

(*) Indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.01).
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5. Discusion

La discusion la vamos a organizar por experimentos realizados, de forma y manera que en
primer lugar abordaremos el efecto de los antioxidantes sobre la calidad espermatica, donde se
incluyen la integridad de la membrana, estado del acrosoma y movilidad total, en otro epigrafe
haremos referencia a los pardmetros cinéticos medidos con el programa CASA, posteriormente
hablaremos de la PL, debemos mencionar que de manera general los apartados y los efectos sobre la
células espermatica que se refieren en ellos, estan relacionados, puesto que la PL, provoca

detrimento en todos los pardmetros de calidad seminal analizados.

5.1 EXPERIMENTO 1. CONTROL DE LA PEROXIDACION LIPIiDICA DEL SEMEN
REFRIGERADO DE VERRACO A 15°C MEDIANTE ANTIOXIDANTES (a-Tocoferol
/Glutatién reducido), Y SU REPERCUSION SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA.

5.1.1 Efecto del Analogo de la Vitamina E y del Glutation Reducido sobre la integridad de la

membrana, estado del acrosoma y movilidad en semen refrigerado.

El conjunto de pardmetros que permiten caracterizar la viabilidad de la célula espermatica y
por lo tanto su capacidad para lograr la fecundacion, se conjugan en lo que se conoce como calidad
espermatica, dicha calidad hace referencia a los pardmetros que cuantifican puntos especificos en la
funcionalidad de la célula (Larsson, 1985; Johnson et al., 2000; Bernal, 2009). La calidad seminal,
por tanto, se define como la capacidad del semen para lograr la fecundacion, dando viabilidad a la

posterior gestacion y parto de las hembras.

En la inseminacion artificial la calidad espermatica se convierte en un punto de gran
importancia, ya que sirve como criterio de valoraciéon de la posible respuesta en cuanto a la
capacidad fecundante, puesto que sementales que presentan en un examen seminal rutinario una
calidad pobre, posteriormente tienen una fertilidad reducida, sin embargo, esto no es una regla que
se cumpla en la totalidad de los casos, pues se ha probado que eyaculados que presentaron una
buena calidad espermadtica no alcanzaron niveles normales en cuanto a fertilidad (Berger y Parker,
1989; Martinez et al.,1993). Hay parametros que como hemos mencionado no aseguran por
completo buenos niveles de fertilidad, pero que son indispensables para que esta tenga lugar, estos

parametros son: el volumen y concentracion del eyaculado, la movilidad total e individual
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progresiva teniendo mas importancia esta ultima y la morfologia espermatica (Gonzalez-Urdiales,

2006; Sanchez, 2006; Dominguez et al., 2007).

Existen otros factores que intervienen en la calidad seminal, algunos propios de la genética
del animal como la raza y otros que tienen que ver con el ambiente que le rodea como el manejo
que se haga de ellos, como puede ser la frecuencia de extraccion del semen, estado sanitario y
alimentacion (Coérdova et al., 2004; Dominguez et al., 2007). El estudio de estos parametros
mencionados nos permite hacer una seleccion de los verracos que pueden ser infértiles y sobre todo
y mas importante los subfértiles, de este modo se eliminan los ejemplares que no cumplan con los

objetivos de los centros de produccion.

La utilizacion de compuestos antioxidantes con la intencién de mejorar la calidad
espermatica, y por tanto mejorar la capacidad fecundante de los espermatozoides se ha intentado de
diversas maneras y en distintas especies, Bucak y Tekin (2007) analizan el efecto de compuestos
antioxidantes anadidos en el diluyente, entre ellos el GSH, sobre la proteccion del semen de
morueco, Kankofer et al. (2005) evaluaron la actividad de enzimas antioxidantes como la GSH
peroxidasa y la intensidad de PL en semen equino conservado a 5°C, Zaniboni y Cereloni (2009) en
semen de pavo evaluaron el efecto del a-tocoferol, administrado en la dieta, sobre los cambios en la
calidad espermatica y su susceptibilidad a PL. Marin-Guzman, et al. (1997; 2000a) probaron que el
Selenio puede tener un efecto positivo sobre los parametros definitorios de la calidad seminal; sin
embargo, estos autores indican que los suplementos de vitamina E al semen de verraco, carecen de
accion sobre dichos parametros; aunque Brzezinsnka-Slebodzinska et al. (1995), indican que dicha
vitamina incrementa la concentracion espermadtica en la misma especie, sugiriendo que puede ser
debida a la accion antioxidante de dicha sustancia. De igual forma Shi et al. (2010), encontraron

que la adicion de Selenio en la dieta de los machos cabrios mejora la calidad espermatica.

Existen 4 formas distintas de tocoferoles (a, B vy y 0,) de los cuales el compuesto mas activo
es el a-tocoferol. La vitamina E funciona en general como un antioxidante bioldgico, previniendo la
oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados y de las proteinas, por lo que es considerada como un

elemento importante en la proteccion contra el dafio oxidativo, evita la formacion de productos
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toxicos como los peroxidos de acidos grasos no saturados, actuando asi como estabilizador de la

estructura lipidica en las estructuras del organismo. (Marquez et al., 2002).

Por otro lado el GSH es utilizado como almacenamiento y transporte de cisteina, participa
también en la sintesis de proteinas, es la principal defensa no enzimatica de las células frente al

estrés oxidativo provocado por el propio metabolismo (Rausell y Tarin, 2005).

Si comparamos nuestros resultados con los obtenidos por Pérez-Llano et al. (2009), quienes
estudian las subpoblaciones espermaticas definidas de acuerdo a parametros como la integridad de
la membrana y el estado del acrosoma en semen de verraco conservado a 15°C, nos sugieren que la
utilizacion de un analogo de la vitamina E y el GSH mejoran la respuesta de la membrana
plasmatica y estado del acrosoma en conservacion a 15°C, en dicha comparacion, tenemos que
mencionar factores que pueden repercutir en los resultados, aunque la temperatura de
almacenamiento es la misma, el diluyente no lo es , ni tampoco las técnicas empleas para la
valoracion de los parametros, aun asi, podemos decir, basados en la diferencia obtenida en los
pardmetros (células vivas y acrosomas integros) que la adicion de compuestos antioxidantes en el
diluyente mejora sensiblemente la capacidad de los espermatozoides a la conservacion en
refrigeracion. Kumaresan et al. (2009), conservan el semen porcino a 18°C, obtienen dichos
autores una viabilidad de las células muy baja en comparacidon a nuestros resultados, para la
integridad de la membrana y acrosomas integros y; como sucede en la comparacion anterior existen
en ambos trabajos diferencias que condicionan los resultados, Kumaresan et al. (2009), no utilizan
ningun compuesto antioxidante, lo que nos refuerza la idea del poder protector de la vitamina E y
GSH utilizados en nuestra experiencia, puesto que, aun cuando en nuestro experimento los
espermatozoides permanecen mas tiempo en conservacion (7 dias), en comparacion a Kumaresan et
al. (2009) (4 dias), mantuvieron niveles de calidad mucho mejores, entre estos autores y nuestro
trabajo el punto importante que explica las diferencias puede ser también la temperatura empleada.
Conservar espermatozoides a 18°C puede tener en efecto mas deprimente sobre la calidad
espermatica que si se conservan a 15°C, partiendo de la base que a temperaturas mas bajas los
movimientos laterales de los fosfolipidos que componen la membrana se ven reducidos, impidiendo
su movimiento y el de las proteinas manteniendo asi mas tiempo la estructura de la membrana
(Pursel et al., 1973; Sanchez, 2006). El combustible que hace posible la movilidad de la celula

espermatica es el ATP, por lo tanto, alteraciones en la membrana mitocondrial de los
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espermatozoides generan un mala produccion de dicho combustible celular, lo que repercute
directamente sobre este parametro (Cummins, 1995), de esta manera si comparamos nuestros
resultados con el trabajo realizado por Guthrie et al. (2008), que estudian la evolucion de las
caracteristicas seminales sin afadir antioxidantes, se aprecia que sus resultados son inferiores
comparados con los nuestros, tanto para la movilidad (50% vs. 73%) el dia 5 de incubacion, e
incluso el dia 7 de incubacién obtuvimos un 64% de movilidad. Tenemos que sefialar que estos
autores utilizan una incubacion a 37°C durante 30 min. previamente a la valoracion de la movilidad,
mientras que nosotros, utilizamos la misma temperatura pero solo una incubacion de 6 min.; a pesar
de esta diferencia metodologica, creemos que la diferencia entre los resultados se debe
fundamentalmente a la proteccion de la vitamina E y GSH contra el deterioro de la membrana
durante la incubacion, que debilita su correcta funcionalidad como hemos mencionado antes y altera

la producciéon de ATP.

El trabajo realizado por De Ambrogi et al. (2006), donde evaluan el efecto del
almacenamiento de semen porcino con diluyentes comerciales durante 5 dias a 15-20°C, encuentran
que a las 96 horas de almacenamiento la movilidad total disminuye a cerca del 40%, si comparamos
dichos resultados con la movilidad obtenida en nuestro experimento, la cual fue superior al 60% en
el caso de los grupos afiadidos con antioxidantes en el dia 7, nos hace pensar una vez mas, en la
necesidad de las c€lulas de contar con compuestos que disminuyan el dafio celular que ocasionan
disminucion de movilidad , pues De Ambrogi et al. (2006) obtienen en torno a un 20% menos que
nuestros resultados en cuanto a movilidad, aun realizando una incubaciéon mucho menor que la
nuestra y a pesar que la temperatura de dicha incubacion es superior, atribuimos dichas diferencias
positivas en nuestro trabajo al uso de el anadlogo de la vitamina E y el GSH. Dubé et al. (2004),
quienes igualmente analizan la capacidad de diluyentes comerciales en la conservacion de semen de
verraco a 16-18°C, donde los resultados para la movilidad total fueron sensiblemente inferiores en
comparacion a los nuestros en presencia de antioxidantes, siendo sus valores ligeramente superiores
al 40% en el dia 5 de incubacion, mientras que nuestros resultados se mostraron superiores al 70%
en el mismo dia y superiores al 60% en el dia 7 de la refrigeracion, en este trabajo y en los trabajos
anteriormente mencionados las condiciones de los mismos han sido distintos, como el tipo de
diluyente, tiempo y temperatura de conservacion, asi como también la técnica de andlisis; a pesar de

ello, y guardando las precauciones necesarias, podemos decir, que la utilizacion del analogo de la
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vitamina E y del GSH incrementa sustantivamente la capacidad de las células espermaticas para
mantener sus funciones, como son la capacidad de las mitocondrias de producir ATP necesarias
para la movilidad, pues estas estructuras son altamente sensibles al proceso de conservacion
(Ericsson et al., 1993; Cummins, 1994; Satorre et al., 2007), mantienen intacto el acrosoma para
que sea capaz de reaccionar y liberar las enzimas necesarias para atravesar la zona pelacida, y por
supuesto, proteger la membrana plasmatica manteniendo asi la viabilidad de los espermatozoides,
dicha proteccion ejercida posiblemente por el poder antioxidante de los compuestos empleados en

este experimento (Pefia et al., 2004; Yue et al., 2010) .

Si comparamos nuestros resultados con aquellos en los que si se ha incluido antioxidantes
en el diluyente, como es el caso de Cerolini et al. (2000), donde se emplea a-tocoferol en la
conservacion del semen porcino a 19°C, y Funahashi y Sano (2005), quienes afiadieron distintos
compuestos antioxidantes, entre ellos el GSH al diluyente de semen porcino y lo conservaron a
10°C, los resultados de estos autores comparados con los nuestros concuerdan en presentar un
mejor porcentaje de viabilidad y estado del acrosoma en presencia del antioxidante con respecto al
grupo control durante 7 dias conservacion; los resultados de estos autores nos ayuda a apoyar lo
comentado en los parrafos anteriores, donde el semen conservado sin ningun compuesto

antioxidante presenta una peor resistencia a la conservacion en refrigeracion.

Con base a lo mencionado anteriormente, se puede sugerir que el a-tocoferol podria ser
incorporado a la estructura de la membrana del espermatozoide, siendo esta, en la especie porcina
muy rica en lipidos, manteniendo asi por mas tiempo la integridad de las células espermaticas,
previniendo la disminucidon progresiva de la viabilidad observada en las condiciones de control, de
igual forma la utilizacion de GSH en conjunto con la enzima GPx combate los dafios producidos

por el estrés causado por la conservacion del semen (Gadea et al., 2005a; Satorre et al ., 2007).

Por lo tanto en nuestro trabajo la suplementacion de a-tocoferol y GSH (200uM y SmM
respectivamente) mejoro la calidad espermatica en cuanto a la integridad de la membrana, estado
del acrosoma y movilidad en espermatozoides porcinos durante su conservacion a 15°C, durante 7
dias, con respecto al grupo que no se tratdo con antioxidantes, siendo el grupo que contiene GSH el

que muestra mejor proteccion de los parametros de calidad espermatica.
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Johnson et al. (2000), establecen un minimo del 60% de movilidad para poder obtener una
fertilidad aceptable, siguiendo esta primicia podemos decir que el andlogo de la vitamina E y el
GSH, protegen las caracteristicas espermaticas que llevan a la conservacion de la movilidad en un
grado suficiente para poder esperar resultados aceptables en cuando a fertilidad, puesto que la
movilidad obtenida en nuestra experiencia para el dia 7 fue superior al 60% en el caso de los dos
antioxidantes, esto supone un buen avance si tenemos en cuenta que las dosis seminales tienen
como fecha de caducidad 5 dias, lo que significa que se podré enviar dosis a distancias mas lejanas

del centro de produccion sin que estas pierdan en exceso su calidad.

5.1.2 Efecto del Analogo de la Vitamina E y del Glutation Reducido sobre los parametros

cinéticos en semen refrigerado.

En el epigrafe anterior, mencionamos la importancia de la valoracion de los pardmetros de
calidad espermatica para la deteccion de subfertilidad de machos donantes de semen utilizados en
IA, dentro de dichos parametros, y en el campo de la conservacion espermatica, ya sea en
refrigeracion o congelado, la movilidad de los espermatozoides es el parametro mas utilizado para
medir su viabilidad. A nivel comercial, en los centros de inseminacién porcina se ha valorado la
movilidad de manera subjetiva, que es mucho menos precisa que la técnica asistida por los
programas computarizados disefiados para tal motivo, la practica de estas técnicas asistidas por
ordenador no se ha extendido en la practica comercial debido al alto coste del equipo empleado.

(Amann y Katz, 2004; Cremades et al., 2005; Soler et al., 2006; Tejerina et al., 2008).

El verdadero valor de los sistemas CASA se aprecia en el campo de la investigacion, tanto
sobre semen refrigerado como criopreservado, puesto que en ambos métodos de conservacion la
investigacion tiene como objetivo la constante disponibilidad en espacio y tiempo de calidad
espermatica que asegure su fertilidad, por lo que es de gran utilidad la informacion que los sistemas
computarizados proporcionan de los sutiles cambios presentes en la movilidad, patrones de

movimiento y otras variables cinéticas (Tejerina, 2007; 2008; Bernal, 2009).
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En nuestra experiencia hemos encontrado que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo control y vitamina E, en parametros como VCL, VAP, LIN y STR. Para
el caso del GSH, VCL, VSL, VAP, LIN y ALH, lo que demuestra segiun las diferencias
encontradas, que con la incorporacion de antioxidantes los espermatozoides manifiestan
movimientos mas rectos, pues el LIN es alto asi como la STR, ademés de presentar mas

desplazamiento y mayor rapidez.

Entre los antioxidantes las diferencias para el dia 5 se constataron en los parametros: LIN y
SRT. Para el dia 7: VCL, SRT y ALH, dicha diferencia a favor del grupo GSH, en el sentido de

presentar mejor movimiento.

Autores como De Ambrogi et al. (2006), evaluan dentro de otras cosas la evolucion de
parametros cinéticos como VSL, VCL y VAP en distintos diluyentes comerciales, encuentran que
los valores mas bajos se constatan en el diluyente MR-A (mismo diluyente utilizado por nosotros)
alcanzando los valores minimos de movilidad requeridos para la obtencion de una buena fertilidad,
segun Johnson et al. (2000), a las 48 horas en el caso de MR-A, y a las 72 horas en los demas
diluyentes empleados, De Ambrogi et al. (2006) sefialan que las unicas diferencias estadisticas se
presentan entre las razas empleadas, segin lo obtenido por estos autores, en diluyentes de larga
conservacion se comienza a apreciar un detrimento en los pardmetros cinéticos a partir del dia 4,
podemos decir que en nuestro trabajo, no hubo tal disminuciéon de la calidad de movimiento para
VCL, VSL y VAP, incluso con mas tiempo de conservacion, siendo asi, podemos sugerir que tal
fendmeno se debe a la accion de los antioxidantes, resultados que no coinciden con Estienne et al.
(2007), quienes igual que nosotros emplearon MR-A como diluyente durante 7 dias de
conservacion, estos autores obtuvieron los resultados mds altos para VCL, VSL y VAP con el
diluyente MR-A, por lo que tenemos que recordar que debido a los distintos programas
computarizados empleados, y ecuaciones utilizadas por dichos programas, los resultados son muy
distintos en cada experimentacion, por otro lado Ball y Vo (2001) adicionan compuestos
vitaminicos (a-tocoferol) al semen equino almacenado a 5°C, lo que se traduce en una VSL superior
en el grupo que contiene el antioxidante, resultados que concuerdan con lo observado en nuestra

experiencia.
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Por otra parte Tejerina et al. (2008), analizan un nuevo sistema de analisis seminal por
ordenador (QualiSperm®™) en comparacién con el sistema CASA convencional, en dicho
experimento se pone de manifiesto lo mencionado anteriormente, los multiples factores que
condicionan los resultados, puesto que cada uno de los sistemas computarizados empleados en la
experiencia de Tejerina et al. (2008), emplean distintas velocidades de captura, ademas de que
analizan un numero distinto de espermatozoides, si compramos los resultados obtenidos por
Tejerina et al. (2008) con los nuestros, los resultados de dichos autores para VCL, VSL y VAP se
muestran muy superiores, tal vez debido a la diferencia en el diluyente empleado, el tiempo de
conservacion, el equipo y sistema computarizado empleado para el analisis de dichos parametros, y

el tiempo de incubacion previos a la evaluacion.

Yeste et al. (2008) analizan el efecto de la adicion del acido hialurénico y cafeina, en
distintas concentraciones, al semen de verraco almacenado a 15°C durante 3 dias, sobre el
comportamiento de parametros cinéticos (VCL, VSL y VAP). A lo largo de la experiencia observan
que los valores para dichos parametros se mantuvieron en el mismo rango con respecto al grupo
control, los resultados de estos autores se muestran inferiores en comparacion a los nuestros. Se
conoce el efecto que el &cido hialurdnico tiene sobre la activacion y mantenimiento de la movilidad,
tanto en semen fresco como en semen criopreservado, en especies como la humana y la porcina
(Huszar et al., 1990, Sbracia et al., 1997; Pefia et al., 2004) y en el caso de la cafeina de igual modo
se conoce su efecto sobre el aumento de AMPc que incrementa la movilidad espermatica en
especies como la bovina y la porcina (Funahashi y Nagai, 2001; Coscioni et al., 2001; Tejerina,
2007). Mencionado lo anterior y en base a nuestros resultados podemos decir que la adicion de
antioxidantes (vitamina E y GSH) ya sea por su accidn a nivel de membrana protegiéndola de dafios
provocados por la accion de radicales libres durante la conservacion, o por su accion en conjunto
con ciertas enzimas, protegiendo igualmente la membrana, provocando un correcta funcion de las
mitocondrias (Yue et al., 2010), que son productoras de ATP, que es combustible principal de los

espermatozoides para generar la movilidad

Como hemos descrito anteriormente, el parametro cinético que presenta diferencias
significativas entre los grupos que contenian antioxidantes y el grupo control, en todos los dias del

experimento fue el concerniente a la VCL, que corresponde a la distancia total recorrida por el
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espermatozoide, lo que nos sugiere un aumento en el movimiento espermatico, atribuido al uso de
los antioxidantes, resultados que estdn en concordancia con Bernal (2009) quien observa el mismo
comportamiento al utilizar un compuesto vitaminico (B-caroteno) por via parenteral, dicho
parametro no carece de importancia, al atribuir muchos autores una correlacion entre la VCL y la
fertilidad de los eyaculados (Holt y North 1984; Holt et al., 1985; Liu et al., 1991; Marshburn et
al., 1992; De Geyter et al., 1998; Shibahara et al., 2004). En nuestro experimento los antioxidantes
mostraron un comportamiento similar entre ellos, en cuanto al mantenimiento y/o mejoramiento de
los parametros cinéticos, aunque el grupo que contenia GSH mostr6 levemente un mejor efecto que

el caso de la vitamina E.

Los resultados muestran en los grupos que contienen antioxidantes, que los
espermatozoides recorren mas distancia y se muestran mas vigorosos (alta VCL y VAP), ademas de
manifestar una progresividad mayor (alta VSL), pero muestran a lo largo de la experimentacion
trayectorias mas sinuosas (baja LIN y SRT y elevada ALH), en el resto de los parametros (WOB y
BCF) no se constatan diferencias importantes, resultados que concuerdan Tejerina (2007), en una de
sus subpoblaciones identificadas, de igual forma en concordancia con Bernal (2009), y puesto que
en los tres trabajos se ha empleado el mismo tiempo de incubacidn previa a la valoracion, nos hace
pensar que tal vez dicho tiempo (6 min.) no es suficiente para que los espermatozoides recuperen su
movilidad completamente. A pesar de ello, creemos que la adicion de antioxidantes al diluyente
utilizado en la preparacion de las dosis comerciales destinadas a la IA en la especie porcina, podria
mejorar los parametros cinéticos del espermatozoide, lo que se puede traducir en mejores resultados

de produccion.
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5.1.3 Efecto del Analogo de la Vitamina E y del Glutation Reducido sobre la peroxidacion

lipidica en semen refrigerado.

Dado que la produccion de radicales libres se lleva a cabo durante el metabolismo normal
de las células (Halliwell, 1994), la eliminacion total de la PL es un objetivo imposible y una serie de
efectos negativos irreversibles en las funciones de los espermatozoides tienen que ser aceptados
cuando se les somete a un periodo de conservacion (Hammerstedt, 1993). Aunque la produccion
excesiva de radicales libres son especialmente perjudiciales para los espermatozoides, existe
evidencia que sugiere que niveles bajos de ROS estan implicados en el control fisioldgico de una
serie de funciones como hiperactivacion espermatica, capacitacion y reaccion acrosomal en los
espermatozoides de los mamiferos (Aitken, 1995; De Lamirande et al., 1997; O’Flaherty et al.,
1997).

Esta PL origina especies reactivas de oxigeno, las cuales incluyen iones de oxigeno,
radicales libres y peroxidos tanto inorgénicos como organicos. Son generalmente moléculas muy
pequefias altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no
apareada. Estas especies se forman de manera natural como subproducto del metabolismo normal
del oxigeno y tienen un importante papel en la sefializacion celular. Sin embargo, bajo determinadas
circunstancias pueden incrementarse, lo cual puede producir dafios significativos en las estructuras
celulares. Las especies reactivas dafian la membrana celular y producen en el ADN la ruptura de las
cadenas simples; ademas los radicales libres reaccionan con los acidos grasos polinsaturados, los

nucleotidos y las proteinas intracelulares, causando dafio a los tejidos (Chew, 1996).

Teniendo en cuenta lo comentado y en vista de nuestros resultados podemos decir que la
adicion de a-tocoferol en el diluyente de almacenamiento previene el deterioro de los parametros de
calidad del semen, y en consecuencia proteccion contra la PL. que acarrea una mejor resistencia en
la viabilidad de las células espermadticas conservadas hasta 7 dias a 15°C, pues se constata una
diferencia estadisticamente significativa cuando se afiade los antioxidantes empleados en
comparacion con el grupo control, resultados que concuerdan con los obtenidos por Cerolini et
al.(2000), quienes emplean a-tocoferol en el diluyente de conservacion en semen de verraco,
observando una clara respuesta favorable del antioxidante en contra de PL, y como consecuencia, se

puede esperar un aumento de la capacidad fecundante del semen almacenado en refrigeracion.
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De igual forma en semen de gallo, Surai et al. (1997a;b) observan que tras inducir PL in
vitro, la adicion de o-tocoferol evita la pérdida de la fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y
fosfolipidos de acidos grasos poliinsaturados presentes en la membrana de los espermatozoides, que
como hemos mencionado anteriormente, en blanco de los ROS provocando en dafios irreversibles.
Ademas de los estudios con otras especies, el alcance y la forma del efecto protector de a-tocoferol,
u otros antioxidantes, muestran variaciones distintas (Pursel, 1979; Watson y Anderson, 1983;
Aitken et al., 1989; Blesbois et al., 1993; Griveau y Lannou Le, 1994; Donoghue y Donoghue,
1997).

Los mecanismos por los cuales las especies reactivas de oxigeno alteran el correcto
funcionamiento de la célula espermatica, son diversos: se sabe que uno de ellos es la PL de los
acidos grasos poliinsaturados presentes en la membrana plasmatica de espermatozoides (Aitken y
Fisher, 1994), y puesto que en la especie porcina hay una gran presencia de ellos, esta especie es
particularmente sensible a dicho dafo. Este proceso juega un papel importante en la fisiopatologia
de la infertilidad masculina (Aitken et al., 1993b). Los ROS aumentan la fragmentacion del ADN
(Lopes et al., 1998), provocan modificaciones en el citoesqueleto (Hindshaw et al, 1986), afectan el
desarrollo del axonema (De Lamirande y Gagnon, 1992), e inhiben la fusion del espermatozoide
con el ovocito (Aitken et al., 1993a). Debido a estos factores adversos provocados por un
desequilibrio en la condicion pro/antioxidante, es necesaria la adicion de compuestos que mitiguen

tal dafio, y de esta manera mejorar la calidad de las dosis seminales empleadas en la TA.

Como se hace patente en el trabajo realizado por Bucak et al. (2007), quienes utilizan
compuestos para disminuir los dafios provocados por los ROS en el semen de morueco, entre ellos
el GSH, mostrando tener una efecto positivo en la proteccion contra dichos dafios, aunque no fue el
compuesto que mejor respondid en el experimento de estos autores, pudiendo esto, ser debido a la
temperatura empleada en la conservacion, o como hemos mencionado en epigrafes anteriores, a la
composicion del diluyente utilizado, o a la prueba empleada en la valoracion, comparando los
resultados de Bucak et al. (2007), con nuestro trabajo, en el que el GSH presenta valores inferiores
en cuanto a presencia de PL, aunque no suficientes para constatar una diferencia estadistica en
comparacion al grupo de la vitamina E, aunque debemos resaltar que los valores de PL en el grupo

GSH fueron los mas bajos en toda la experimentacion, por lo tanto podemos decir que segun
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nuestra experiencia el uso de GSH y vitamina E, es una excelente opcion en el intento de mantener
y prolongar la calidad espermatica en las dosis seminales porcinas conservadas durante 7 dias.
Conclusiones que coinciden con Michael et al., (2009) quienes observan que el semen canino
afiadido con distintos compuestos antioxidantes, entre ellos vitamina E, presentan una menor
cantidad de ROS en comparacion al grupo que no contiene ningin antioxidante, ademas de
presentar una mejor calidad espermatica en los demas paradmetros de la misma forma que ocurre en

nuestro trabajo.

El efecto protector de los compuestos antioxidantes que hemos empleado en nuestra
experiencia, han funcionado favorablemente debido probablemente a que provocan estabilizacion
de los lipidos y evitan el dafio a las mitocondrias pues evita la propagacion de los ROS, por otro
lado el GSH en interaccion con la GPx y a través de una reaccion de reduccion, convierte los ROS
en sustancias inocuas para los espermatozoides. Dicha proteccion se ha constatado en diversos
trabajos, en la especie equina (Aurich et al., 1997; Baumber et al., 2000), en semen de conejo
(Alvarez y Storey, 1983) y de otros compuestos protectores en semen de morueco (Maxwell y

Stojanov, 1996).

En cuanto a la utilizacion de compuestos antioxidantes con la intencion de aumentar la vida util
de las dosis seminales en la especie porcina, ha sido muy poco estudiada, aun asi, y en base a
nuestros resultados y a la discusion que sea ha hecho de ¢l en los parrafos anteriores, podemos
decir, que en la industria porcina puede ser una acertada accion la utilizacion de compuestos
antioxidantes en su linea de produccion, para mejorar y mantener la calidad de las dosis seminales

por mas tiempo.
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5.2 EXPERIMENTO 2. CONTROL DE LA PEROXIDACION LIPIDICA DEL SEMEN
CRIOPRESERVADO DE VERRACO MEDIANTE ANTIOXIDANTES (a-Tocoferol
/Glutatién reducido), Y SU REPERCUSION SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA.

5.2.1 Efecto del Analogo de la Vitamina E y del Glutation Reducido sobre la integridad de la

membrana, estado del acrosoma y movilidad en semen criopreservado.

En los ultimos afos, nuevos sistemas para envasar las dosis espermaticas (Eriksson y
Rodriguez-Martinez, 2000); la optimizacion del protocolo de criopreservacion (Carvajal et al.,
2004) y la necesidad de complementar los diluyentes con antioxidantes (Roca et al., 2004; 2005)
han repercutido positivamente en mejorar la calidad espermética posdescongelacion; sin embargo,

sigue siendo un objetivo mejorar los rendimientos productivos del semen criopreservado.

Los parametros de calidad espermatica en general, tras el proceso de criopreservacion sufren
una disminucién, que resulta en un porcentaje de concepcion baja tras el uso de espermatozoides

criopreservados para inseminacion artificial.

La alta sensibilidad de los espermatozoides de verraco frente a los descensos bruscos de
temperatura, queda patente por la pérdida de viabilidad que sufren, que responde a los cambios que
el proceso de criopreservacion causa en estructuras celulares, como son la membrana plasmatica,
acrosomal o mitocondrial, causando una disminucién en la capacidad selectiva de la membrana, lo
que provoca dentro de otras cosas, disminucion en la capacidad respiratoria y por la tanto en la
generacion de energia (Watson, 1981; Watson y Plummer, 1985; De Leeuw et al., 1990b;
Gonzalez-Urdiales, 2010), lo que se manifiesta principalmente en la reduccién del movimiento

espermatico.

Con el fin de combatir a los ROS que representan una causa del dafio a la celula durante el
proceso de conservacion, y reducir su accion dafiina en condiciones fisioldgicas normales, un
complejo sistema antioxidante estd presente en los espermatozoides y plasma seminal. En semen de
verraco, la suplementacion de vitamina E protege la viabilidad en los espermatozoides y fue capaz

de inhibir la PL (Brzezinska-Slebodzinska et al., 1995; Cerolini et al., 2000).
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En el proceso de criopreservacion del semen, la suplementacion de antioxidantes ha
demostrado ejercer un efecto positivo sobre la movilidad, el potencial de la membrana mitocondrial
y la integridad de la membrana plasmatica (Pefia et al., 2003; 2004). En nuestro trabajo la adicién
de compuestos antioxidantes (vitamina E y GSH), en el proceso de congelacion de semen de
verraco, muestra tener una influencia positiva sobre el mantenimiento de la integridad de la
membrana y estado del acrosoma reflejandose en la diferencia estadistista encontrada (p<0.001), no
siendo asi en el caso del porcentaje de movilidad, donde no se constata ninguna diferencia entre los
antioxidantes con respecto al grupo control, aunque la tendencia de los resultados muestran menor

presencia de PL en los grupos adicionados con antoxidantes.

A lo largo de la incubacion realizada poscongelacion (0-4 horas a 37°C) se aprecia una
diferencia estadistica altamente significativa (p<0.001) entre GSH y el control en todas las
mediciones realizadas, en el caso de la vitamina E, los inicos momentos en que no se constata
diferencia alguna fue en la hora 0 y a la hora 1 en la prueba de integridad de la membrana, y como
se menciona en el parrafo anterior, en el caso de la movilidad no se aprecia ninguna diferencia

estadisticamente significativa entre los dos antioxidantes testados.

Si comparamos estos resultados con los que obtienen Yeon-Ji et al. (2009), quienes valoran
el efecto de la suplementacion de vitamina E, en distintas concentraciones, durante el proceso de
criopreservacion de semen de verraco sobre las caracteristicas espermaticas, se aprecia una
concordancia con nuestros resultados, pues dichos autores obtienen los valores mas altos para la
movilidad total en el grupo que emplea la misma concentraciéon que nosotros (200uM). De igual
forma, en el caso de la valoracion de la integridad de la membrana y del estado del acrosoma,
aunque no presenta los mejores resultados, estos se encuentran por encima del grupo control;
debemos hacer la aclaracion que aunque no obtuvimos diferencia significativa en los valores de
movilidad en el caso de los grupos que contenian antioxidantes, los valores de dicho parametro se
mostraron por encima del grupo control. En nuestra experiencia se han obtenido valores superiores
en relacion a los autores mencionados, aun cuando nosotros hemos realizado una incubacion mas
prolongada que Yeon-Ji et al. (2009), dichas diferencias pueden ser debidas a la metodologia
empleada para la valoracién de cada una de las pruebas (Tejerina, 2007), a pesar de ello se hace
patente el poder protector de los antioxidantes en el proceso de criopreservacion, y en nuestro

estudio particularmente el poder protector del GSH en comparacién con la vitamina E.
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De igual forma, Satorre et al. (2007) incluyen a-tocoferol en el diluyente de congelacion de
semen porcino, obtienen los mejores resultados posdescongelacion en presencia del antioxidante,
de la misma manera se puede apreciar en el trabajo de Breininger et al. (2005), quienes también
emplean un analogo de la vitamina E, a pesar de que en los trabajos citados anteriormente constatan
una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en cuanto a movilidad a favor del
antioxidante, en nuestro caso no lo hemos detectado, tal vez debido a diferencias como la raza del
verraco y las pruebas de valoracidon; cabe mencionar en este punto, que a pesar de no constatar
ninguna diferencia estadistica en cuanto a porcentaje de movilidad, en los demas pardmetros como
vitalidad y estado del acrosoma si existe (p<0.001), de la misma forma que demostraran Satorre et
al. (2007) y Breininger et al. (2005). Existen reportes contradictorios respecto a los efectos de la
suplementacion de antioxidantes sobre la movilidad en semen liquido y descongelado como se

observa en Askari et al. (1994) y de igual forma en la especie humana en Donnelly et al. (1999).

Comparando nuestros resultados con Pefia et al. (2003), quienes emplean el mismo analogo
de a-tocoferol y valoran el efecto de dicho antioxidante sobre la movilidad y el potencial de la
membrana mitocondrial; podemos decir, que dichos resultados concuerdan con los nuestros al
mostrar una mejor calidad espermatica posdescongelacion en presencia del analogo de la vitamina
E; también creemos importante decir que Pefia et al. (2003) obtienen los mejores resultados cuando
emplean la misma concentracion de vitamina E que nosotros (200uM), dichos resultados se
constatan si los comparamos con Pefia et al. (2004), quienes ademas de probar el efecto positivo
del a-tocoferol en la criopreservacion del semen porcino y obtener mejores resultados en presencia
de dicho compuesto, sugieren que la efectividad de la proteccion de la vitamina E depende de la

porcion del eyaculado en la que se suplemente.

Por otra parte, el proceso de congelacion del semen esta asociado con una reduccion en la
concentracion de GSH en la especie porcina (Gadea et al., 2004), bovina (Bilodeau et al., 2000) y
en semen humano (Molla et al., 2004). Teniendo en cuenta que el GSH es el principal compuesto
antioxidante no enzimatico, esto supone un desequilibrio en la acciéon de regulacion del dafio

oxidativo.

Gadea et al. (2004), cuantifican la diminuciéon de GSH en el proceso de congelacion de

semen de verraco, encuentran que con respecto al semen fresco, el semen descongelado cuenta con
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un 32% menos de dicho compuesto, dicha disminucion puede ser una causa por las cuales el semen
porcino criopreservado presenta menos supervivencia que el semen fresco, de igual forma estos
autores evaluan el efecto de la adicion de GSH en el diluyente de congelacion y descongelacion, en
la misma concentracion empleada en nuestro trabajo (5SmM), constatan un efecto beneficioso sobre
los parametros de calidad espermatica solo cuando se afiade el antioxidante al diluyente de
descongelacion, no apreciandose cuando se anade en el diluyente de congelacion, dichos resultados
no coinciden con los obtenidos por nosotros, pues constatamos un efecto positivo en cuanto a la
proteccion de la membrana plasmatica y el estado del acrosoma del GSH afadido en el diluyente de
congelacion, aunque se ha comprobado por Gadea et al. (2005b) que la adicion de GSH en el
diluyente de congelacion, muestra un mejoramiento en cuanto a la calidad de pardmetros como la
movilidad, integridad de membrana y estado del acrosoma, dichas contradicciones, pueden ser

debidas a la metodologia empleada en la valoracion de dichos parametros.

Los autores mencionados en el parrafo anterior también han sefialado resultados
contradictorios entre sus propios trabajos, en cuanto a cual concentracion de GSH tiene mejor
efecto en la proteccion del espermatozoide en el proceso de congelacion de semen, pues Gadea et
al. (2005a) atribuyen los mejores resultados a una concentracion de 5SmM, y Gadea et al. (2005b)
afirman que se obtienen mejores resultados con ImM de GSH. Comentado lo anterior es evidente
que es necesario un mayor trabajo en la investigacion del proceso por el cual el GSH ejerce su
funcién protectora, para de esta manera poder actuar en consecuencia y obtener el méaximo

rendimiento de dicho compuesto.

Los resultados anteriores, indican que los antioxidantes utilizados en esta experiencia juegan
un papel importante en la proteccion de la calidad espermdtica durante la congelacion y
descongelacion del semen porcino, en el caso del analogo del a-tocoferol en nuestro trabajo, que
concuerda con Yeon-Ji et al. (2009), quienes constatan los mejores resultados de este antioxidante
en una dosis de 200uM, de la misma forma que Pefia et al. (2003); mencionan estos autores que la
capacidad que tiene la vitamina E de romper los enlaces provocados entre los ROS y los éacidos
grasos poliinsaturados de la cadena de lipidos de la membrana, hacen de este compuesto un
elemento muy importante en la conservacion de la calidad del semen en el proceso de conservacion
(Yeon-Ji et al., 2009). Por otro lado, y debido a nuestros resultados en relacion a la movilidad,

debemos mencionar que, existen trabajos contradictorios con respecto al efecto de los antioxidantes
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sobre dicho pardmetro, tanto en semen fresco como descongelado en varias especies incluida la
humana (Askari et al., 1994; Aurich et al., 1997; Donnelly et al., 1999; Maxwell y Stojanov, 1996;
Upreti et al., 1997).

Las contradicciones en los resultados mencionadas anteriormente se pueden deber a la
fraccion del eyaculado empleada por los distintos autores, pues como menciona Pefa et al. (2003),
la composicién de las distintas fracciones del eyaculado, y la sensibilidad de los espermatozoides a
dichas fracciones puede condicionar el efecto de los antioxidantes afiadidos. Por lo tanto, es
necesario seguir investigando el efecto de los antioxidantes sobre los parametros de calidad del
semen congelado de verraco, y estandarizar un protocolo de adicion de dichos compuestos, para que

se pueda incorporar de manera satisfactoria a la biotecnologia de la IA.

Los dos tipos distintos de antioxidantes empleados en este experiencia, ambos muestran un
efecto positivo sobre la calidad espermatica y presencia de PL con respecto al grupo control, aunque
el grupo que presenta y consideramos que tiene los mejores resultados es el grupo que contiene

GSH, pues a lo largo de la experiencia presenta mejores valores en las diversas pruebas realizadas.
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5.2.2 Efecto del Analogo de la Vitamina E y del Glutation Reducido sobre los parametros

cinéticos en semen descongelado.

Como mencionamos en epigrafes anteriores, el valor real de los programas computarizados
que valoran los pardmetros cinéticos de los espermatozoides, se aprecia en el campo de la
investigacion, pues el continuo trabajo que se realiza para conseguir que los espermatozoides
resistan mejor el proceso de criopreservacion, necesita de técnicas que sean capaces de detectar

cambios en los patrones de movimiento que no son perceptibles por el ojo humano.

Un ejemplo claro de lo mencionado en el parrafo anterior lo vemos plasmado en nuestros
resultados, pues mientras no obtenemos diferencias significativas en cuanto a movilidad total, entre
ninguno de los grupos analizados, si que las hubo en pardmetros cinéticos analizados con un
programa CASA. En los resultados para la hora 0, se constatan diferencias significativas en todos
los parametros a excepcion de WOB y BCF, el caso de la valoracion realizada en la hora 1 se
constatan diferencias para VCL, VSL, VAP, ALH y BCF, en la hora 2 no se constata ninguna
diferencia significativa entre ningiin grupo, a las 3 horas posdescongelacion solo se aprecia una
diferencia significativa para WOB en el grupo que contiene la vitamina E, y para la hora 4 se
encuentran diferencias significativas en los parametros VCL, VSL, VAP, WOB y ALH, todas las
diferencias significativas se presentan en el grupo que contiene GSH a excepcion de la hora 3, que
como se ha sefialado, en ese momento la tnica diferencia se constatd en el grupo de la vitamina E.
Estos resultados muestran que el GSH claramente y aunque a nivel de porcentaje de movilidad no
se aprecian diferencias, el efecto que ejerce dicho compuesto se ve reflejado en los parametros
cinéticos, que reflejan la movilidad individual y progresiva que presentan los espermatozoides,

evaluada de manera objetiva.

Segun nuestros resultados al momento de la descongelacion (hora 0) los espermatozoides en
nuestro experimento muestran recorrer mas distancia por unidad de tiempo (alta VCL y VSL), de
igual forma se manifiestan mas vigorosos (alta VAP), ademas de presentar una trayectoria mas recta
(alta LIN y SRT), aunque presentan un alta ALH que significa un movimiento sinuoso, todas estas
diferencias encontradas en la hora 0 solo se apreciaron en el grupo que contenia GSH con respecto a

los demas.
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El comportamiento de los espermatozoides en la hora 1 se mantiene de manera similar,
aunque se pierde la deferencia significativa en cuanto a la rectitud del desplazamiento, pero si se
aprecia en la distancia recorrida y en la vigorosidad (alta VCL, VSL y VAP) pues en este momento
de la valoracion se constata una diferencia significativa en BFC (alta) que significa mayor vigor de
los espermatozoides, en este caso particular la diferencia se constata en los dos grupos que
contenian antioxidantes con respecto al grupo control, aunque el mejor comportamiento una vez
mas se aprecio en el grupo de GSH. Para el caso de la hora 2 del analisis no se aprecia ninguna
diferencia, a las 3 horas de incubacion solo se aprecia una sola diferencia significativa en el grupo
de la vitamina E para el pardmetro WOB lo que indica una trayectoria circular de los
espermatozoides, finalmente en la hora 4 de la prueba el grupo que presenta diferencias
significativas fue el que contiene GSH, y se constata que los espermatozoides en este momento del
analisis manifestaron tener una mayor desplazamiento y vigorosidad (alta VCL, VSL y VAP)
aunque también presentaron un desplazamiento circular y sinuoso (alta WOB y ALH) posiblemente
debido a que la incubacion (6 min.) a 37°C no es suficiente para que la celula recupere totalmente

su movimiento.

Flores et al. (2009), quienes aunque no emplean ningiin compuesto antioxidante, si emplean
el mismo sistema CASA y el mismo tipo de diluyente utilizado en nuestra experiencia, dichos
autores pretenden valorar el grado de resistencia de los espermatozoides porcinos al proceso de
congelacion. Muestran en sus resultados que los espermatozoides descongelados sufren, en cuanto a
movilidad total, una disminucion muy similar a la observada por nosotros, dichos autores constatan
diferencias significativas en los parametros VCL, VAP, STR y WOB que indican que los
espermatozoides presentan movimientos no progresivos, aunque con cierta vigorosidad al tener una
alta VAP. Si compramos estos resultados con los nuestros podrian parecer muy similares, aunque
tal vez la diferencia mas interesante es que nosotros constatamos un diferencia en cuanto a VSL y
LIN (mas elevadas), lo cual indica una mayor ganancia neta de espacio y un desplazamiento mas
recto, e implica un mejor movimiento progresivo de los espermatozoides, dichas diferencias pueden
ser atribuidas a la proteccion de los antioxidantes, que en el caso de nuestro experimento se puede
atribuir a GSH, dicha proteccion se aprecia en tres de las 5 valoraciones realizadas por nosotros

durante la incubacion de los espermatozoides posdescongelacion.
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Por otra parte Casas et al. (2009), sefialan valores muy similares a los obtenidos por nosotros
en el mismo tiempo de incubacion (4 horas) posdescongelacion, para los pardmetros cinéticos
valorados, debemos tener en cuenta que ellos no utilizan ningin compuesto antioxidante en su
experimentacion, y aun asi obtienen valores similares a los nuestros en los grupos afiadidos con
antioxidantes, tal vez esto debido a las caracteristicas del experimento, aunque creemos que la
comparacion entre dichos trabajos es interesante, desde el punto de vista de la necesidad de seguir
experimentando con la utilizacion de compuestos que amortigiien el dafio provocado por el proceso
de congelacion a las células espermaticas, probar nuevas concentraciones y combinaciones de

dichos compuestos.

Pefia et al. (2003), anaden el mismo analogo de la vitamina E que el empleado en nuestro
trabajo, dichos autores obtienen en sus resultados, un desplazamiento mas recto, en comparacion a
su grupo control con el que contenia antioxidante a las 2 horas posincubacion, comparando estos
resultados con los nuestros y aunque especificamente en ese momento de valoracién nosotros no
constatamos ninguna diferencia, si la encntramos en el resto de la incubacion. Podemos decir igual
que Gadea et al. (2004), quien usa GSH en distintas concentraciones, una de ellas la misma que en
nuestro trabajo, que con la adicion de antioxidantes al diluyente en el proceso de congelacion se
puede ayudar a mantener la movilidad espermatica (Lindemann et al., 1989; Bilodeau et al., 2000,
Foote et al., 2002; Funahashi y Sano, 2005). Aunque debemos mencionar que segiin Gadea et al.
(2005a), el mejor momento de adicion del GSH es en el diluyente de descongelacion, resultados que
discrepan de los nuestros, pero sin embargo concuerdan con un trabajo realizado por los mismo
autores mencionados ese mismo afio (Gadea et al., 2005b), donde los mejores resultados se

obtienen anadiendo el GSH en el diluyente de congelacion.

Es muy claro, en base a los resultados obtenidos en nuestra experiencia, que la valoracion
subjetiva de la movilidad, no es un indicador fiable de la calidad espermatica posdescongelacion
(Verstegen et al., 2002), programas computarizados como los sistemas CASA nos permiten valorar
de manera objetiva diferentes caracteristicas presentes en el movimiento de los espermatozoides,

ademas de poder medir otras parametros espermaticos (Pena et al., 2003).
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Como se ha mencionado anteriormente en la revision bibliografica el proceso de
congelacion causa un desequilibrio en el intercambio de iones entre el medio intra y extra celular,

lo que altera de manera severa aspectos del metabolismo celular.

Una de esas alteraciones se causa al metabolismo energético, produciéndose una menor
incorporacion de fructosa y de oxigeno, acompafiados de una caida importante en los niveles de
ATP (White, 1993), como consecuencia de un funcionamiento deficiente de las mitocondrias, ya
sea por la las lesiones a nivel de la membrana mitocondrial, o por la falta del equilibrio i6nico
indispensable para el correcto funcionamiento de esta estructura celular, por lo tanto una deficiencia
en la correcta funcionalidad de las mitocondrias va a tener como consecuencia una paulatina

disminucion en el movimiento espermatico, que culminara con el total cese de movimiento.

En el caso de las alteraciones del acrosoma, pueden ser provocadas de igual forma que en el
caso de la movilidad, por el mal funcionamiento del plasmalema, por lo tanto una deficiencia en la
funcidn selectiva de la membrana causa un aumento en la concentracion de calcio intracelular que
ocurre durante el enfriamiento, ya que estimula procesos dependientes de €1, como la capacitacion
espermatica y la posterior reaccion acrosomal (Yanagimachi, 1994, Gonzalez-Urdiales, 2010),
hecho que se ha comprobado al inducir la reaccién acrosomica mediante el empleo de ionoforos de

Ca®" (Januskauskas et al., 2000).

Las alteraciones antes mencionadas son de gran importancia puesto que sin el correcto
funcionamiento de la membrana acrosomal la fecundacion no es posible, de igual forma sin la
existencia de movimiento por parte de los espermatozoides, el encuentro y fusion con el ovocito no
se llevara a cabo. Por lo tanto, las diferencias encontradas en este trabajo a favor de los grupos que
contenian Vitamina E y GSH, se pueden atribuir a la proteccion que ejercen contra los ROS, que
causan un desequilibrio en la estructura del plasmalema como consecuencia de la PL, y que
provocan una reaccion en cadena que tiene como consecuencia la perdida de la funciones de la

célula y finalmente su muerte.
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5.2.3 Efecto del Analogo de la Vitamina E y del Glutation Reducido sobre la Peroxidacion

Lipidica en semen criopreservado.

En el presente estudio la adicion de antioxidantes durante el proceso de congelacion del
semen porcino muestra ejercer un efecto positivo en los pardmetros espermaticos, ademas de

disminuir la presencia de PL en el semen.

Uno de los efectos deletéreos del proceso de criopreservacion es la generacion de ROS
(Alvarez y Storey, 1992; O Flaherty et al., 1997; Chatterjee et al., 2001), se ha demostrado que en
la especie bovina la presencia de a-tocoferol en el diluyente de congelacion disminuye los niveles
de PL (Dalvit et al., 2005). Otros autores han empleado otros compuestos con la intencion de
proteger al espermatozoide en el proceso de congelacion, y por lo tanto conseguir mejores indices
de fertilidad, Roca et al. (2004) emplean un antioxidante sintético en semen de verraco, dichos
autores encuentran que en presencia del antioxidante el MDA presente disminuye, Saridzkan et al.
(2009), utilizan compuestos como cisteina y taurina, estudian su efecto sobre el estrés oxidativo en
semen de toro, constatando que en el caso de la taurina no se aprecia ningin efecto positivo en el
semen bovino, como lo mencionara también Bucak y Uysal, (2008), aunque contradicen a lo
aportado por Atessahin et al. (2008), quienes mencionan que la presencia de taurina en el proceso

de congelacion de semen de morueco disminuye la concentracion de MDA.

Bucak et al. (2008), valoran en semen descongelado de morueco, la presencia de MDA
como indicador de los niveles de PL, en dicho trabajo emplean antioxidantes, dentro de los cuales
se encuentra el GSH, dichos autores constatan que la adicion de GSH no condujo a una disminucion
de los niveles de PL, ademas no observan una disminucion significativa de la movilidad provocada
por los niveles de PL, lo que les hace pensar que la PL no es al parecer un factor importante ¢
influyente en la supervivencia espermatica durante el proceso de criopreservacion, resultados que
contrastan con los de Baumber et al., (2000), que han demostrado una marcada disminucion en la
movilidad espermadtica asociada a los ROS en la especie equina, también en contradiccion con
estudios realizados en humanos y ratones donde el deterioro del movimiento de los espermatozoides
se observa cuando se realiza una incubacion en presencia de ROS (De Lamirande y Gagnon, 1992;
Baiardi et al., 1997); de igual forma no concuerdan los resultados de Bucak et al. (2008), con los

nuestros puesto que constatamos que en presencia de GSH los niveles de PL se mantuvieron
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significativamente por debajo de los observados en el grupo control, asimismo en la especie porcina
Gadea et al. (2005a), sefalan que en la presencia de GSH, los espermatozoides presentan una
tendencia a mejorar la calidad espermatica con respecto al grupo que no contiene antioxidante. Las
diferencias entre los experimentos mencionados pueden deberse a la especie y a la metodologia de
valoracion de la PL, pues debemos recordar que los espermatozoides en la especie porcina poseen
la peculiaridad de contar con una gran cantidad de AGP en su membrana plasmatica, caracteristica

que les hace especialmente sensible al proceso de congelacion y al ataque de los ROS.

Gadea et al. (2004) indican en su trabajo que se aprecia una disminucion en el contenido de
GSH observado en los espermatozoides de verraco y se observa también una tendencia a aumentar
su capacidad fecundante tras la adicion de GSH al diluyente de congelacion. Una relacion entre el
contenido de GSH en el esperma y en el plasma seminal e infertilidad ha sido previamente
investigada en semen humano (Ochsendorf et al., 1998; Raijmakers et al., 2003), también entre el
contenido de GSH en el esperma y su habilidad para penetrar el moco cervical en la especie bovina

(Ochsendorf et al., 1998).

Por otra parte Yue et al. (2010), concluyen en su trabajo que la suplementacion con vitamina
E puede mejorar la calidad seminal y aumentar la resistencia antioxidante de las mitocondrias en la
especie ovina. Breininger et al. (2005) emplean un analogo de la vitamina E en semen porcino
afiadido al diluyente de congelacion, encontrando dichos autores que la adicion del antioxidante se
traduce en una proteccion en contra de PL, lo que significa encontrar una mejor calidad espermatica
en los espermatozoides descongelados, los resultados de estos autores apoyan los obtenidos por
nosotros, puesto que en nuestra experiencia tras la adicion del analogo de la vitamina E al diluyente
de congelacion no se constata diferencia significativa en la disminucion de PL, en comparacién al
grupo control, aunque si se aprecian valores inferiores en cuanto a presencia de MDA, lo que indica
la tendencia de la vitamina E a disminuir la PL; dicha comparacion, nos indica la necesidad de
emplear distintas concentraciones de antioxidante para estudiar su efecto protector en el proceso de
congelacion, pues como hemos reflejado en nuestros resultados la presencia de antioxidantes en el
diluyente de congelacion muestra tener un efecto positivo sobre los parametros espermaticos, como

la integridad de la membrana y estado del acrosoma.
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Yeon-Ji et al. (2009), mencionan que los antioxidantes pueden proteger contra los efectos de
los ROS, especificamente la vitamina E, compuesto empleado por dichos autores en su trabajo, el a-
tocoferol puede romper los enlaces covalentes que forman los ROS con los 4cidos grasos presentes
en la cadena lipidica, ademéas de ser uno de los principales protectores de la membrana contra los
ROS y PL. Aunque como hemos mencionado en el parrafo anterior en nuestra experiencia la
utilizacion de un analogo de la vitamina E no presenta diferencia estadisticamente significativa en
cuanto a la proteccion contra la PL; sin embargo, si que se constata dicha diferencia estadistica
cuando empleamos GSH en el proceso de criopreservacion. Ademas de la proteccion contra la PL
de los antioxidantes durante la criopreservacion, ofrece en efecto positivo sobre la movilidad,
potencial de resistencia de la membrana mitocondrial, ¢ integridad de la membrana (Pefia et al.,

2003; 2004).

Yeon-Ji et al. (2009) concluyen en su trabajo, que la suplementacion de a-tocoferol en el
diluyente de congelacion se traduce en un efecto positivo sobre la supervivencia de los
espermatozoides descongelados, ademads de proteger a la celula contra la apoptosis ya que el empleo
de antioxidantes reduce la expresion de los genes apoptdticos por disminuir la fragmentacion del

ADN.

A lo largo de nuestra experiencia, y como se ha discutido anteriormente, el uso de
antioxidantes ha reflejado tener un efecto positivo sobre los pardmetros de calidad, como son la
integridad de la membrana, el estado del acrosoma y la movilidad, aunque en la movilidad total no
se aprecia diferencia significativa, si que la hay en cuanto a parametros cinéticos que denotan
movimiento progresivo y fuerza en los espermatozoides como son VSL y VAP (Tejerina, 2007).
Por lo tanto, creemos que la utilizacion de antioxidantes en el proceso de congelacion del semen
porcino es una buena opcidn para mitigar los dafios producidos por dicho proceso a las células

espermaticas.

De igual forma, basandonos en los resultados de nuestra experiencia podemos decir que los
dos compuestos empleados (andlogo de vitamina E y GSH), muestran tener una capacidad
protectora sobre la viabilidad de los espermatozoides descongelados, en cuanto a la proteccion

contra los ROS principales causantes de la PL, hemos encontrado que solo el GSH protege de
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manera mas eficiente los parametros de calidad seminal asi como también protege mejor a las celula

espermaticas contra la PL.
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Teniendo en cuenta el planteamiento y el desarrollo experimental que se ha seguido en este
trabajo de investigacion, y una vez analizado los resultados obtenidos, podemos formular las

siguientes conclusiones.

PRIMERA: En el semen refrigerado a 15° C de verraco se aprecia una disminucion, altamente
significativa desde el punto de vista estadistico (p < 0,001), tanto en el dia 5 como en el dia 7 de su
conservacion de la peroxidacion lipidica de la membrana espermatica, cuando se afiaden de forma
independiente dos antioxidantes no enzimaticos (andlogo de a-tocoferol -200 uM-, o glutation

reducido -5 mM-) al diluyente empleado en la elaboracion de las dosis seminales.

SEGUNDA: En el caso del semen criopreservado, solamente el glutation reducido anadido al
diluyente de refrigeracion, produce una disminucion estadisticamente con una alta significacion en
el control de la peroxidacion lipidica, tras someter a las dosis seminales a un test de

termorresistencia de cuatro horas de duracion una vez que se realiza la descongelacion.

TERCERA: Tanto en el semen refrigerado como criopreservado la adicion de ambos antioxidantes
testados producen un incremento, estadisticamente con una alta significacion, de la integridad de
membrana (porcentaje de espermatozoides vivos 0 vitalidad) con respecto al control. Ademas, en el
semen criopreservado, se aprecia también que el efecto protector del glutation reducido es superior,
y con caracter desde el punto de vista estadistico altamente significativo, con respecto al a-tocoferol

al final del test de termorresistencia.

CUARTA: En cuanto a la integridad del acrosoma, ambos antioxidantes producen un efecto
protector, siendo altamente significativo estadisticamente, en el caso del semen refrigerado, tanto
en el dia quinto como en el séptimo de la conservacion a 15°C. De igual forma, en el semen
criopreservado ambos antioxidantes mejoran la integridad de membrana con respecto al control,
pero solamente el glutation reducido lo hace con caracter estadisticamente significativo en todas las

horas del test de termorresistencia, mientras que el a-tocoferol solamente en las tres Gltimas.

QUINTA: Los antioxidantes incrementan de forma significativa el porcentaje total de movilidad

espermatica, con respecto al control, en el dia cinco y siete de conservacion en el caso del semen
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refrigerado, no apreciandose ninguna diferencia estadisticamente significativa, en ninguna de las

horas del test de termorresistencia en el caso del semen criopreservado.

SEXTA: El analisis de los pardmetros cinéticos mediante un sistema computarizado (CASA),
muestran para el semen refrigerado, que ambos antioxidantes cambian dicha cinética con respecto a
los controles, toda vez que los espermatozoides se muestran mas vigorosos (VAP), e incrementan su
velocidad curvilinea (VCL), utilizando, sin embargo, trayectorias mas sinuosas (baja LIN y STR, y

elevada ALH).

SEPTIMA: En el caso del semen criopreservado, las variaciones cinéticas inducidas por los
antioxidantes son menos intensas que en el refrigerado, constatindose significacion estadistica
unicamente para el caso del glutation reducido. Asi, en el primer control realizado después de la
descongelacion, es el glutation reducido el tinico que eleva casi todos los parametros cinéticos de
forma significativa (p < 0,05), con excepcion del WOB y BCF, tanto con respecto al control como
con respecto al a-tocoferol, efecto que se pierde a medida que avanza el test de termorresistencia,
de forma y manera que desaparece practicamente hasta el Ultimo control realizado en que
nuevamente el glutation reducido es capaz de elevar los parametros cinéticos estudiados, a

excepcion de la linealidad (LIN), indice de rectitud (STR) y frecuencia de batido de cola (BCF).
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7. Resumen

La utilizacion del semen porcino en la IA se ha decantado sobre todo, del lado del semen
refrigerado, debido a que las caracteristicas de la membrana del espermatozoide porcino, hacen que
la congelacion y descongelacion del semen provoque una marcada diminucién en la viabilidad de
las células espermaticas. Por lo tanto las ventajas que supone la congelacion de material seminal,
como; mayor control sanitario que se puede ejercer, una mayor capacidad de almacenamiento en
espacio y tiempo, ademés de la capacidad de mantener posible la IA con semen de alto valor
genético a lo largo de mucho tiempo aun cuando el macho donante no se encuentre en el mismo
sitio 0 ya no exista pierdan cierto valor. En cuanto al semen refrigerado, la conservacion de las
dosis seminales a 15°C supone menos complejidad en el momento de TA, ademas de que la
preparacion en mas facil y la pérdida de la calidad espermatica no es tan acusada con en el caso del

semen criopreservado.

El centro tecnoldgico se inseminacion (CENTROTEC), donde se realiza este trabajo,
prepara un gran numero de dosis seminales todas la semanas, estas dosis son refrigeradas a 15°C,
dichas dosis tienen una fecha limite de uso, esta fecha de caducidad viene dada en funcion de las
pruebas que se realizan para determinar hasta qué punto en el tiempo, los espermatozoides de las
dosis seminales mantienen su calidad, en cuanto a la integridad de la membrana plasmatica,
integridad del acrosoma y una movilidad, parametros que deben presentar niveles aceptables. La
disminucion de dichos pardmetros determina hasta que fecha es prudente o no emplear la dosis en el
IA. Esta situacion repercute directamente sobre los el numero de granjas a las cuales se les pueden

enviar las dosis, dependiendo de la distancia del centro de produccion.

Ya sea en semen refrigerado o congelado-descongelado, existen fendmenos que determinan
la resistencia de las células espermaticas a la conservacion, provocando dafio a los espermatozoides,
en este trabajo, se ha considerado al proceso de PL como uno de los mas importantes, puesto que
ocurre de manera inevitable, pues el propio metabolismo (respiracion) de los espermatozoides es

precursor de este proceso dafiino.
Por tal motivo es que el objetivo principal de este trabajo es, intentar mediante la

incorporacioén de compuestos antioxidantes (vitamina E-200uM- y glutation reducido-5mM-), en el

diluyente de las dosis refrigeradas a 15°C y en el diluyente de refrigeracion empleado en el proceso
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de congelacion del semen, con la finalidad de disminuir el dafio que se produce, en los dos tipos de

conservacion, a los pardmetros de calidad seminal y de la misma forma la presencia de PL.

Para lograr realizar los objetivos planteados, se distribuy6 el trabajo experimental en
dos experimentos, el primero de ellos se basa en la valoracion del efecto de los antioxidantes sobre
dosis comérciales, elaboradas de la misma manera que se hace para su comercializacion y
conservadas mediante refrigeracion a 15°C durante 7 dias, las concentraciones utilizadas son
200uM en el caso del analogo de la vitamina E y para el caso del glutation reducido de SmM. Se
realizaron pruebas de la integridad de la membrana mediante su andlisis con tincidén con ioduro de
propidio/carboxifluoresceina clasificando a los espermatozoides como vivos o muertos si
presentaban coloracion verde o roja respectivamente, los resultados se expresan como porcentaje de
células vivas, en el caso del andlisis del estado del acrosoma se empleo contraste de fases negativo,
cuantificando en nimero de células sin ningun tipo de alteracion en el acrosoma, de igual forma los
resultados se expresan en porcentaje de células con el acrosoma intactos, en cuanto a la movilidad
esta se evalué con la ayuda de un programa informatico (ISAS®), con el cual se analiza el
porcentaje de movilidad, y la evolucion de los parametros cinéticos (VCL, VSL, VAP, LIN, STR,
WOB, ALH, BCF).

En cuanto a la presencia de peroxidacion lipidica, esta se valora mediante la cuantificacion
de MDA, que es un producto de la PL, empleando la técnica de los TBARS, los resultados se
expresan como mmoles de TBARS/10° de espermatozoides. Todas las valoraciones realizadas con
la finalidad analizar en efecto de los antioxidantes sobre las dosis seminales porcinas, se realizaron

en el dia 0, dia 5 y dia 7 después de la extraccion del semen.

Para la realizacion del segundo experimento, se emplearon los mismos antioxidantes y en las
mismas concentraciones que en el caso del primer experimento. La incorporacion de dichos
antioxidantes de realiza en el diluyente de refrigeracion durante el proceso de congelacion del
semen de verraco, con la intencion de proteger a las células espermaticas, desde el inicio del

descenso se temperatura.

Se emplearon las mismas técnicas que en el primer experimento para valorar los distintos

pardmetros de calidad seminal y PL, una vez hecha la descongelacion se sometid a las células
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espermaticas a un estrés por calor, mediante una incubacion a 37°C durante 4 horas, las
valoraciones se realizaron al momento de la descongelacion y hasta 4 horas siguientes. Por otra

parte la cuantificacion del MDA se realiz6 a los 30 min tras la descongelacion.

Los resultados obtenidos tras la realizacion de todas las pruebas, muestran el efecto
protector que los antioxidantes tienen sobre los pardmetros de calidad espermatica, durante los 7
dias de incubacion de las dosis seminales y durante las 4 horas de incubacion del semen
descongelado en un test de termorresistencia, los grupos que contienen ya sea el andlogo de la
vitamina E o GSH, presentan los valores mas altos en cuanto a porcentaje de células espermaticas
que mantenian intacta su membrana y asi mismo mantenian intacto su acrosoma, en cuanto al
mantenimiento de la movilidad espermadtica, los grupos suplementados con antioxidantes
presentaron los porcentajes de movilidad mas altos y mejor calidad de movimiento durante la

incubacion.

A pesar de que los dos antioxidantes empleados funcionaron favorablemente en
comparacion al grupo control, es importante destacar que los mejores resultados a los largo de la
experiencia, en semen refrigerado y en semen descongelado, se aprecian en el grupo que contiene
GSH. En cuanto a la presencia de PL los antioxidantes muestran claramente un efecto positivo, pues
los grupos que contenian el andlogo de la vitamina E o GSH, presentaron los niveles mas bajos de
MDA, en semen refrigerado y descongelado, aunque especificamente el semen descongelado entre
el grupo que contenia vitamina E y el control no se constata diferencia estadisticamente
significativa los valores del grupo que contiene antioxidante muestra valores mas bajos de MDA.
Siendo una vez mas el GSH el que presenta los mejores resultados para los dos tipos de

conservacion seminal.

Por lo tanto la adicion de los antioxidantes en el diluyente para la preparacion de dosis
comerciales manifestd tener un efecto positivo sobre la disminucion de la PL y como consecuencia
mantener los parametro de calidad seminal en niveles aceptables, por lo tanto se podria plantear la

posibilidad de poder ampliar la fecha limite de utilizacién de las dosis.

En cuanto a la incorporacion de antioxidantes previamente a la congelacion del semen, se

comprobd que funciona de manera favorable en el mantenimiento de la calidad espermatica y
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presencia de PL, lo que puede ser una adecuada accién en el campo de la criopreservacion de semen

porcino.
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8. Summary

The use of pig semen in Al has opted mostly on the side of chilled semen, because the
characteristics of pig sperm membrane, make the semen freezing and thawing resulted in a marked
decrease in cell viability sperm. Therefore the advantages of freezing of seminal material, such as,
increased disease control can be exercised, greater storage capacity in space and time, plus the
ability to maintain IA possible with semen from high genetic merit to long period of time even
when the male donor is not on the same site or no longer exists, lose value. As the cooled semen,
the conservation of semen doses at 15 © C is less complexity at the time of IA, in addition to the
easier preparation and the loss of sperm quality is not charged with in the case of semen

cryopreserved.

The technology center is insemination (CENTROTEC), where this work is done, prepare a
large number of semen doses every week, these doses are chilled to 15 ° C, these doses have a time
limit for use, this expiration date is given according to tests done to determine to what point in time,
sperm from seminal doses maintain their quality, in terms of plasma membrane integrity, acrosome
integrity and mobility, parameters that should be at levels acceptable. The decrease of these
parameters determined until the date it is prudent or not the dose used in the IA. This situation has a
direct impact on the number of farms to which they can send doses, depending on the distance of

the production.

Whether cooled semen or frozen-thawed, there are phenomena that determine the resistance
of sperm cells to the conservation, causing damage to sperm, in this work, has been considered the
process of PL as one of the most important, since inevitably occurs because the own metabolism

(respiration) of the sperm acts as a precursor of the damaging process.

For this reason is that the main objective of this paper is trying through the incorporation of
antioxidant compounds (vitamin E-200uM and glutathione reduced-5mM) in the diluent doses
refrigerated at 15 © C and cooling diluent employed in the freezing process semen, in order to
minimize the damage that occurs in both types of maintenance to the parameters of semen quality

and in the same way the presence of PL.
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To achieve the objectives, experimental work was distributed in two experiments, the first of
which is based on the assessment of the effect of antioxidants on commercial dose, prepared in the
same manner as for marketing, the concentrations used are 200uM in the case of analog of vitamin
E and 5SmM for the case of glutathione. Tests were conducted on the integrity of the membrane
analysis with propidium iodide staining / carboxyfluorescein classifying living or dead sperm as if
they had green or red color respectively, the results are expressed as percentage of live cells, in the
case of analysis of the integrity of the acrosome was employed negative phase contrast, quantifying
the number of cells without any alteration in the acrosome, the same way the results are expressed
as a percentage of cells with intact acrosome, as this mobility is evaluated with the help of a
computer program (ISAS®™), which analyzes the rate of mobility, and the evolution of the kinetic

parameters (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF).

In the case of presence of lipid peroxidation, this is measured by quantification of MDA, a
product of PL, using the technique of TBARS, the results were expressed as mmol TBARS/106
sperm. All assessments carried out in order to analyze the effect of antioxidants on the pig semen

doses were performed on day 0, day 5 and day 7 after the extraction of semen.

To achieve the second experiment, we used the same antioxidants and in the same
concentrations as in the case of cooled semen. The incorporation of these antioxidants is made in
the diluent cooling during the freezing process, with the intention to protect sperm cells from the

start of temperature decrease.

We used the same techniques as in the first experiment to evaluate the different parameters
of semen quality and PL, once made thawing underwent sperm cells to heat stress by incubation at
37 ° C for 4 hours, Assessments were done at the time of thawing and up to 4 hours. Moreover, the

quantification of MDA was performed at 30 min after thawing.

The results obtained after the completion of all tests show the protective effect of
antioxidants have on sperm quality parameters during the days of incubation of the semen doses and
during the hours of incubation of thawed semen, containing groups analogue of vitamin E or GSH,

have the highest values in percentage of sperm cells that remained intact membrane and so it
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remained intact acrosome, in the maintenance of sperm motility, antioxidant-supplemented groups

had rates higher mobility and better quality of movement during the incubation.

Although the two antioxidants worked favorably compared to the control group, it is
important that the best results with long experience in cooled semen and frozen-thawed semen, can
be seen in the group containing GSH. As for the presence of antioxidants PL clearly show a positive
effect, as groups containing analog of vitamin E or GSH, had the lowest levels of MDA in
refrigerated and thawed semen, but specifically the thawed semen from containing vitamin E group
and the control is not a statistically significant difference noted the values of the sample containing
antioxidant lowest values of MDA. As GSH once again that the better outcomes for both types of

seminal conservation.

Therefore the addition of antioxidants in the diluent for the preparation of commercial doses,
was shown to have a positive effect on the reduction of PL and consequently maintain the parameter
of semen quality at acceptable levels, so it could raise the possibility be able to extend the deadline

for the use of doses.
The addition of antioxidants prior to the freezing of semen, was found to work favorably in

the maintenance of sperm quality and presence of PL, which may be an appropriate action in the

field of cryopreservation of boar semen.
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Macho Volumen ml Concentracién X10°
G9282 293 510
HO0915 256 490
H2449 172 573
19761 281 500
19360 219 451
T475 322 547
W2622 310 235
W3048 306 271
W3267 283 510
W5070 328 438

Tabla 44. Volumen y concentracion espermatica/ml en los eyaculados de cada verraco.

Tabla 45. Valoraciéon morfologica de los eyaculados.

Macho Normales Gota proximal Gota distal Cabeza Cola
G9282 71 5 19 0 5
HO0915 75 3 15 0 7
H2449 82 6 11 0 1
19761 78 3 17 0 2
19360 70 7 13 0 13
T475 79 6 13 7 7
W2622 79 2 17 0 2
W3048 83 10 7 0 0
W3267 88 4 6 1 1
W5070 80 11 7 0 2
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Tabla. 46. Valoracion subjetiva del porcentaje de movilidad y calidad de movimiento.

Macho Movilidad (%) Calidad de movimiento
G9282 85 3
HO0915 85 3
H2449 9 3
19761 85 3
19360 80 3
T475 . 3
W2622 85 3
W3048 93 3
W3267 85 3
W5070 85 3

Tabla 47. Valoracion de la Resistencia Osmaética.

Macho ORT
G9282 9325
H0915 o7 50
H2449 00.50
19761 04.00
19360 o175

T475 97.00
W2622 03.75
W3048 06.50
W3267 £0.50
W5070 0325
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Tabla 48. Valoracion de la Integridad de la membrana el dia 0 en semen refrigerado 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 96.09 96.09 96.09
HO915 96.89 96.89 96.89
H2449 85.98 85.98 85.98
19761 89.78 89.78 89.78
19360 90.09 90.09 90.09
T475 82.30 82.30 82.30
W2622 79.71 79.71 79.71
w3048 83.12 83.12 83.12
W3267 86.67 86.67 86.67
w5070 90.67 90.67 90.67

Tabla 49. Valoracion de la Integridad de la membrana el dia 5 en semen refrigerado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 61.53 79.48 73.24
H0915 63.29 72.71 68.82
H2449 74.04 82.45 80.65
19761 75.46 83.01 79.35
19360 78.65 82.82 82.67
T475 71.12 78.67 81.09
W2622 73.04 77.24 78.93
W3048 70.02 76.87 76.34
W3267 74.23 82.54 83.67
W5070 75.98 80.62 80.98
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Tabla 50. Valoracion de la Integridad de la membrana el dia 7 en semen refrigerado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 58.02 70.64 71.73
H0915 60.34 67.76 71.65
H2449 65.76 80.02 79.07
19761 69.08 78.13 74.07
19360 66.78 79.06 80.13
T475 60.67 69.32 77.89
W2622 71.08 71.13 76.49
W3048 67.65 72.34 73.78
W3267 68.56 78.02 75.37
W5070 67.90 74.52 78.83

Tabla 51. Valoracion del Estado del acrosoma el dia 0 en semen refrigerado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutation
o182 90.50 90.50 90.50
HO91S 88.16 88.16 88.16
H2449 93.23 93.23 93.23
19761 95.81 95.81 95.81
19360 92.65 92.65 92.65
T475 93.80 93.80 93.80
W2622 87.65 87.65 87.65
W3048 87.29 87.29 87.29
W3267 78.43 78.43 78.43
Ws070 95.82 95.82 95.82
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Tabla 52. Valoracion del Estado del acrosoma el dia 5 en semen refrigerado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutation
o282 68.20 74.70 80.40
HO915 70.63 80.17 79.26
H2449 78.68 84.91 81.54
19761 73.18 88.98 80.65
19360 71.87 8121 76.65
T475 70.73 75.02 77.05
w2622 81.85 83.41 88.01
W3048 79.28 85.09 8731
W3267 73.91 75.72 75.54
Ws070 66.19 74.71 78.21
Tabla 53. Valoracion del Estado del acrosoma el dia 7 en semen refrigerado a 15°C.
Macho Control Vitamina E Glutation
9282 54.30 71.60 72.40
HO91S 65.90 73.40 75,90
H2449 60.18 69.73 72.92
19761 66.29 70.13 73.34
19360 63.98 78.34 76.99
T475 55.82 60.20 65.56
W2622 60.15 76.56 77.14
W3048 56.01 70.76 76.12
w3267 59.75 60.53 63.54
Ws070 54.17 69.14 70.45
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Tabla 54. Valoracion de la movilidad (% total) el dia 0 en semen refrigerado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 96.54 96.54 96.54
H0915 90.83 90.83 90.83
H2449 89.86 89.86 89.86
19761 85.83 85.83 85.83
19360 96.98 96.98 96.98
T475 71.37 71.37 71.37
W2622 83.49 83.49 83.49
W3048 74.45 74.45 74.45
W3267 88.18 88.18 88.18
W5070 80.34 80.34 80.34

Tabla 55. Valoracion de la movilidad (% total) el dia S en semen refrigerado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 71.15 79.22 80.10
HO0915 75.71 74.23 77.27
H2449 58.13 67.47 71.16
19761 70.33 74.33 73.03
19360 71.03 76.96 77.37
T475 57.53 63.49 66.36
W2622 69.14 72.99 71.91
W3048 56.20 63.49 66.36
W3267 68.79 78.65 80.12
W5070 66.87 69.13 70.39
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Tabla 56. Valoracion de la movilidad (% total) el dia 7 en semen refrigerado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutatién
G9282 56.94 64.78 65.64
HO0915 61.08 67.80 62.94
H2449 52.77 59.44 66.05
19761 50.33 61.80 64.11
19360 21.14 52.72 62.95
T475 53.85 57.36 61.73
W2622 49.77 63.07 67.72
W3048 53.85 57.36 61.73
W3267 53.26 65.79 70.05
W5070 54.86 62.78 64.20
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Tabla 57. (1) Valoracion de los Parametros cinéticos el dia 0 en semen refrigerado a 15°C.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutatiéon
VCL 47.80 47.80 47.80
VSL 25.40 25.40 25.40
VAP 38.20 38.20 38.20
G9282 LIN 0.55 0.55 0.55
STR 0.68 0.68 0.68
WOB 0.80 0.80 0.80
ALH 1.81 1.81 1.81
BCF 7.17 7.17 7.17
VCL 57.11 57.11 57.11
VSL 29.69 29.69 29.69
VAP 45.05 45.05 45.05
HO0915 LIN 0.53 0.53 0.53
STR 0.65 0.65 0.65
WOB 0.80 0.80 0.80
ALH 2.04 2.04 2.04
BCF 7.41 7.41 7.41
H2449 VCL 56.38 56.38 56.38
VSL 29.24 29.24 29.24
VAP 44.96 44,96 44.96
LIN 0.52 0.52 0.52
STR 0.65 0.65 0.65
WOB 0.79 0.79 0.79
ALH 1.97 1.97 1.97
BCF 7.32 7.32 7.32
19761 VCL 47.50 47.50 47.50
VSL 30.83 30.83 30.83
VAP 39.05 39.05 39.05
LIN 0.64 0.64 0.64
STR 0.78 0.78 0.78
WOB 0.80 0.80 0.80
ALH 1.62 1.62 1.62
BCF 7.96 7.96 7.96
19360 VCL 61.60 61.60 61.60
VSL 25.78 25.78 25.78
VAP 43.89 43.89 43.89
LIN 0.43 043 043
STR 0.60 0.60 0.60
WOB 0.70 0.70 0.70
ALH 2.29 2.29 2.29
BCF 8.61 8.61 8.61
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Tabla 58. (2) Valoracion de los Parametros cinéticos el dia 0 en semen refrigerado a 15°C.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutation
T475 VCL 45.42 4542 45.42
VSL 19.86 19.86 19.86
VAP 34.54 34.54 34.54
LIN 0.43 0.43 0.43
STR 0.59 0.59 0.59
WOB 0.71 0.71 0.71
ALH 1.66 1.66 1.66
BCF 6.44 6.44 6.44
W2622 VCL 43.89 43.89 43.89
VSL 20.02 20.02 20.02
VAP 35.05 35.05 35.05
LIN 0.45 0.45 0.45
STR 0.58 0.58 0.58
WOB 0.77 0.77 0.77
ALH 1.56 1.56 1.56
BCF 6.79 6.79 6.79
'W3048 VCL 57.90 63.32 64.75
VSL 23.21 26.44 27.42
VAP 41.95 47.01 47.12
LIN 0.41 0.44 0.44
STR 0.58 0.58 0.60
WOB 0.70 0.74 0.73
ALH 2.11 2.20 2.33
BCF 8.05 8.70 8.24
W3267 VCL 49.74 49.74 49.74
VSL 25.36 25.36 25.36
VAP 41.51 41.51 41.51
LIN 0.51 0.51 0.51
STR 0.63 0.63 0.63
WOB 0.80 0.80 0.80
ALH 1.61 1.61 1.61
BCF 7.03 7.03 7.03
W5070 VCL 41.95 41.95 41.95
VSL 20.90 20.90 20.90
VAP 34.19 34.19 34.19
LIN 0.48 0.48 0.48
STR 0.61 0.61 0.61
WOB 0.76 0.76 0.76
ALH 1.47 1.47 1.47
BCF 6.48 6.48 6.48
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Tabla 59. (1) Valoracion de los Parametros cinéticos el dia 5 en semen refrigerado a 15°C.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutation
G9282 VCL 84.53 84.05 92.38
VSL 36.20 35.82 42.77
VAP 61.34 60.28 66.50
LIN 0.43 0.45 0.45
STR 0.60 0.61 0.63
WOB 0.71 0.72 0.71
ALH 3.08 2.97 3.38
BCF 7.95 8.99 7.37
HO0915 VCL 57.05 95.22 73.86
VSL 28.96 30.09 25.02
VAP 44.86 64.30 48.83
LIN 0.52 0.35 0.35
STR 0.64 0.50 0.52
WOB 0.79 0.68 0.66
ALH 2.06 343 2.79
BCF 7.40 9.34 7.13
H2449 VCL 53.78 75.28 73.52
VSL 20.93 26.76 29.40
VAP 31.86 47.74 44 .89
LIN 0.35 0.37 0.38
STR 0.60 0.57 0.62
WOB 0.57 0.64 0.59
ALH 2.25 2.73 2.83
BCF 7.64 10.18 9.23
19761 VCL 78.11 74.32 81.05
VSL 32.41 25.34 39.20
VAP 57.20 56.60 59.23
LIN 0.43 0.35 0.46
STR 0.60 0.46 0.63
WOB 0.71 0.73 0.71
ALH 2.70 2.47 3.03
BCF 8.92 6.72 7.16
19360 VCL 78.00 83.70 66.33
VSL 26.99 18.11 25.20
VAP 52.78 40.39 41.94
LIN 0.35 0.24 0.38
STR 0.52 0.47 0.59
WOB 0.65 0.50 0.62
ALH 2.85 3.36 2.53
BCF 8.16 7.83 8.62
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Tabla 60. (2) Valoracion de los Parametros cinéticos el dia 5 en semen refrigerado a 15°C.

Verraco Parametros Control Vitamina E Glutation
T475 VYCL 79.83 71.13 84.14
VSL 27.51 22.85 34.88
VAP 51.39 48.57 56.51
LIN 0.35 0.32 0.42
STR 0.54 0.51 0.62
WOB 0.64 0.65 0.66
ALH 3.07 2.77 3.10
BCF 9.60 7.02 9.30
W2622 VCL 87.49 86.74 64.83
VSL 28.10 21.32 18.79
VAP 57.42 55.46 43.52
LIN 0.34 0.25 0.32
STR 0.53 0.40 0.49
WOB 0.64 0.61 0.65
ALH 3.24 3.31 2.51
BCF 9.24 7.82 7.91
W3048 VCL 57.05 84.05 81.05
VSL 28.96 35.82 39.20
VAP 44.86 60.28 59.23
LIN 0.52 0.45 0.46
STR 0.64 0.61 0.63
WOB 0.79 0.72 0.71
ALH 2.06 2.97 3.03
BCF 7.40 8.99 7.16
W3267 VCL 74.63 79.29 80.06
VSL 31.84 37.11 30.19
VAP 50.20 53.98 44 .95
LIN 0.44 0.46 0.37
STR 0.65 0.68 0.64
WOB 0.66 0.67 0.56
ALH 291 291 3.32
BCF 9.12 9.62 8.33
W5070 VCL 44.14 65.87 78.93
VSL 21.50 22.43 31.32
VAP 30.01 45.48 52.81
LIN 0.48 0.36 0.40
STR 0.70 0.53 0.61
WOB 0.67 0.67 0.65
ALH 1.68 2.45 3.00
BCF 9.44 7.90 8.98
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Tabla 61. (1) Valoracion de los Parametros cinéticos el dia 7 en semen refrigerado a 15°C.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutation
G9282 VCL 74.09 77.18 87.67
VSL 28.57 31.14 32.47
VAP 53.23 57.24 59.33
LIN 0.39 0.44 0.36
STR 0.54 0.59 0.54
WOB 0.70 0.73 0.65
ALH 2.74 2.76 3.25
BCF 7.27 8.41 8.25
H0915 VCL 62.06 83.45 79.88
VSL 26.13 25.96 25.77
VAP 40.72 54.64 46.51
LIN 0.44 0.35 0.32
STR 0.65 0.51 0.53
WOB 0.66 0.66 0.57
ALH 2.40 3.20 3.39
BCF 8.97 7.89 7.21
H2449 VCL 53.77 81.10 73.76
VSL 21.23 26.34 31.54
VAP 32.06 48.98 46.95
LIN 0.36 0.34 0.44
STR 0.60 0.55 0.67
WOB 0.57 0.59 0.64
ALH 2.24 3.33 291
BCF 7.58 7.58 8.35
19761 VCL 40.39 73.10 79.93
VSL 18.23 26.26 39.27
VAP 26.70 52.01 58.97
LIN 0.44 0.35 0.47
STR 0.66 0.51 0.63
WOB 0.64 0.67 0.71
ALH 1.70 2.64 2.95
BCF 7.27 7.38 7.15
19360 VCL 53.15 87.29 64.32
VSL 16.21 22.01 21.05
VAP 33.61 49.74 37.42
LIN 0.30 0.25 0.33
STR 0.49 0.45 0.55
WOB 0.58 0.56 0.58
ALH 2.08 3.40 2.63
BCF 6.13 7.70 7.22
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Tabla 62. (2) Valoracion de los Parametros cinéticos el dia 7 en semen refrigerado a 15°C.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutatiéon
T475 VCL 87.44 74.70 86.09
VSL 30.38 26.49 30.50
VAP 53.91 4548 52.90
LIN 0.34 0.35 0.37
STR 0.57 0.56 0.59
WOB 0.60 0.61 0.61
ALH 3.37 3.05 3.26
BCF 9.29 7.18 10.32
W2622 VCL 72.16 65.15 80.87
VSL 28.15 18.75 24.52
VAP 50.30 46.19 51.88
LIN 0.40 0.32 0.34
STR 0.57 0.45 0.52
WOB 0.68 0.71 0.65
ALH 2.85 2.53 3.04
BCF 7.28 8.00 8.97
w3048 VCL 62.06 77.18 79.93
VSL 26.13 31.14 39.27
VAP 40.72 57.24 58.97
LIN 0.44 0.44 0.47
STR 0.65 0.59 0.63
WOB 0.66 0.73 0.71
ALH 2.40 2.76 2.95
BCF 8.97 8.41 7.15
W3267 VCL 63.66 76.59 98.11
VSL 26.32 28.90 31.73
VAP 41.75 46.81 51.44
LIN 0.43 0.38 0.34
STR 0.63 0.60 0.61
WOB 0.67 0.62 0.54
ALH 2.60 3.22 4.23
BCF 8.23 8.47 7.11
W5070 VCL 54.89 53.72 73.76
VSL 24.73 21.02 31.54
VAP 39.20 37.69 46.95
LIN 0.45 0.39 0.44
STR 0.63 0.56 0.67
WOB 0.70 0.69 0.64
ALH 2.05 2.05 291
BCF 7.78 8.45 8.35
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Tabla 63. Valoracion de la Peroxidacion Lipidica el dia 0 en semen refrigerado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 0.32 0.32 0.30
H0915 0.38 0.36 0.34
H2449 0.32 0.30 0.30
19761 0.36 0.34 0.32
19360 0.27 0.23 0.18
T475 0.32 0.32 0.30
W2622 0.30 0.23 0.20
W3048 0.31 0.32 0.25
W3267 0.34 0.30 0.30
W5070 0.36 0.34 0.32

Tabla 64. Valoracion de la Peroxidacion Lipidica el dia 5 en semen refrigerado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 0.41 0.36 0.34
10915 0.47 0.41 0.40
04 41 .
H2449 ? 0 0.36
0.45 0.38 0.36
19761
19360 0.40 0.34 0.23
T475 0.41 0.36 0.34
0.36 0.32 0.25
W2622
W3048 0.49 0.43 0.32
W3267 0.43 0.41 0.36
W5070 0.52 0.38 0.36
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Tabla 65. Valoracion de la Peroxidacion Lipidica el dia 7 en semen refri

erado a 15°C.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 0.52 0.58 0.43
HO0915 0.60 0.47 0.50
H2449 0.54 0.45 0.38
19761 0.56 0.47 0.43
19360 0.50 0.41 0.40
T475 0.52 0.58 0.43
W2622 0.47 0.40 0.43
W3048 0.58 0.45 0.41
W3267 0.60 0.45 0.40
W5070 0.58 0.52 0.49

Tabla 66. Valoracion de la Integridad de la membrana a la hora 0 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 75.30 78.10 79.60
HO0915 71.40 79.90 78.50
H2449 67.50 71.60 75.40
19761 65.90 72.60 76.30
19360 68.30 71.20 73.90
T475 50.00 70.30 75.40
W2622 75.20 65.90 72.60
W3048 63.40 70.40 79.10
W3267 80.20 78.10 80.90
W5070 69.40 77.10 80.30
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Tabla 67. Valoracion de la Integridad de la membrana a la hora 1 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 65.10 75.20 76.10
H0915 65.80 70.10 73.40
H2449 63.20 67.30 73.60
19761 60.20 68.20 71.40
19360 61.40 70.70 71.20
T475 58.00 68.60 72.60
W2622 70.70 75.30 73.60
W3048 60.90 72.80 69.70
W3267 70.10 75.80 75.20
W5070 65.20 75.70 74.50

Tabla 68. Valoracion de la Integridad de la membrana a la hora 2 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutatién
G9282 57.20 65.10 70.20
HO0915 60.60 68.30 71.10
H2449 55.80 61.90 67.20
19761 56.40 62.40 68.20
19360 56.90 60.00 67.10
T475 40.40 61.10 62.20
W2622 62.40 70.80 61.40
W3048 47.30 60.50 65.60
W3267 64.10 66.40 71.70
W5070 58.90 68.40 72.60

273



10. Anexos

Tabla 69. Valoracion de la Integridad de la membrana a la hora 3 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 45.20 58.10 60.60
HO0915 42.80 58.30 62.40
H2449 50.20 58.20 65.10
19761 39.40 58.40 62.40
19360 50.20 55.20 62.40
T475 32.70 50.10 60.50
W2622 58.30 60.50 57.40
W3048 30.60 35.50 50.30
W3267 45.60 57.40 63.30
W5070 50.10 61.30 68.40

Tabla 70. Valoracion de la Integridad de la membrana a la hora 4 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 30.00 52.60 56.10
HO0915 36.70 45.10 58.20
H2449 41.10 50.40 58.90
19761 33.80 43.80 55.10
19360 40.40 49.70 56.10
T475 22.30 48.30 58.70
W2622 41.30 55.00 61.80
W3048 23.90 30.40 45.70
W3267 40.70 48.20 55.30
W5070 33.50 50.30 58.30
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Tabla 71. Valoracion del Estado del acrosoma a la hora () en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutatién
G9282 89.20 90.60 92.70
H0915 88.90 90.40 93.60
H2449 85.40 91.10 94.30
19761 83.70 90.10 94.50
19360 89.90 85.70 88.00
T475 85.20 87.40 90.60
W2622 80.80 87.10 91.10
W3048 73.60 82.20 85.20
W3267 85.60 85.40 89.70
W5070 90.30 91.30 88.90

Tabla 72. Valoracion del Estado del acrosoma a la hora 1 en semen descongelado.
Macho Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 81.90 85.50 89.10
HO0915 80.10 86.70 90.20
H2449 80.10 87.70 89.20
19761 76.70 85.40 88.20
19360 72.40 82.50 85.30
T475 70.40 80.70 80.10
W2622 73.40 81.30 88.30
W3048 69.20 75.70 85.80
W3267 23.80 80.70 81.30
W5070 77.30 86.70 90.50
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Tabla 73. Valoracion del Estado del acrosoma a la hora 2 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 69.20 76.20 83.40
HO0915 71.40 75.50 83.60
H2449 73.90 80.90 81.30
19761 69.20 75.70 82.60
19360 67.20 70.40 80.80
T475 68.40 74.30 78.60
W2622 71.60 78.20 83.40
W3048 60.90 68.10 73.90
W3267 70.10 73.30 75.80
W5070 70.20 79.20 83.70

Tabla 74. Valoracion del Estado del acrosoma a la hora 3 en semen descongelado.
Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 61.60 72.40 77.60
H0915 60.90 63.70 71.60
H2449 65.40 85.60 78.80
19761 61.20 70.80 78.70
19360 60.30 68.20 77.00

T475 64.70 73.50 75.40
W2622 68.20 74.00 81.90
W3048 48.50 61.80 69.20
W3267 61.30 72.70 72.30
W5070 63.10 72.10 78.90
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Tabla 75. Valoracion del Estado del acrosoma a la hora 4 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutatién
G9282 54.10 60.80 68.20
HO0915 44.50 57.20 63.30
H2449 62.60 70.20 76.10
19761 54.20 64.30 73.40
19360 55.10 64.70 72.50
T475 55.20 68.70 67.40
W2622 58.30 66.60 71.20
W3048 32.30 50.40 60.40
W3267 56.70 65.50 69.20
W5070 55.50 65.90 72.10
Tabla 76. Valoracion de Movilidad (% total) a la hora 0 en semen descongelado.
Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 68.16 63.68 64.81
HO0915 54.97 76.43 68.24
H2449 77.55 76.06 78.13
19761 36.17 45.31 45.45
19360 27.63 38.41 35.12
T475 67.43 66.67 50.00
W2622 46.43 48.91 48.45
W3048 11.11 40.46 18.42
W3267 65.99 66.84 71.00
W5070 32.26 39.06 31.09
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Tabla 77. Valoracion de Movilidad (% total) a la hora 1 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 27.66 42.11 54.02
H0915 17.06 41.32 29.11
H2449 18.92 41.86 32.89
19761 17.65 15.25 25.58
19360 13.41 13.33 17.31
T475 41.44 51.83 22.82
W2622 41.44 42.55 45.71
W3048 1.73 11.45 7.84
W3267 39.74 25.31 68.75
W5070 16.67 25.86 16.36
Tabla 78. Valoraciéon de Movilidad (% total) a la hora 2 en semen descongelado.
Macho Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 30.41 34.13 27.03
H0915 14.97 36.18 27.03
H2449 38.20 48.47 39.60
19761 8.16 9.92 20.31
19360 7.95 6.00 17.45
T475 31.67 16.99 20.13
W2622 21.15 22.64 31.48
W3048 3.63 12.10 2.40
W3267 46.43 23.81 48.45
W5070 18.90 12.08 16.56
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Tabla 79. Valoracion de Movilidad (% total) a la hora 3 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 16.67 28.57 35.46
HO0915 9.42 26.74 17.20
H2449 35.98 48.91 47.65
19761 4.88 13.51 10.27
19360 6.94 2.76 13.33
T475 20.65 27.74 5.56
W2622 15.33 16.44 13.29
W3048 3.09 8.18 7.14
W3267 43.37 28.14 36.55
W5070 15.65 18.42 19.05

Tabla 80. Valoracion de Movilidad (% total) a la hora 4 en semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 16.67 30.46 35.37
HO0915 8.84 15.29 19.86
H2449 34.08 43.07 41.38
19761 11.51 11.68 9.42
19360 3.65 .62 13.43
T475 7.55 7.98 6.47
W2622 6.94 6.18 21.29
W3048 4.03 5.73 6.06
W3267 23.87 20.26 44.12
W5070 15.71 20.61 19.08

279



10. Anexos

Tabla 81. (1) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 0 en semen descongelado.

Verraco Parametros Control Vitamina E Glutation
G9282 VCL 80.64 70.14 74.99
VSL 56.15 44 81 50.24
VAP 65.67 56.55 61.35
LIN 0.66 0.59 0.65
STR 0.82 0.73 0.78
WOB 0.78 0.78 0.81
ALH 2.51 2.22 2.26
BCF 7.37 6.89 7.32
HO0915 VCL 59.14 67.41 67.71
VSL 41.67 46.16 47.03
VAP 48.14 56.01 54.63
LIN 0.65 0.64 0.67
STR 0.81 0.78 0.83
WOB 0.78 0.80 0.80
ALH 1.85 1.98 2.17
BCF 7.88 7.76 8.10
H2449 VCL 71.07 73.85 84.69
VSL 42.85 46.65 51.47
VAP 57.13 58.22 65.51
LIN 0.58 0.61 0.59
STR 0.72 0.77 0.75
WOB 0.78 0.77 0.76
ALH 2.34 2.54 2.99
BCF 6.86 6.96 6.84
19761 VCL 59.42 63.44 52.20
VSL 39.23 41.41 40.75
VAP 45.61 48.29 45.96
LIN 0.61 0.56 0.71
STR 0.76 0.76 0.82
WOB 0.75 0.71 0.84
ALH 2.01 2.39 1.39
BCF 7.12 7.82 8.29
19360 VCL 51.82 60.45 51.64
VSL 29.23 35.03 32.88
VAP 41.94 51.80 43.34
LIN 0.54 0.58 0.63
STR 0.69 0.68 0.74
WOB 0.75 0.84 0.83
ALH 1.71 1.73 1.69
BCF 6.17 6.85 6.64
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Tabla 82. (2) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 0 en semen descongelado.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutation
T475 VCL 63.14 72.55 73.85
VSL 38.56 50.51 46.86
VAP 49.38 57.35 57.48
LIN 0.57 0.66 0.61
STR 0.73 0.83 0.78
WOB 0.76 0.77 0.75
ALH 2.23 2.34 2.45
BCF 6.68 7.99 7.50
W2622 VCL 59.14 70.83 36.19
VSL 41.67 42.74 29.27
VAP 48.14 56.81 32.33
LIN 0.65 0.58 0.75
STR 0.81 0.72 0.85
WOB 0.78 0.78 0.85
ALH 1.85 2.33 1.02
BCF 7.88 6.88 7.40
W3048 VCL 18.43 70.35 63.61
VSL 14.44 46.12 40.93
VAP 15.52 52.88 48.81
LIN 0.74 0.58 0.58
STR 0.89 0.78 0.76
WOB 0.80 0.72 0.73
ALH 0.67 2.53 2.23
BCF 8.30 7.18 7.16
W3267 VCL 89.16 75.49 106.34
VSL 58.70 54.15 70.75
VAP 71.75 62.73 83.98
LIN 0.62 0.65 0.65
STR 0.79 0.79 0.82
WOB 0.77 0.79 0.78
ALH 2.69 2.29 3.39
BCF 7.43 6.69 6.89
W5070 VCL 58.61 43.40 49.83
VSL 4231 31.14 33.93
VAP 49 .45 35.43 40.74
LIN 0.65 0.64 0.62
STR 0.77 0.81 0.77
WOB 0.79 0.76 0.78
ALH 1.78 1.40 1.52
BCF 7.70 7.26 7.32
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Tabla 83. (1) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 1 en semen descongelado.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutation
G9282 VCL 49.74 48.46 56.00
VSL 36.16 36.09 42.18
VAP 41.86 42.29 48.57
LIN 0.68 0.70 0.70
STR 0.81 0.81 0.81
WOB 0.81 0.85 0.83
ALH 1.42 1.43 1.56
BCF 7.55 8.14 8.17
HO0915 VCL 52.76 44.68 52.10
VSL 38.29 3347 33.55
VAP 43.72 38.58 40.89
LIN 0.67 0.64 0.60
STR 0.79 0.77 0.76
WOB 0.80 0.80 0.75
ALH 1.54 1.31 1.77
BCF 7.44 6.98 7.35
H2449 VCL 20.83 30.83 37.93
VSL 14.09 21.43 28.35
VAP 17.34 25.88 3243
LIN 0.61 0.63 0.67
STR 0.73 0.75 0.80
WOB 0.80 0.81 0.81
ALH 1.00 1.15 1.20
BCF 5.32 5.81 6.94
19761 VCL 34.40 48.46 3947
VSL 28.37 36.09 28.86
VAP 30.68 42.29 31.37
LIN 0.78 0.70 0.64
STR 0.89 0.81 0.83
WOB 0.87 0.85 0.75
ALH 1.04 1.43 1.17
BCF 7.60 8.14 7.90
19360 VCL 35.26 33.22 4328
VSL 22.86 22.41 28.46
VAP 29.75 27.52 36.48
LIN 0.67 0.66 0.66
STR 0.74 0.76 0.77
WOB 0.86 0.85 0.81
ALH 1.52 1.14 1.27
BCF 5.17 7.04 6.91
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Tabla 84. (2) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 1 en semen descongelado.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutation
T475 VCL 50.77 61.14 55.16
VSL 38.80 49.26 42.45
VAP 42.79 53.81 48.64
LIN 0.66 0.75 0.72
STR 0.81 0.87 0.83
WOB 0.78 0.84 0.84
ALH 1.62 1.75 1.46
BCF 6.42 7.58 8.01
W2622 VCL 52.76 40.97 56.00
VSL 38.29 27.60 42.18
VAP 43.72 33.70 48.57
LIN 0.67 0.59 0.70
STR 0.79 0.73 0.81
WOB 0.80 0.78 0.83
ALH 1.54 1.43 1.56
BCF 7.44 7.17 8.17
w3048 VCL 40.55 59.63 49 .44
VSL 33.75 41.14 25.56
VAP 35.94 51.58 34.82
LIN 0.64 0.63 0.53
STR 0.77 0.75 0.70
WOB 0.77 0.79 0.71
ALH 1.13 1.79 1.66
BCF 5.93 6.79 8.18
W3267 VCL 5491 43.30 68.57
VSL 41.18 32.81 50.14
VAP 47.85 37.28 58.75
LIN 0.66 0.68 0.66
STR 0.78 0.80 0.79
WOB 0.81 0.81 0.81
ALH 1.53 1.24 1.88
BCF 6.41 7.37 7.30
W5070 VCL 28.45 55.09 36.76
VSL 20.34 40.05 24.13
VAP 24.80 47.34 30.44
LIN 0.64 0.68 0.58
STR 0.75 0.80 0.70
WOB 0.82 0.82 0.76
ALH 0.95 1.60 1.23
BCF 6.79 7.68 7.34
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Tabla 85. (1) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 2 en semen descongelado.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutatién
G9282 VCL 43.73 43.98 41.04
VSL 35.36 34.70 30.01
VAP 38.71 38.59 34.72
LIN 0.77 0.75 0.66
STR 0.89 0.86 0.78
WOB 0.85 0.85 0.80
ALH 1.18 1.22 1.25
BCF 7.60 8.41 7.91
HO0915 VCL 47.07 44.53 45.35
VSL 38.18 34.65 32.58
VAP 42.70 38.45 36.35
LIN 0.81 0.72 0.67
STR 0.89 0.84 0.83
WOB 0.90 0.83 0.78
ALH 1.21 1.24 1.36
BCF 8.97 8.57 8.61
H2449 VCL 38.13 41.09 25.99
VSL 27.02 27.61 18.86
VAP 32.04 34.22 22.19
LIN 0.65 0.66 0.69
STR 0.78 0.77 0.79
WOB 0.80 0.82 0.84
ALH 1.34 1.42 1.00
BCF 6.92 6.31 5.67
19761 VCL 28.94 35.81 36.26
VSL 24.39 33.13 29.59
VAP 27.01 34.66 31.44
LIN 0.82 091 0.82
STR 0.87 0.92 0.93
WOB 0.94 0.98 0.88
ALH 0.97 0.71 1.16
BCF 6.89 8.00 8.36
19360 VCL 20.31 28.85 46.96
VSL 15.73 25.93 35.44
VAP 17.60 27.52 41.35
LIN 0.75 0.86 0.73
STR 0.84 091 0.83
WOB 0.86 0.94 0.86
ALH 0.74 0.79 1.30
BCF 6.47 7.35 7.88
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Tabla 86. (2) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 2 en semen descongelado.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutation
T475 VCL 29.61 33.57 35.77
VSL 18.75 22.43 26.55
VAP 23.90 27.09 31.75
LIN 0.60 0.63 0.68
STR 0.74 0.77 0.80
WOB 0.78 0.78 0.82
ALH 1.15 1.28 1.06
BCF 6.90 7.16 6.84
W2622 VCL 47.07 39.03 51.54
VSL 38.18 29.93 36.81
VAP 42.70 34.03 43.94
LIN 0.81 0.71 0.69
STR 0.89 0.81 0.80
WOB 0.90 0.84 0.83
ALH 1.21 1.15 1.56
BCF 8.97 5.94 8.09
W3048 VCL 30.00 29.90 20.24
VSL 14.56 21.86 16.08
VAP 18.67 24.00 18.25
LIN 0.47 0.68 0.74
STR 0.70 0.83 0.81
WOB 0.62 0.77 0.89
ALH 1.42 0.98 0.81
BCF 6.20 7.98 6.85
W3267 VCL 53.31 49.89 47.88
VSL 45.57 43.20 34.18
VAP 49.27 46.32 41.26
LIN 0.82 0.84 0.67
STR 0.89 0.92 0.79
WOB 0.91 0.91 0.83
ALH 1.20 1.09 1.39
BCF 8.12 8.71 7.59
W5070 VCL 35.10 30.05 39.00
VSL 24.60 23.99 30.83
VAP 29.74 26.23 34.30
LIN 0.71 0.74 0.70
STR 0.83 0.84 0.81
WOB 0.84 0.84 0.82
ALH 1.11 0.97 1.17
BCF 8.22 7.18 6.26
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Tabla 87. (1) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 3 en semen descongelado.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutatiéon
G9282 VCL 40.92 40.37 39.00
VSL 33.93 31.12 28.26
VAP 37.82 35.21 33.53
LIN 0.84 0.74 0.77
STR 0.90 0.84 0.87
WOB 0.92 0.86 0.86
ALH 0.89 1.17 1.11
BCF 8.75 8.03 7.63
HO0915 VCL 37.93 38.38 42.30
VSL 23.48 32.18 30.54
VAP 28.06 33.85 34.70
LIN 0.61 0.82 0.75
STR 0.79 0.92 0.87
WOB 0.76 0.88 0.84
ALH 1.47 1.01 1.30
BCF 7.49 7.99 8.74
H2449 VCL 41.57 40.04 36.39
VSL 29.29 28.80 27.33
VAP 35.37 33.85 31.40
LIN 0.67 0.70 0.72
STR 0.80 0.81 0.82
WOB 0.81 0.84 0.86
ALH 1.31 1.28 1.23
BCF 7.08 7.00 6.96
19761 VCL 20.74 22.93 37.89
VSL 18.28 18.69 31.25
VAP 19.57 21.41 33.10
LIN 0.87 0.76 0.84
STR 0.92 0.80 0.93
WOB 0.94 0.92 0.91
ALH 0.66 0.80 1.13
BCF 7.83 6.21 7.79
19360 VCL 17.85 23.85 4375
VSL 9.55 19.30 33.10
VAP 11.96 20.60 38.98
LIN 0.56 0.77 0.75
STR 0.72 0.89 0.84
WOB 0.70 0.83 0.86
ALH 0.92 0.79 1.30
BCF 3.69 8.92 7.40
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Tabla 88. (2) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 3 en semen descongelado.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutatién
T475 VCL 25.53 27.07 38.01
VSL 16.70 19.23 28.12
VAP 20.36 21.84 3345
LIN 0.62 0.67 0.71
STR 0.76 0.79 0.81
WOB 0.77 0.78 0.84
ALH 1.05 1.14 1.12
BCF 6.83 597 7.73
W2622 VCL 37.93 35.66 42.97
VSL 23.48 29.61 28.99
VAP 28.06 31.34 33.73
LIN 0.61 0.75 0.64
STR 0.79 0.85 0.78
WOB 0.76 0.83 0.78
ALH 1.47 1.05 1.52
BCF 7.49 6.27 6.72
W3048 VCL 41.57 36.09 32.50
VSL 14.23 28.19 21.70
VAP 22.95 32.27 26.52
LIN 0.50 0.76 0.72
STR 0.65 0.87 0.79
WOB 0.66 0.87 0.88
ALH 2.35 1.00 1.27
BCF 5.24 9.65 6.35
W3267 VCL 49.75 3591 50.46
VSL 39.28 27.13 40.24
VAP 44.75 31.82 45.39
LIN 0.76 0.72 0.75
STR 0.84 0.81 0.84
WOB 0.87 0.86 0.87
ALH 1.28 1.19 1.26
BCF 7.55 6.70 7.76
W5070 VCL 31.58 43.55 40.71
VSL 21.54 35.76 27.08
VAP 25.74 38.78 31.85
LIN 0.67 0.82 0.64
STR 0.82 0.90 0.81
WOB 0.79 0.90 0.77
ALH 1.16 1.25 1.44
BCF 7.87 8.17 8.14

287



10. Anexos

Tabla 89. (1) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 4 en semen descongelado.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutation
G9282 VCL 36.75 38.64 36.19
VSL 29.43 29.64 29.27
VAP 32.29 33.56 32.33
LIN 0.76 0.72 0.75
STR 0.86 0.82 0.85
WOB 0.87 0.84 0.85
ALH 1.04 1.25 1.02
BCF 6.94 7.27 7.40
HO0915 VCL 27.49 40.48 38.49
VSL 22.25 32.03 30.60
VAP 24.60 37.77 33.06
LIN 0.79 0.77 0.75
STR 0.85 0.83 0.86
WOB 0.89 0.91 0.84
ALH 0.86 1.04 1.22
BCF 7.49 7.22 6.95
H2449 VCL 38.02 34.49 31.65
VSL 27.46 24.31 23.62
VAP 3243 28.86 27.67
LIN 0.66 0.66 0.71
STR 0.78 0.79 0.81
WOB 0.82 0.81 0.86
ALH 1.28 1.21 1.17
BCF 7.10 7.07 6.45
19761 VCL 26.32 22.26 31.53
VSL 17.49 17.63 25.18
VAP 24.03 19.61 29.71
LIN 0.73 0.79 0.84
STR 0.79 0.85 0.88
WOB 0.90 0.89 0.94
ALH 0.79 0.86 0.84
BCF 7.83 5.88 7.36
19360 VCL 20.23 17.42 45.08
VSL 9.88 8.80 33.76
VAP 14.76 10.72 39.90
LIN 0.57 0.52 0.66
STR 0.65 0.73 0.76
WOB 0.77 0.63 0.85
ALH 1.45 1.04 1.57
BCF 3.16 4.17 6.03
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Tabla 90. (2) Valoracion de los Parametros cinéticos a la hora 4 en semen descongelado.

Verraco Parametro Control Vitamina E Glutation
T475 VCL 15.84 38.44 30.14
VSL 10.55 23.09 22.45
VAP 12.92 27.60 26.09
LIN 0.64 0.45 0.69
STR 0.78 0.61 0.80
WOB 0.80 0.69 0.82
ALH 0.86 1.52 0.95
BCF 5.34 6.33 6.94
W2622 VCL 27.49 25.62 45.06
VSL 22.25 19.58 35.81
VAP 24.60 22.26 40.81
LIN 0.79 0.74 0.75
STR 0.85 0.84 0.83
WOB 0.89 0.88 0.87
ALH 0.86 1.03 1.14
BCF 7.49 6.67 7.48
w3048 VCL 17.28 25.74 30.01
VSL 15.69 10.52 23.83
VAP 17.01 14.55 27.09
LIN 0.91 0.53 0.77
STR 0.92 0.74 0.83
WOB 0.96 0.67 091
ALH 0.81 1.39 0.94
BCF 3.70 5.39 6.99
W3267 VCL 36.83 36.86 54.94
VSL 30.25 31.47 42 .85
VAP 33.67 33.64 49.79
LIN 0.78 0.79 0.75
STR 0.86 0.87 0.83
WOB 0.88 0.87 0.88
ALH 0.97 0.93 1.38
BCF 7.18 8.22 7.97
W5070 VCL 27.65 31.96 36.12
VSL 22.21 24.95 28.35
VAP 24.40 28.92 31.50
LIN 0.78 0.76 0.76
STR 0.88 0.84 0.87
WOB 0.88 0.89 0.87
ALH 0.85 1.03 1.08
BCF 8.46 6.43 7.07
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Tabla 91. Valoracion de la Peroxidacion Lipidica en el semen descongelado.

Macho Control Vitamina E Glutation
G9282 0.43 0.38 0.32
H0915 0.56 0.47 0.40
H2449 0.40 0.49 0.54
19761 0.40 0.36 0.30
19360 0.54 0.40 0.30
T475 0.60 0.40 0.32
W2622 0.41 0.36 0.32
W3048 0.54 0.41 0.32
W3267 0.50 0.67 0.36
W5070 0.40 0.40 0.32
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