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INTRODUGCION

En el proceso natural de los animales de fertilizacién interna la gameta
masculina es depositada en el tracto reproductor femenino en una solucién a la
que se denomina semen, con la finalidad de asegurar el arribo de
espermatozoides sanos ai sitio de fertilizacion y de esta manera poder preservar la
especie., por lo que el hombre desde la domesticacion ha venido alterando los
procesos naturales, desde privar a los animales de su libertad hasta manipular sus
genes, todo ello con la finalidad de proporcionarse a si mismo un modo de vida
mas confortable aungue no necesariamente sano. En el caso de la produccion
porcina se viene realizando seleccion genética que permite tener animales cada
vez mas prolificos, con mayor velocidad de crecimiento y con menores depodsitos
de grasa, para poder dar agilidad a este proceso de seleccion se emplea desde
finales del siglo XIX, la inseminacion artificial (Einarsson 1980).

A pesar de que la técnica de inseminacién artificial viene desarrollandose
desde hace mas de un siglo, la conservacion del semen presenta algunas
peculiaridades que han impedido hasta el momento su congelacion vy
descongelacion con resultados satisfactorios para la produccion, por lo que se
emplea diluido. En el mercado se encuentra una gran variedad de medios para
diluir el semen, sin embargo se siguen empleando de dos a tres dosis por hembra
por gestacion; sin duda alguna esto puede mejorarse en la medida en que se
conozca con claridad la funcién especifica de cada componente del semen.

El cerdo presenta un patrén eyaculatorio que puede ser continuo o en
ondas eyaculatorias, el semen presenta al inicio un color casi transparente
acuoso, que se va haciendo blanguecino y denso, para concluir la eyaculacion con
un liquido nuevamente casi transparente y poco denso, acompafiados de la
secrecion de gel cuya cantidad es mas abundante en la primera y tercera fraccion:
por su concentracion espermatica se conocen como pre-espermatica, espermatica
y post-espermatica (Einarsson 1980).

En los centros de coleccién de semen una practica comin es tirar las
fracciones pre y post-espermaticas, la primera fraccion esta contaminada por
bacterias, tiene baja cuenta espermatica y es rica en bacterias y la tltima presenta
una baja cuenta espermatica, por lo que mas que beneficiar la conservacién de la
dosis la dificultan (Wayne 2000). Sin embargo es necesario profundizar en el
conocimiento bioquimico de los componentes y caracteristicas del liguido seminal
de cada fraccion para ayudar a explicar porque en la inseminacion artificial se
requieren de dos a tres dosis para obtener un promedio de 8 lechones nacidos
vivos, mientras que en la monta natural es suficiente con un servicio. Aunque se
sabe que emplear las tres fracciones para preparar las dosis, disminuye el tiempo
de vida Gtil del espermatozoide (Decuadro-Hansen 1999), se desconoce si toda la
fraccion o solo alguno de sus componentes ocasionan este efecto.



ANTECEDENTES

ESPERMATOGENESIS
Es un proceso de diferenciacion de multiples pasos cuyo mayor cambio
involucra modificaciones sustanciales en la actividad génica y el rearreglo de Ia
estructura de la cromatina por el cual la espermatogonia del tallo celulars entra en
meiosis, produciendo finalmente una espermatide haploide, que experimenta una
complicada metamorfosis, dando origen a una célula morfologicamente muy
diferente, el espermatozoide(Fuentes-Mascorro, et al., 2000 a), esta en el cerdo

dura 39 dias. Cada especie tiene una forma especifica de espermatozoide (Poccia
1986).

La espermatogenesis se realiza dentro del tibulo seminifero, el cual esta
rodeado de tejido intersticial, donde se ubican vasos sanguineos, linfaticos,
nervios y las células de Leydig que son las productoras de andrdégenos:; una capa
de células mioides y material no celular que limita con la pared del tabulo,
formando la barrera hematotesticular. Al interior se ubican las células germinales o
del tallo celular, rodeadas por las células de Sertoli que les serviran de nodrizas, al
satisfacer sus necesidades nutritivas y hormonales, durante todo el trayecto hasta
su arribo a la luz del tibulo (Setchell, 1993; Sharpe, 1994) (fig 1).

El inicio de la espermatogénesis ocurre cuando una célula germinal al
dividirse por mitosis origina dos células hijas, una de ellas permanecerd como
célula germinal y la otra se diferenciara en una espermatogonia, la cual se
caracteriza por una forma diferente de nucleo y una reproduccion mitética intensa,
con lo que se inicia el desplazamiento hacia la luz del tibulo (Sharpe, 1994). La
mitosis de las espermatogonias presenta la peculiaridad de que no se realiza la
citocinesis, por lo que estas permanecen unidas formando puentes citoplasmicos,
la dltima mitosis se caracteriza por tener una fase G2 muy corta, dando inicio al
preleptoteno de la primera division meidtica, en este punto a la célula por
presentar un nucleo caracteristico se le denomina espermatocito primario, con un
complemento genético 4n. Se inicia una profase muy larga en la que se da el
entrecruzamiento y se forma el complejo sinaptotémico (Setchell, 1993). Al
separarse los cromosomas homdlogos se origina un espermatocito secundario con
un contenido cromosémico 2n, en la segunda parte de la meiosis se producen las

espermatides con un complemento cromosémico n, que en el cerdo corresponde a
19 cromosomas (Garner and Hafez ,2000).

La espermatide que ha concluido la meiosis es una célula esféricas de
tamafio pequefio que se encuentran en la parte luminal del epitelioc seminifero,
tiene un nicleo redondo situado en el centro de la célula, un complejo de Golgi
bien desarrollado y centriolos adyacentes; las mitocondrias se encuentran
dispersas por la periferia de la membrana plasmatica (Sharpe 1994). Para poder
adquirir la forma reolégica que le permita llegar hasta el sitio de unién con el
ovocito, se inicia el proceso de espermiogénesis el que probablemente sea la

reestructuracion celular mas impresionante de los mamiferos (Fuentes-Mascorro
et al., 2000b)




Fig. 1 La barrera hematotesticular, evita el
paso de sustancias del tejido intersticial, que se
forma de, a) vasos sanguineos, b) vasos linfaticos
y c¢) células de Leydig, hacia los tabulos
seminiferos, protegiendo a las células germinales
de cambios guimicos ( Setchell 1994).




Durante la espermiogenesis los centriolos migran hacia polos opuestos, con
el centriolo proximal migra el aparato de Golgi, en el cual se forman los granulos
proacrosomicos, que posteriormente se fusionan en uno solo, se extiende
adherido a la superficie del nlGcico de la espermatida, cubriéndose por una
delgada membrana de dobte pared que se adhiere estrechamente a la envoltura
nuclear, formando el acrosoma. El centriolo distal actiia como corplsculo basal
para los componentes axonémicos del flagelo que se alargan mas alld de la
periferia del citoptasma celular (Huh and Li, 1999).

Dentro de este citoplasma, los microtibulos se asocian y forman una vaina
cilindrica temporal, misma que se proyecta hacia la parte posterior del borde
caudal del acrosoma donde rodea al axonema, formando una estructura anular
flamada anillo. Este se forma primero cerca del centriolo proximal y después
durante el desarrollo subsecuente, se traslada a lo largo de la cola (Sharpe 1994).

Las mitocondrias previamente distribuidas en todo el citoplasma de la
espermatida, empiezan a concentrarse cerca del axonema y forman la pieza
media de la cola. Posteriormente se forman vainas fibrosas y las nueva fibras
gruesas que cubren el axonema. Las fibras gruesas parecen asociarse en forma
individual con los nueve pares de microtibulos del axonema y se continua con las
columnas en el cuello de la pieza de conexién de la espermatida. La vaina fibrosa
cubre al axonema desde el cuello hasta la punta de la cola. Las mitocondrias se

unen y forman la vaina continua que se extiende desde el cuello hasta el anillo
caudal (Sharpe ,1924}(Fig. 2).

Los cambios nucleares comprenden el reemplazo de las histonas por un
tipo de proteinas altamente basicas conocidas como protaminas, en el cerdo el
reemplazo es parcial, conservando el ADN de la periferia en estructura
nucleosomal, lo que facilitara su lectura inmediata después de la primera division
mitética del cigoto, el resto del material genético se acomoda en protaminas del
tipo | (Fuentes-Mascorro et al., 2000a,b). Conforme se incrementa el niimero de
enlaces disulfurc de las protaminas adyacentes, el ADN se condensa, al mismo
tiempo que los microtdbulos del anillo y la manchette, se desplazan arrastrando el
citoplasma hacia el flagelo, dando a el espermatozoide su forma caracteristica
(Fuentes-Mascorro et al., 2000b ; Cole et al., 1988).

Una vez adquirida la forma caracteristica del espermatozoide éste es
liberado a la luz del tdbulo, proceso al que se denomina espermiacion. Las
espermatidas alargadas que se orientan perpendicularmente a la pared tubular,
sobresalen poco a poco hacia la luz del tdbulo, en el epitelio de los tibulos queda
incluido citoplasma residual a través del cual estan conectados grandes grupos de
espermatozoides por medio de puentes intercelulares. El rompimiento del tallo da
por resuitado la formacion de la gota citoplasmatica en el cuello del
espermatozoide liberado (gota proximal) y se retienen los cuerpos residuales
interconectados. Después de la liberacion de los espermatozoides, los cuerpos
residuales son eliminados con rapidez por las células de Sertoli. Al parecer éstas
tltimas contribuyen al reciclaje de los componentes protoplasmaticos. Las células




de Sertoli no solo consumen los cuerpos residuaies restantes del proceso
espermatogénico, sino que también deben eliminar cantidades considerables de
células germinales degeneradas. Dado que el procesc de espermatogénesis es
relativamente ineficiente, gran nimero de celulas espermaticas potenciales se
degeneran antes de convertirse en espermatozoides (Garner and Hafez, 2000;
Sharpe 1994) (fig 3).
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Fig. 2 Espermiogénesis, proceso que se encarga de
la reestructuracién celuiar del espermatozoide. A)
formacion de los granulos proacrosomicos. B y D)
Formacion del acrosoma, D) remodelacion del nicleo de
esferoide a alargado y plano. E) desplazamiento del
citoplasma hacia la parte caudal del nicleo, rodeando la
parte proximal de la cola en desarrollo (Setcheil, 1993).




Fig.3 Las espermatidas alargadas se
orientan perpendicularmente a la pared tubular

saliendo poco a poco hacia la luz del tubulo
seminifero

Anatomia y fisiologia del espermatozoide

Los espermatozoides de los mamiferos estan formados principalmente por
tres componentes: cabeza, pieza media y flagelo. La cabeza esta constituida por
un nucleo, un acrosoma y por estructuras del citoesqueleto y del citoplasma. En el
nucleo del espermatozoide se encuentra la cromatina que estd altamente
condensada y su volumen es significativamente menor que el de las células
somaticas. La organizacion, cantidad de DNA y la composicién y arreglo de [a
nucleoproteinas son la caracteristica principal de los nucleos de los
espermatozoides que contienen unicamente una copia de cada cromosoma
{(células haploides)( Ward and Coffey 1991) . La mayoria de la proteinas del
nducleo que se asocian con el DNA de los espermatozoides de mamiferos son la
protaminas (Fuentes-Mascorro et al., 2000b).

El acrosoma se encuenira en la parie anterior del nucleo cubriendo la
cabeza del espermatozoide. Esta formado por un segmento apical, un segmento
principal, un segmento ecuatorial y una region postacrosdmica. El segmento
ecuatorial junto con el segmento anterior de la regidn postacrosdmica se fusionan
inicialmente con la membrana del ovocito durante la fecundacian. El acrosoma se



encuentra rodeado por una membrana y contiene enzimas hidroliticas que
permitiran al espermatozoide atravesar la zona peltcida del ovocito. La pieza
media o cuelle forma una placa basal que se une a la superficie posterior del
ndcleo. Contiene nueve fibras gruesas que se proyectan hacia atras a través la
mayor parte de la cola del espermatozoide. Estas vainas o fibras de mitocondrias
proporcionan la energia necesaria para el metabolismo de la célula. El flagelo
contiene un axédnema central el cual esta rodeado por una capa gruesa de fibras
extendidas desde la parte posterior de la cabeza hasta el final de 1a cola. El flagelo
dara la propulsidn necesaria para que el cruzamiento de la zona pelucida se vea

facilitado, permitiendo con esto el arribo del material genético del macho hasta el
ovocito (Gamer and Hafez ,2000) (fig 4).

La estructura del citoesqueleto esta localizada en tres regiones de la
cabeza del espermatozoide. El citoesqueleto subacrosomal, localizado entre el
acrosoma y el nlcleo. El citoesqueleto postacrosomal esta entre el nlcleo y la
membrana plasmatica posterior al acrosoma y el citoesqueleto y el citoesqueleto

para- acrosomal esta presente entre la punta anterior y la superficie convexa a la
membrana plasmatica de! espermatozoide.

Cabeza

Segmento
medio S

Anillo
citoplasmico

€=, Segmento
b3 principal

4
Segmento caudal

Fig.4 Espermatozoide, donde se observa, con su casquete acrosomico, cuello y la
cola en sus diferentes divisiones (Garner and Hafez 2000).
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Membrana plasmatica

La membrana plasmatica del espermatozoide esta compuesta de colesterol,
glicolipidas, conteniendo también altas cantidades de plasmalogenos, fosfolipidos
y otros lipidos de cadena alifatica poliinsaturada (Eddy and O Brien, 1994). Los
fosfolipidos fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina y fasfatidilcolina,
ocupan cerca del 70% de los componentes lipidicos de la membrana plasmatica
del espermatozoide en el cerdo (Gadella et al., 1999). Los esteroides son los
segundos lipidos mas abundantes con una relacion molar de colesterol/
fosfolipidos de aproximadamente 0.12 M. Estudios realizados con criofractura
muestran que la cantidad de esterol en la parte anterior del acrosoma es cuatro

veces mas que la encontrada en la region postacrosomal en los espermatozoides
de cabalio y toro (Eddy and O’ Brien, 1994).

La mayoria de los glicolipidos en los espermatozoides es el
sulfatogalactosilglicerolipido (SGG), el cual también se puede encontrar en
cerebro. El SGG se encuenfra tanto en tallo como en la cabeza del
espermatozoide. Un anticuerpo monocional de 8GG reacciona con el segmento
ecuatorial y pieza media de! espermatozoide vivo (Eddy and O Brien, 1994).

La relacion fosfolipidos proteina es de 0.68 en base al peso de la
membrana plasmatica del espermatozoide de cerdo, sugiriendo que la cantidad de
proteinas y lipidos en la membrana es aproximadamente la misma. Aungue es
posible que la relacion proteina/lipidos en varias partes de la membrana
plasmatica del espermatozoide es diferente entre ellas. Ademas los cambios que
ocurren durante la maduracion y capacitacion del espermatozoide podrian tener

efectos sustanciales en su composicion, sobre todo en las diferentes partes que
contiene (Eddy and O’ Brien,1994).

Asimetria de la membrana plasmatica.

En la membrana plasmatica la composicion lipidica de las dos caras de la
bicapa lipidica es marcadamente diferente. En la membrana plasmatica de
espermatozoide de cerdo la mayoria de las moléculas lipidicas que contienen
colina se encuentran en la cara exterior de la bicapa lipidica, mientras la mayoria
de los fosfolipidos que contienen un grupo amino primario terminal se hallan en la
cara interior. Puesto que las primeras presentan mas cadenas hidrocarbonadas
saturadas que las segundas, la asimetria en la distribucion de los grupos de la
cabeza estd acompafiada por una asimetria en la distribucion de las colas
hidrocarbonadas. Ademas la fosfatidilserina, de carga negativa, esta localizada en
la cara interior. Por consiguiente existe una importante diferencia de carga entre
las dos capas (Harrison and Miller, 2000).

Las moléculas lipidicas que presentan la asimetria mas marcada Yy
constante, en cuanto a la distribucién en la membrana plasmatica, pertenecen a
una clase de lipidos denominada glicolipidos, que contiene oligosacaridos. Estas
moléculas Unicamente se encuentran en la cara exterior de la bicapa, y sus grupos



azdcar quedan al descubierto en la superficie de la célula (Gadella et al.,. 1999)
(fig 5).

La formacion y mantenimiento de la asimetria de la membrana es
importante para sus funciones y por lo tanto para el mantenimiento del
espermatozoide. Los componentes estructurales de las bicapas se encuentra en
equilibrio. Dicho equilibrio es un balance de dos mecanismos. Primero todos los
fosfolipidos difunden sustancias pasivamente a través de la bicapa, a una
velocidad baja. Segundo los aminofosfolipidos son transportados activamente de
la cara externa de la membrana hacia la cara interna por la accion de una enzima
denominada translocasa de aminofosfolipidos dependiente de (ATP) y Mg®*, la
cual mantiene el equilibrio de la membrana (Harrison and Miller, 2000). Estudios
reportados con eritrocitos han podido demostrar que los aminofosfolipidos son
transportados desde la cara externa hasta la cara interna de la membrana por la
aminofosfolipido translocasa, y este movimiento es responsable de la distribucién
asimétrica de los fosfolipidos en los eritrocito, asi como en la membrana de
espermatozoide de cerdo (Schroit and Zwaal, 1991). Cuando en la [amina externa
de la bicapa aparece la fosfatidiiserina, ésta es rapidamente devuelta hacia la cara
interna por la translocasa de aminofosfolipidos. El movimiento de la cara externa
hacia la interna de |la membrana se denomina “flip” y el movimiento de los
fosfolipidos de la cara interna hacia la externa se denomina “flop” (Kuypers et
al..,19986). Los iones de calcio también tienen un importante papel en algunos

procesos fisiologicos por su habilidad para regular la estructura y funcion de las
membranas celulares.
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Fig. 5 Componentes de la membrana plasmatica, en su diferentes capas
lipidica.



MADURACION EPIDIDIMARIA

Una vez que la espermatogénesis finaliza, los espermatozoides se
mantienen completamente inmoviles y son transportados pasivamente desde los
tubos seminiferos hacia el interior del epididimo por secreciones liquidas gue se
originan en las celulas de Sertoli, auxiliado por secreciones procedentes de la red
testicular, por los componentes contractiles de los testiculos (células mioides y
capsula testicular) asi como por los cilios que revisten los conductos eferentes . Bl
transporte espermatico dentro y a través del epididimo no es producido por la
movilidad espermatica, comienza pasivamente siguiendo el flujo de las
secreciones, ayudado por el movimiento de los cilios del epitelio del lumen y las
contracciones del misculo liso del conducto deferente. El transito espermatico a
través del epididimo en el cerdo estd estimado aproximadamente 8,5 dias. El
tiempo de transporte de los espermatozoides a través del epididimo decrece cerca

del 10% a 20% cuando se acorta el periodo entre las eyaculaciones (Settchell
1993; Garner and Hafez, 2000).

Existen 5 eventos en la vida de un espermatozoide gue regulan su habilidad
para fertilizar un ovocito maduro. Primero, el espermatozoide debe completar su
maduracion dentro del epididimo, seguido inmediatamente por el segundo evento,
que es la adicion de factores de decapacitacion a su superficie de membrana. El
tercer evento es el transporte del espermatozoide dentro del tracto reproductivo
femenino después de la monta y eyaculacién. El cuarto y quinto evento son
procesos que ocurren en el tracto reproductivo femenino y preparan al

espermatozoide para ferilizar un ovocite, llamados capacitacion y reaccion
acrosomal (Parrish and First, 1993).

El epididimo (cabeza, cuerpo y cola), es el lugar donde los
espermatozoides sufren el proceso de maduracion cambiando, su patron de
movilidad y adquieren la capacidad de fertilizar, por medio de cambios
morfoldgicos, bioquimicos y fisiclogicos (Bellveé et al., 1993).

Primero el espermatozoide adquiere la capacidad para fertilizar un ovocito
durante su transito a través del epididimo. Durante éste periodo ocurren grandes
modificaciones en la membrana plasmatica del espermatozoide. Modificaciones
en cuanto a proteinas de la membrana incluyen tanto su aparicidn como
desaparicidn. El espermatozoide pierde su habilidad de sintetizar proteinas
durante la espermatogénesis. lLas nuevas proteinas que aparecen son
adicionadas por la interaccion del espermatozoide con el fluido epididimal. La
superficie del espermatozoide es también modificada por una redistribucion de
proteinas. Ademas de las modificaciones en cuanto a proteinas, también ocurren
cambios en cuanto a Ios lipidos en la membrana plasmatica. Esos cambios
incluyen alteraciones en la composicion de lipidos, en los coeficientes de difusion
de lipidos y restricciones aumentadas para la difusion dentro de la membrana. La
modificacion en la membrana plasmaética espermatica durante la maduracion
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epididimal regulan ia capacidad del espermatozoide de ser movil y la capacidad
del espermatozoide de unirse a la zona pellcida; dos puntos criticos para que el
espermatozoide sea fértil (Parrish and First, 1993). Los cambios pueden ser
principalmente las glicoproteinas que presenta modificaciones en la superficie de
la membrana plasmatica del espermatozoide durante la maduracion epididimaria,
sin embargo en el transcurso de los espermatozoides del epididima al.conducto
eyaculatorio se agregan las secreciones de las glandulas sexuales accesorias
que producen proteinas y se adhieren a la superficie del espermatozoide, para
posteriormente algunas de ellas se involucrarse en la fertilizacion (Gadella, 1996).

Otro cambio del espermatozoide en el transito, es la organizacion de la
cromatina involucrando pérdida de agua, enrollamiento de la protamina por
puentes de disulfuro y ademas reduccion sobre el volumen del nucleo
espermatico, asi como una completa restriccion de las facilidades para la
replicacion y transcripcion del DNA (Fuentes-Mascorro et al., 2000). También
sufre cambios en la cantidad de la gota citoplasmatica (citoplasma) que migra
desde la region del cuello hasta un sitio cercano al anillo citoplasmatico. La
presencia de la gota en una cantidad significativa de espermatozoides eyacuiados
es un indicio de inmadurez (Jonhson et al., 2000)

Los espermatozoides que han madurado en el epididimo son capaces de

moverse activamente, sin embargo ellos todavia no son capaces de fertilizar
ovocitos (Claus 1920).

LiQUIDO SEMINAL

Una vez concluido el paso por el epididimo, el espermatozoide debe viajar
por el conducto deferente, a su paso es acompafiado de sustancias ( cuadro 1),
que le proporcionan el medio ambiente adecuado para poder abandonar el tracto
masculino en las mejores condiciones de salud, facilitandole ademas la
sobrevivencia y desplazamiento dentro del tracto femenino, son agregadas en el
orden de aparicién de las glandulas que las producen en el caso particular del
cerdo la primer secrecién que se recibe es de las glandulas bulbouretrales,
seguido de las de las glandulas vesiculares vy prostata para finalizar con las
glandulas bulbouretrales (de Cowper) nuevamente (fig B).
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Cuadro. 1 Componentes del plasma seminal en el cerdo

Componente Concentracion

Volumen ] 250-500 {mb) .
Sodio p17-As (mM)
 Potasio 17-46(mM)

Calcio 1.5-4.6 (mM) “] -

Magnesio 2.5-24 (mM) N

Cloro 85-101 (mM)

Fosfato 0.4 (mM)

Fructosa 3.1-6.2 (mM)

Glucosa 0.06-0.3 (mM)

Inositol 100-134 (mM)

Ergotioneina 1.8-3.8 (mM)

Acido Citrico 29-32 (mM)

Acido Glutamico 2 (mM)

Fosfoglicerolcolina 4 (mM)

Fosfoglicerolinositol 0.26 (mM)

Arginina 0.01 (mM)

Protein 30 mg/ml.

(Hafez E. S. E. 2000; Settchell, B.P., et al 1994),
Glandulas. Enlfild!mo estlcuh:a
bulbo- 7 EE

3‘Cnnducto

18, Ydeferente
SR Prostata

Glandulas
vesiculares

Fig. 6 Anatomia de las glandulas sexuales
accesorias del cerdo (Sisson y Grossman, 1994).




E! plasma es el liquido donde los espermatozoides estan suspendidos en el
momento de la eyaculacion, proporcionando nutrientes y un medio para la
movilidad de los mismos (Waberski et al.,1994); dentro del tracto reproductor
femenino, el plasma favorece las contracciones uterinas, la relajacion del istmo
tubal y la modulacion inmune en el Utero. Algunos de sus componentes ayudan al
espermatozoide al momento de la fertilizacion del ovocito, principalmente las
proteinas que se unen a la membrana plasmatica del espermatozoide (Jonakova
et al.,1998). El liquido seminal también contiene sustancia que inhiben la
capacitacion. Entre los elementos decapacitantes presentes en el plasma seminal
se encuentran inhibidores de la movilidad, estabilizadores del acrosoma e
inhibidores de enzimas como ATPasa y la fosfolipasa A2. El plasma seminal
ejerce también un papel de protector antioxidante fundamental en el
mantenimiento de la integridad de los espermatozoide (Sanz et al., 2001).

El estudio de la anatomia de las gidandulas sexuales accesorias es
fundamental para comprender la composicion del plasma.

Glandulas vesiculares

Las glandulas vesiculares se encuentran en par, miden de 12 a 15 cm de
largo, de 5 a 8 cm de ancho y tienen de 4 a 5 cm de grosor, pesan entre 125 y 170
g cada una y se extienden dentro de l|a cavidad abdominal, son de forma
piramidal abarcando tres lades; el primer lado es que cubre la parte caudal de la
vejiga y el ureter, el segundo lado se encuentra cubriendo al conducto deferente y
el cuerpo de la prostata, el tercer lado cubre la parte craneal de la uretra y la
glandulas bulbouretrales como se observa en la Fig.6 Las glandulas vesiculares
tienen una estructura tubular y estan incluidas en una capsula de tejido fibroso
muy delgado. A partir de ellas emergen conductos de paredes muy delgadas que
convergen en un conducto excretor mas pequefio (Sisson y Grossman, 1994).
Estas glandulas presentan un epitelio glandular columnar simple. Los conductos
excretores estan revestidos por un epitelio columnar estratificado. Las
subdivisiones lobulares contienen una lamina propia de la submucosa que
consiste en un tejido areolar. Las glandulas vesiculares vierten sus secreciones al
conducto deferente por medio del conducto excretor. Teniendo las secreciones
una apariencia turbia (Sisson y Grossman, 1994) y formadas principalmente de
fructosa, en una concentracion de 3.1 a 6.2 mM (Settchell et al., 1994; Hafez,
2000}, este compuesto nutre al espermatozoide y le permite sobrevivir, se forma a
partir de la glucosa sanguinea en las vesiculas seminales y de un compuesto
intermediario llamado Sorbitol; en las glandulas vesiculares también hay presencia
se acido citrico [ 29 - 32 mM ] , ergotioneina [ 1.8 — 3.8 mM ] e inositol , este
altimo compuesto se forma en grandes cantidades [ 100-134mM ], hasta el punto
que se considera a las glandulas vesiculares del cerdo la fuente mas rica de
inositol. Las proteinas se encuentran a una concentracién de entre 80 y 112 mg /
mi (Hafez 2000; Setichell et al., 1994).
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Prostata

La prostataSe encuentra formada por cuerpo y parte diseminada. Ei cuerpo
mide 2.5 cm de ancho y cubre el cuello de la vejiga y uretra en su unién, esta
oculta por las glandulas vesiculares (Sisson y Grossman, 1994). La glandula
prostatica es una estructura tuboloalveolar, que esta revestida. pqr células
secretoras en configuracion cuboidal, estas células tienen vesiculas apicales que
indican una actividad secretora de tipo apdcrino, también hay presencia de
granulos acidofilos y gotas lipidicas. El cuerpo de la glandula esta formada por una
capsula de tejido conjuntivo blanco denso que es continuc con el tejido conjuntivo
areolar de la lamina propia de la submucosa. La parte diseminada forma una capa
que rodea la parte pelvica de la uretra y estd rodeada por un tejido conjuntivo
areolar en la lamina propia de la submucosa. Los principales productos de
secrecion de esta glandula son: enzimas glucoliticas, nucleasas, nucleotidasas y

enzimas lisosdmicas incluyendo proteinasas, fosfatasas y glucosidasas (Hafez,
2000).

Glandulas bulbouretrales

La glandulas se encuentran en par y miden aproximadamente 12 cm de
longitud y de 2.5-3 cm de ancho. Tienen forma ligeramente cilindrica y descienden
a los lados y sobre los dos tercios caudales de la uretra pelviana (fig 6). Estan
parcialmente cubiertas por una capa de muisculo estriade (m. Bulboglandularis) y
posee una superficie lobulada. Cada glandula tiene un conducto excretor que la
abandona en la parte caudal, perforando la pared dorsal de la uretra en el arco
Isquial y se abre en saco cubierto por pliegues de mucosa (Sisson y Grossman
1994), donde vierten sus secreciones de consistencia gelatinosa, las cuales estan
formadas principalmente de musina ( Hafez 2000; Settchell et al., 1994). La
musina es una glicoproteina, en la que el oligosacarido se enlaza por ta unién O-

glicosidica al aminoéacido Serina (Ser) o Treonina (Tre), como lo muestra la (Hicks
1988).

PROTEINAS EN EL LIQUIDO SEMINAL

Schellpfeffer and Hunter (1970} encontraron que las proteinas solo
contribuian en el 2.7% de la composicién quimica del plasma seminal . Y que en
su gran mayoria estas son producidas por las vesiculas seminales. Actualmente
se conoce que las proteinas son los principales componentes del liquido seminal y
que tienen importantes funciones como: mantienen la osmolaridad, nutren a los
espermatozoides, estan involucradas en el proceso de maduracion, capacitacion,
proteccion y en la unidén de los gametos (Zhu et al., 2000).

En 1970 Scnellpfeffer y Hunter clasificaron a las proteinas en tres grupos de
acuerdo a su origen y a su peso molecular: grupo 1, las proteinas que son
originadas en las vesiculas seminales teniendo en promedio un peso molecular de
55,000 Da; grupo ll, las proteinas de origen epididimal y en menor proporcién la
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participacion de glandula prostatica y glandulas bulbouretrales, que tienen un peso
molecular de 155,000 Da; grupo 1, proviene de las secreciones de epididimo en
menor cantidad que el anterior, teniendo un peso molecular de 34,000 Da.

Dostal y Veselsky en 1972 dividen a las proteinas en cuatro grupos
resultado de su paso por una columna de sephadex G-1 00, el primero.agrupa a
las que provienen de las vesiculas seminales, de la cola del epididimo y de la
prostata, con un peso molecular de al menos 150,000 Da, (el segundo grupo fue
para proteinas del suero sanguineo, el cual no fue tomado en cuenta). Et tercer
grupo son proteinas de vesiculas seminales, cola del epididimo v prostata con un
peso de 69,000 Da. En el cuarto grupo de 34,000 Da proveniente de vesiculas

seminales y prostata. El quinto de 12,000 a 14,000 Da provenientes de la cola del
epididimo y la prostata.

El avance de la tecnologia en materia de cromatografia de exclusion
permite hoy en dia obtener a las proteinas de acuerdo con su peso molecular
especifico y a través de estudios in vitro determinar su funcién, por lo que se les

asigna una nomenclatura acorde a la funcién que realizan, por o que las
describiremos de esta forma.

Espermadhesinas

Las espermadhesinas de cerdo son proteinas de la familia de las gue se
unen a carbohidratos. Entre ellas se encuentran fa AQN-1,PSP-| (Protein Seminal
Plasm), PSP-Il, AQN-3, AWN-1, AWN-2, pB1 estas son secretadas principalmente
del epitelio de las vesiculas seminales, exceptuando la AWN-1 la cual es
sintetizada por el tubulo recto y las células epiteliales de la rete testis. Segun
Calveteet al, (1995), las espermadhesinas representan el 80% de la proteinas
totales del fluido seminal ; y Yang (1998), encuentra que PSP | y PSP I,
representan el 50%.

Las espermadhesinas de cerdo se adhieren a la superficie del
espermatozoide en la capa del acrosoma, y tienen una importante funcién en la
capacitacion del espermazoide y la organizacion y union de los gametos (Parry et
al., 1992). Las proteinas del plasma seminal de bajo peso molecular, que se
originan en el epididimo y se adhieren al espermatozoide en su paso a través del
conducto deferente, son consideradas candidatos para ser el receptor de la unidn
primaria def espermatozoide a la zona pelicida (Capkova and Peknicova 1997).

Las espermadhesinas tienen afinidad o no a la heparina, y pueden tener un
efecto irreversible estimulando la descapacitacion o estabilizacion de la membrana
acrosomal del espermatozoide (Maxwell and Jonson, 1999; Jonakonva et al.,
1998; Calvete et al., 1997).
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Espermadhesinas que se unen a la heparina

Las cadenas de proteoglicanos parecidos a la heparina existen en el tracto
reproductor femenino, particularmente en el oviducto, en los fluidos foliculares y en
la matriz extracelular de las células del cumulus (Miller and Ax 1990). Sobre la
similitud de heparina con cadenas de proteoglicanos se realizaron estudios in
vitro (Sanz Libia et al, 1993), donde encuentran que la heparina se une a
receptores especificos localizados sobre la superficie de la cabeza del
espermatozoide y facilita la reaccion acrosomal, cuando se realiza la interaccion
espermatozoide con la zona pellcida del ovocito

Aigunas proteinas unidas a la heparina asociadas con el esperma son
originadas de plasma seminal y son denominadas colectivamente “factores de
capacitacion extrinsecos” (Florman and First, 1988 a,). La interaccion del
espermatozoide con la heparina inicia con efectos similares como los que hace la
interaccidén de espermatozoides con la glicoproteina 3 (Zp3) de la zona pelucida

del ovocito (aumento de ** Ca**y alcalinizacion intracelular)(Jonakova et al., 1998;
Florman and Babcock, 1991).

La familia de las espermadhesinas AQN, AWN y PSP |, interactan con la
zona pellcida, algunas tienen afinidad por la heparina y se unen a proteasas, se
sabe que esta capacidad de unién es dependiente de su glicolizacion (Jonakova
V., et. al.; 1998). AQN-1, AQN-3 y AWN, pertenecen a la familia de las proteinas
que se unen a los carbohidratos (Calvete et al., 1997, Solis et al., 1995), cubren la
superficie acrosomal del espermatozoide, juegan un papel importante en la
capacitacion de este, en el reconocimiento del gameto y su unién a la zona
peltucida (carbohidratos-proteina o proteina- proteina) (Calvete et al., 1997).

La AWN ha sido encontrada en la cubierta del espermatozoide de cerdo en

la unidn Gtero-tubal de cerdas inseminadas, lo cual sugiere que la AWN acompafia
al espermatozoide hasta el momento de la fertilizacion (Calvete et al., 1996).

Cuadro 2. Espermadhesinas unidas a la heparina

Heparina ala Proteina Peso de la
gue se une proteina (Kda)
BHB-2 DQH 13
BHB-3 AQN-1 13
BHB-4 AQN-2 14,16
BHB-5 AQN-3 12
BHB-6 HNK 14
AWN-1 16,17
BHB-7 AWN-1 14
BHB-8 AWN-1 14
P-70 70
BHB-9 ' AWN-2 16

{ Jonakova et. al.; 1998)
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La identificacion y secuencia de aminoacidos{aa) de las espermadhesinas
fue realizada por Calvete y Jonakova de forma independiente. La proteina AQN |
tiene una secuencia de 112 aa , AQN 3 tiene una secuencia de 116 aa y AWN
tiene una secuencia de 133 aa Calvete et al., 1995; Jonakova et al., 1998).

- -

La proteina DQH (también referida como pB1) (cuadro 3), ha sido
recientemente descubierta. Jonakova refiere un peso de 14 Kda. Sin embargo,
Piucienniczak refiere un peso de 54 kDa para esta misma proteina. Tiene una
secuencia de 130 aminoacidos. Se encuentra en la superficie del espermatozoide
y es homologa a las proteinas &cidas del plasma seminal del toro y del caballo
(Jonakova et al., 1998; Plucienniczak et al., 1999).

Cuadro 3. Secuencia de aminoacidos de pB1

MA[PIRILIGI|F[LILIWAIGV|S|V FILIP|LID/PIVINIGDIQHL|-|-]-]-][-[P[ERF/ L] T
-1-1-|PLAlLITIS|DIDIKIC VIF| P FI|Y|KIGN LIYIF[D CITIL[H D[S T Y[ Y[WC|s| Vv T| T
Y[YIMKIRWRIY|CIR S TID YA R CIAL|P|FI [F RIGKE Y|[D|s[c]I |[KEGS/V[F[sS|[K
YIWC PVITIPIN YD QDRIAIWR Y| C ; ;

Espermadhesinas que no se unen a la heparina

Las espermadhesinas que no se unen a la heparina estan presentes en el
plasma en forma de heterodimeros (PSP dimero) que son PSP | y PSP Il (Leshen,
et al.,, 1998), realizan la unién carbohidrato-proteina por lo cual también son
llamadas glicoproteinas, uniéndose a polisacaridos sulfatados (Solis, D., ef. al.
1898). La PSP | y PSPl son los mayores componentes del plasma, teniendo un
peso molecular de 13-14 Kda (Leshen et al., 1998; Rutherfurd et al., 1992) y se
encuentran involucradas en funciones reproductivas, como son, prevenir la

reaccion acrosomal y ademas presentan una funcién inmunosupresiva (Leshen et
al., 1998).

La proteina PSP-| tiene la capacidad de unirse a un gran ndmero de
proteinas como la «-caseina, IgA e IgG y B-galactosidasa (Leshin et al., 1998;
Kwok et al., 1993 a). Otros autores (Kwok et al., 1993 b) indican que la PSP-| tiene
ia funcion de prevenir una reaccion acrosomal prematura.

Algunas investigaciones sugieren que las PSP pueden estar involucradas
en la regulacion de la actividad inmune uterina en las siguientes formas:

1).- La PSP-l| se une a varias proteinas incluyendo las |gG e IgA (Kwok et
al., 1993 a);

2).- El plasma seminal porcino es un mediador potencial de ia inflamacion
del (itero después de la monta en el cerdo (Hadgisavas et al., 1994; Bischof et al.,
1994}, y
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3).- Muchas proteinas que componen el plasma seminal de diversas
especies son capaces de suprimir la actividad de los linfocitos in vivo e in vitro
(Franken and Slabber, 1981).

Estudios realizados por Kwok et al . (b1993) y por Leshin et al. (1998),
demuestran que las proteinas PSP por si mismas no son antigenos mifogénicos
para los linfocitos porcinos, pero tienen un efecto estimulante sobre la actividad
linfocitica iniciada por PWiM o por antigenos de la superficie de los linfocitos, por lo
que Yang et al., (1998), sugiere la posibilidad de que las PSP estén involucradas
en el mantenimiento de un medio ambiente estéril en el lumen uterino y en la
eliminacion de otros desechos celulares después de |a fertilizacion.

A la determinacion de las funciones de las PSP siguid la determinacion de
sus secuencias de aminoéacidos. El peso molecular de la proteina PSP | es de
11,982 Da vy tiene una secuencia de 110 aminoacidos (cuadro 4), la PSP 1l tiene

un peso molecular de 12,410 +. 8Da con una secuencia de 116 aminoacidos
(cuadro 5) (Calvete et al., 1995; Varela et al., 1997 )

La secuencia de aminodcidos de la PSP-I y PSP-ll son similares,
encontrandose zonas especificas que se unen a la zona pellcida 6 interaccionan
con la membrana del espermatozoide y que sirven para realizar la unidn
espermatozoide ovocito.

Cuadro 4. Secuencia de amincacidos de |la PSP

LDYHACGGRLTDDYGTIFTYKGGKTECVV\.TLQVDPIKY
KILILIVIS|I P TILINLIT CGKE| Y VIE|VILIE|GAPIGSIKSILIGK FI ClElG LS TL
NRGSS-I GMT I VIKIY|KIRID S|GH PA S PIYEI:I FILIRID S|Q G
Cuadro 5. Secuencia de aminoacidos de la PSP ||
AIRIIINGPDECGRV|I|KDTISGSI|SINTIDIRQK NLICTIWTi LMK/ P[D Q
KIVIRMATIPIYILINLIACIGKIE Y VIEVIFDIGLILISIGP: S Y GKILICAGAIAITV
FILISTIAINTIMTIIKIYINIRII[SIGN|S|SISPFLIIYFYGSISPGSEY

Proteina de 17 KDa.

La proteina de 17 kda es oftiginada en las glandulas vesiculares, se
encuentra en el plasma seminal y se adhiere a la superficie del espermatozoide
(Moos et al., 1992). La presencia de esta proteina tanto en el plasma como en los
espermatozoides fue demostrado utilizando como modelo membranas plasmaticas
de espermatozoides provenientes de la cola del epididimo, incubadas o no en
fluidos de vesiculas seminales, comparando las membranas del espermatozoide
sin incubar con la incubadas; se encontrd que grandes cantidades de proteina de
17 KDa son adheridas a las células espermaticas por la secrecion de las
vesiculas seminales (Moos et al., 1992).

Otros autores (Capkova and Peknicova, 1997) realizaron estudios con la
proteina de la superficie del esperma de 17 Kda denominada ACR3. Para esto
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incubaron ovocitos porcinos con el plasma seminal total o con la proteina ACR3
purificada. El resultado fue que se redujeron las uniones de ovocito-
espermatozoide. Estos autores reportan que la unién del espermatozoide de cerdo
a la zona peldcida de ovocitos porcinos decrece significativamente después del
tratamiento con plasma seminal o con ACR3 purificado. Por lo que se observd que
el plasma seminal puede tener efectos inhibidores para la union de.los.gametos.
Ademas la proteina de 17 KDa tiene una importante funcion en regular Ia
capacitacion del esperma vy la sobrevivencia de éste en el tracto genital femenino
(Capkova and Peknicova 1997}

Proteina anti-aglutinacion de 25 kDa.

La proteina antiagiutinacion estd presente en el plasma seminal, y se
produce en el epididimo en sus tres porciones. Fue determinada por
observaciones inmunohistoquimicas del espermatozoide, detectando la proteina
uniformemente sobre la regioén acrosomal y el segmento ecuatorial, en la pieza
media y en el tallo de algunos espermatozoides. La funcidén de esta proteina es
inhibir la aglutinacion de cabeza con cabeza de los espermatozoides, para que

pueda realizarse la capacitacion y con eila la reaccién acrosomal (Harayama et
al.,1999; Harayama et al., 2000).

Proteina de 100- 110 kDa.

|.a proteina de 100-110 kDa se origina en las vesiculas seminales (Kwok et
al., 1993) y tiene una funcién imnunosupresora que protege al espermatozoide del
atague inmunolégico durante el transporte a través del tracto reproductor
femenino. Su funcion es similar a la que desempefia la PSPI sin embargo la
diferencia de pesos molecular es muy grande, algunos autores (Kwok et al., 1993)
sugieren que existe la posibilidad que sea un agregado de la PSP |, pero adn no
es claro. La proteina de 100-110 kDa presente en el plasma seminal actla
previniendo un ataque inmunoldgico temprano por parte del sistema inmunologico
de la hembra conira el ovocito fertilizado. La adicion de esta proteina a la dosis de
inseminacion artificial en el cual el plasma ha sido diluido, puede mejorar la
protlificidad (Claus 1990).

Enzimas

Los espermatozoides de cerdo son muy sensibles a la oxidaciéon por
peroxidacion de lipidos (Brzezi'nska- ‘Slebodzi'nska et al., 18995). En un estudio
realizado utilizando ascorbato ferroso para inducir la peroxidacion de lipidos, se
encontrd que existe variacion estacional en la sensibilidad del semen de cerdo, ya
que durante el invierno hay una alta peroxidacion de lipidos y en primavera es muy
baja. Aun sin la intervencidn del ascorbato ferroso, el espermatozoide presenta
niveles altos de peroxidacion de lipidos (Brzezi'nska- "Slebodzi'nska et al., 1995).

La peroxidacion de lipidos es determinante en el tiempo de vida del
espermatozoide, afectando la preservacion de semen para la inseminacion
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artificial. kI proceso de peroxidacién induce alteraciones estructurales,
particularmente en la regidon acrosomal del espermatozoide, causando una
movilidad baja y un cambio en el metabolismo (Beconi et al., 1993). Para disminuir
estas alteraciones en el semen, existen enzimas en el plasma seminal
provenientes del epididimo, que tienen la funcién de prevenir el dafio oxidativo,

tales como catalasa, glutation peroxidosa y superdxido dismutasa (Williams, et al.,
1998).

FUNCIONES DEL LIQUIDO SEMINAL,

Como diluyente:

El plasma seminal al funcionar como diluyente y vehiculo para los
espermatozoides, tiene un efecto estimulante sobre fa movilidad espermatica en el
momento de la eyaculacién, esto se conoce como “efecto dilucidén * y es otorgado
por la presencia de sustancia como iones, cationes y proteinas de alto y bajo peso
molecular, las cuales son secretadas por las glandulas sexuales accesorias. Sin
embargo dichas sustancias no detienen el deterioro de los espermatozoide por un
tiempo prolongado, por lo que para la inseminacion artificial se utilizan
compuestos exdgenos incluidos en los diluyentes para interrumpir el dafio a la
membrana acrosomal espermatozoide; como los amortiguadores del pH,

principalmente el Citrato de Sodio y el Bicarbonato de Sodio (Maxwell and
Jonson,1999).

Los requerimientos de un medio de almacenamiento (6 diluyente) ya han
sido establecidos y fueron compilados por Watson (1990). Los factores
importantes del medio ¢ diluyente son el pH, potencial idnico y tipo de iones.
Sustancia antimicrobianas también son comUnmente incluidas en los diluyentes.

Los diluyentes tienen la funcion de prolongar el tiempo de vida del
espermatozoide, pero cuando se realiza una dilucion excesiva hay alteraciones en
la estructura y funcion del espermatozoide afectando la integridad de membrana y
disminucion en la tasa de fertilidad (Watson 1295). Para poder conocer el dafio en
el espermatozoide por dichas alteraciones se realiza la prueba in vifro de calidad
del esperma a través de la capacidad fertilizante, midiendo los parametros de
viabilidad, movilidad, morfologia acrosomal, integridad de la membrana, actividad
de enzimas especificas y la interaccion esperma ovocito {(Waberski et al., 1994).
Para prevenir el dafio de los espermatozoides ocasionado por la cantidad de
diluyente agregado al semen, se toma en cuenta tres importantes factores: A)
calidad del semen, B) concentracidon de espermatozoides por dosis en 1A, C)
cantidad y tipo de diluyente (Waberski et al.,, 1994). Sin embargo, algunos
diluyentes no son completamente aptos para prevenir futuros cambios esenciales
en el espermatozoide que pueden ocurrir en condiciones in vitro (Alexopoulos et
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al., 1996). Algunos de los cambios estructurales y bioquimicos de los
espermatozoides pueden dar como resultado una reduccion significativa en la
eficiencia para inseminar y capacidad para fertilizar (Korniewicz et al., 1996). Los
mecanismos moleculares responsables del deterioro del espermatozoide durante
el almacenamiento in vifro no estan claros. Los cambios estructurales en la
membrana del esperma asi como las propiedades de la membrana_son las

responsables del decremento en la habilidad para almacenarse y fertilizar células
{Lyczynski and Kolat, 1996).

Funcion del plasma en la fertilidad

La cerda es una especie politoca con ovulacion espontanea. La ocurrencia
del reflejo de la cerda de quedarse inmdovil al aplicarsele presion sobre el area de
la cadera es visto como el principal signo de ovulacién y se da al mismo tiempo
que la cascada de eventos fisioloégicos que tienen como fin la fertilizacion.

El plasma seminal adelanta la ovulacién de las cerdas aumentando las
probabilidades de fertilizacion. La infusion de plasma seminal en un cuerno uterino
adelanta la ovulacion en el ovario contiguo, actuando ademas como un promotor
del transporte pasivo de los espermatozoides y aumentando las contracciones
uterinas y la relajacion del istmo tubal (Waberski, 1996).

La PGF2a del liquido seminal una vez dentro del tracto femenino, pasa a la
arteria ovarica, se desplaza hasta el foliculo incrementando la cantidad de ella en
el liquido folicular y con ello provocando la ruptura de éste, de la misma manera el
estradiol incrementa la contractilidad del Utero con lo que se logran contracciones
de la pared que favorecen el desplazamiento de los espermatozoides a través de

los canales de subida del moco vaginal, ambos mecanismos favorecen la
fertilizacion (Claus,1990).

Se ha reportado una reduccion en la fertilidad de los espermatozoides de
cerdo después de exponerlos al liquido seminal, sin embargo también se reporta
un efecto favorable en la movilidad espermatica (Waberski et al., 1994 b, por lo
que la presencia o ausencia de ciertos componentes (probablemente proteinas) en
él, pueden ser los responsables de los efectos en la fertilidad de los
espermatozoides (Maxweli and Johnson 1999).

SEMEN

Se denomina semen al fluido que es eyaculado del tracto masculino de los
mamiferos, en el cerdo tiene un volumen promedio de 150-250 ml; del 20 al 30%
consiste de espermatozoides y el resto es fluido de las glandulas (Ax et al., 2000).

Por su apariencia se divide en tres fracciones; la primera es la fraccion pre-
espermatica con un volumen de 5-15 ml, de apariencia translicida y facilmente
identificable, mezclado con una sustancia gelatinosa Illamada “tapioca’,
proveniente principalmente de las secreciones de las glandulas bulbouretrales y
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préstata, la segunda fraccion es un fluido de coloracion cremosa y es dencminada
espermatica, mezclada con secreciones de las glandulas vesiculares y préstata,
la tercera es translicida, poco densa y mezclada con secreciones de glandulas
vesiculares y glandulas bulbouretrales (Einarsson, 1980; Ax et al., 2000).

El semen para fines practicos se ha manejado en fracciones. Se han
realizando diferentes estudios sobre la division del eyaculado. Johnson et al.,
(1981) lo dividen en tres fracciones, desechando la primer fraccion, la segunda |a
recolecto y la tercera la modifico al unirla con una parte de la fraccion 2 al
momento de la eyaculacion, obteniendo 2 fracciones de alta concentracion. Fraser
(1982} divide en cuatro fracciones al eyaculado, las tres primeras son divididas
como pre-espermatica, espermatica y post-espermatica y la ultima es solamente el
gel "tapioca”. En trabajos posteriores (Xu et al., 1996) dividen al eyaculado en tres
fracciones, observando que la primera y segunda fraccidon son la de mejor calidad
y concentracion, esto es porque al dividir el eyaculado desechan la porcidn pobre
en espermatozoides, y toma como primera fraccion el inicio de la segunda fraccion
(espermatica), la segunda fraccion para ellos es el intermedio entre la fraccion
espermatica y post-espermatica y por ultimo la tercera fraccion obtenida es la
restante fraccidn postespermatica, coincidiendo en esta uUltima con estudio
realizados por Einarsson (1980). Zhu J.et al (2000) toman este misma técnica para
separar su fracciones, y realizan fertilizacion in vitro obteniendo como resultados

que la primera y tercera fraccion tiene una alta tasa de penetracion en el ovocito
en relacion a la segunda fraccion.

La variabilidad e de las diferentes fracciones puede ser afectada por el
volumen total del eyaculado y su la concentracién de espermatozoides pueden
estar influenciadas por las edad, medioc ambiente, salud, proceso de coleccion del
semen, frecuencia de coleccidbn v raza. Estos factores pueden actuar
negativamente sobre la produccion espermatica del semental provocando cierfas
alteraciones cualitativas y cuantitativas repercutiendo a corto plazo en la
productividad del semental (Ax et al., 2000).

Concentracion espermatica y pH del eyaculado.
El eyaculado del cerdo generalmente se divide en tres fracciones, siendo la
segunda la que es mas (til, ya que es la qgue mas espermaiozoides contiene tanto

en total como por mililitro (Ciereszko et al., 2000).

El eyaculado del cerdo, en comparacion con otras especies presenta
caracteristicas diferentes, como puede observarse en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Comparacion de las caracteristicas del semen.

Toro Cerdo Carnero
Volumen {ml) 4 250 1.0
L o (2-10) (50-400) (0.2-3.0)
Color ___Blanco Turbio Cremoso
Consistencia Crema fluida 1) fluido claro Viscoso
2) gel en pequeia
cantidad
3) Fluido opaco
4) Gelengran
cantidad
pH 6.4-6.8 7.3-7.9 6.2-6.8
Concentracion mill/ml 1000 100 2000
Vida fértil in vitro Algo mas de 3 dias 1 dia 1-2 dias
Observaciones E! volumen eyaculado El fluido opaco es | La morfologia del
tiende a incrementarse rico en esperma puede

respecio a la edad
hasta los 5 afios
(ibvenes 2 ml y 5 afios

espermatozoides, la
segunda y la Ultima
fraccion contienan un

deteriorarse
ligeramente fuera
de la estacion de

6mh gel coalescente

como tapioca

cria

(Fraser 1982),
Cuadro7. caracteristicas normales del eyaculado de cerdo

Garner | Bearden 1995
2000
volumen (ml) 150-200 225
Concentracion (millones/ml) 200-300 200
pH 7.3-7.8 6.8-7.5

Tal como se observa en el cuadro 6, el volumen del eyaculado de! toro y del
carnero presenta una cantidad considerablemente menor en relacion al cerdo que

es inversamente proporcional a la concentracion espermatica en todas y cada una
de las especies anteriormente citadas.

En el semen humano se han hecho diversos estudios referentes a su
composicion y se ha encontrado que presenta sustancia especificas que se
encargan de balancear el pH, pero aun no hay nada claro sobre la presencia de
dichas sustancia en el semen de cerdo. En dichos estudios se ha observado la
presencia de estructuras membranosas con un didametro de entre 150 a 200 mm,
lamadas prostasomas; secretadas por la glandula prostatica, conteniendo grandes
cantidades de colesterol, esfingomielina, Ca™ , proteinas (algunas de las cuales
son enzimas) y pequefias moléculas que se cree, participan en la respuesta
inmune, la composicion del liquido seminal y la movilidad espermatica (Sanz et al.,
2001). Estudios anteriores plantearon que las prostasomas ejercen un efecto
protector sobre [os espermas frente a las condiciones de acidez de la secrecion
vaginal, incrementando los porcentajes de movilidad espermatica, sin afectar el
tipo de movilidad de estos (rectilineo) (Arienti et al., 1999). Este mismo autor
anteriormente observé que los prostasomas pueden fusionarse a los
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espermatozoides presentes en un pH acido de aproximadamente 4.5, pero esta
fusidn no ocurre con un pH de 7.5; la forma en que las prostasomas protegen a los
espermatozoides presentes en un semen de pH acido es modificando Ia
composicion de la membrana adicionando colesterol, esfingiomelina y
glicorofosfolipidos saturados, lo que proporciona mayor estabilizacion, previniendo
la reaccion acrosomal prematura (Arienti et al., 1998).

- -

Factores descapacitantes

Al momento de la eyaculacion, los espermatozoides pasan de un medio
ambiente estable benéfico en el epididimo a un medio ambiente agresivo en el
tracto reproductivo femenino. Los eventos que ocurren en ese momento (llamados
capacitacion y reaccion acrosomal) desestabilizan la membrana plasmatica del
espermatozoide y conducen finalmente a la muerte del espermatozoide si no
encuentra un ovocito. Para prevenir que estos eventos ocurran, factores
estabilizantes son absorbidos por la superficie del espermatozoide en el epididimo
y/o cuando el espermatozoide se mezcla con el plasma seminal. Esos factores,
conocidos como factores de descapacitacion, estabilizan la membrana plasmatica
del espermatozoide, previniendo la capacitacion prematura que puede ocurrir en el
tracto reproductivo masculino o femenino. Esos factores de descapacitacion se ha
demostrado que son glicoproteinas, esteroles y posiblemente lipidos. Al parecer
una proteina en el plasma seminal es absorbida por el espermatozoide in vitro y

produce la reaccion acrosomail inducida por la zona peltcida (Parrish and First
1993).

Este termino fue originado por Chang (1957) quien demostrd que los
espermatozoides que habian sido capacitados podian ser descapacitados por la
adicion de plasma seminal .

Sobre la presencia de factores de descapacitacién presentes en el plasma
seminal, se estudid in vifro la capacidad fertilizante de espermatozoides
epididimarios de cerdo congelados y se encontré que fue mejor que la de
espermatozoides de eyaculado completo. Este estudio demuestra la ausencia del
factor de descapacitacion en el epididimo, se sugiere que este factor puede ser
adicionado a los espermatozoides en el plasma seminal ( Rath and Nieman,
1997). Sin embargo, la presencia del plasma seminal incrementa la resistencia del
espermatozoide para sobrevivir al congelamiento y posterior descongelamiento,
observandose que cuando los espermatozoides de cerdo fueron descongelados
en presencia del plasma seminal previo a la inseminacion, su intervalo de
retencién en el oviducto fue mas prolongado, comparandose con [os que no
presentaban plasma seminal al momento de la descongelacién, encontrandose en
estos Ultimos aumento de dafio acrosomal, después del choque por frio (Maxwell
and Johnson 1999). El plasma seminal desempefia un papel importante en el
momento de la inseminacion artificial; ya que promueve el transporte pasivo del

espermatozoide y mejora las contracciones uterinas y relajacion del itsmo tubal
(Wabersky 1996).
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Transporte dei espermatozoide en el tracto reproductivo femenino.

El lugar donde el semen es depositado en la cerda es en el cérvix. El
movimiento del espermatozoide por el tracto reproductivo femenino después de la
deposicion de semen ha sido referido como transporte espermatico. Este ha sido
dividido clasicamente en dos fases, una fase rapida y una fase lenta sosienida. La
fase lenta sostenida puede ser ademas dividida por la adicion de una fase
oviductal de transporte espermatico. La fase rapida es caracterizada por
contracciones del tracto femenino que impulsan al espermatozoide a través del
Utero y hacia arriba del oviducto. Esta fase dura de 5 a 15 minutos después de la
deposicion del semen (Parrish and First, 1993).

Durante la fase lenta sostenida de transporte espermatico, los
espermatozoides se mueven del cérvix hacia el istmo del oviducto. En contraste al
transporte espermatico rapido, la fase lenta sostenida puede tomar horas.
Después de su entrada al Gtero, los espermatozoides involucrados en el transporte
lento sostenido rapidamente se unen a las células epiteliales uterinas. Muchos de
esos espermatozoide pueden después separarse y moverse hacia arriba de 2 a 3
centimetros del istmo cerca de la union Utero-tubal. Aqui se localiza el mas
importante reservorio espermatico en la hembras de mamiferos domésticos. La
restriccion de espermatozoides a esta region del istmo puede ser debido al medio
ambiente ionico del fluido del oviducto 6 a la unién del espermatozoide a las
celulas ciliadas del oviducto (Parrish and First, 1993).

La ultima fase del transporte espermatico es la fase oviductal. Esta
involucra movimientos del espermatozoide de la parte baja del istmo hacia la el
sitio de fertilizacion. Esta demostrado que los espermatozoide involucrados en la
fertilizacion se encuentran localizados en el reservorio espermatico del istmo antes
de la ovulacion en la vaca, cerda y oveja (Parrish and First, 1993).

CAPACITACION ESPERMATICA.

Los espermatozoides adquieren |a capacidad de fertilizar, después de haber
permanecido en el tracto reproductor femenino por un tiempo determinado de 6-
24hrs, y durante este lapso los componentes estruciurales del espermatozoide
cambian, a este proceso se le conoce como capacitaciéon (Claus, 1990).

En 1951 se observd que la fertilizacidon no ocurria hasta algunas horas (10-
12h) después de que los espermatozoides fueron colocados dentro del Gtero de
ratas y conejos. A este periodo de tiempo y a todos los eventos que le ocurren al
espermatozoide antes de la fusion del espermatozoide con el ovocito, se le llamé
capacitacion (Parrish and First, 1993).

El fluido del oviducto de animales en estro parece ser capaz de causar la

capacitacion, en bovinos, un glicoamincglicano parecido a la heparina presente en
las secreciones del oviducto induce la capacitacion de espermatozoides de toro.
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(Gadella et al., 1999; Parrish and First 1993). Por lo que este proceso no se realiza
en un punto exacto, sino a través de todo el tracto femenino.

El cambio inicial en la membrana espermatica durante la capacitacion se
propone es una remocion de las prcteinas periféricas de origen epididimal y/o del
plasma seminal, también llamados factores de descapacitacion (Tardif et al.,
1999). Si bien los cambios en la membrana espermatica son importantes para la
capacitacion, otros cambios en movilidad, metabolismo celular, niveles de cAMP e
tones intracelulares también ocurren y pueden estar directamente e indirectamente
relacionados con los cambios en la membrana piasmatica. El Gnico cambio visible
en el espermatozoide durante la capacitacidon es una alteracion en la movilidad
tanto /i vitro como in vivo que ha sido reportado en varias especies y que consiste
en movimientos de latigo del flagelo. Los cambios de la membrana también
afectan la permeabilidad idnica y subsecuentemente el medio ambiente
intracelular del espermatozoide, regulando la actividad enzimatica involucrada en
los movimientos del flagelo. De estudios realizados principalmente in vitro se
concluye que al parecer la capacitacion esta asociada con un incremento general
del metabolismo espermatico. Es posible que los cambios en la membrana
plasmatica del espermatozoide durante la capacitacion directamente requlen los
cambios en el medic ambiente ionico intracelular. En espermatozoides de bovino,
un aumento de Ca*" y un incremento del pH intracelular se ha reportado durante la
capacitacion. Esos cambios pueden también alterar la actividad enzimatica .El
calcio extracelular es requerido para completar la capacitacion, aunque también es
requerido para realizar la exocitosis acrosomal. La concentracion de calcio
intracelular aumenta durante la capacitacion mediada por una ATPasa
dependiente de calcio (lwamoto et al., 1992; Harrison et al., 1996).

En el plasma seminal existen proteinas para la capacitacién, las cuales son
de la familia de la heparina ligada a la espermadhesina (Calvete et al., 1997). Para
la descapacitacion existen factores en el plasma seminal que revierten la
capacitacion espermatica, y dan como resultado mayor cantidad de eventos que
previenen la fertilizacion. En un experimento se adiciond plasma seminal de cerdo
a espermatozoides previamente capacitados, posteriormente se pusieron en
contacto con ovulos in vivo, y se observd que el plasma reduce ios indices de
dvulos penetrados y poliespermia. Estos datos indican que los espermatozoides
capacitados asociados con plasma seminal reducen la capacidad de los mismos

para fertilizar al ovocito tanto en condiciones in vifro como in vivo (Maxwell and
Jonson, 1999).

REACCION ACROSOMAL

La reaccion acrosomal es un proceso exocitotico e involucra la fusion de la
membrana plasmatica del espermatozoide con la membrana acrosomal externa.
Los contenidos del acrosoma son entonces expuestos al medio ambiente
extracelular. Las enzimas en el acrosoma son activadas y ayudan al
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espermatozoide en su movilizacién hacia la zona pellcida. La reaccion acrosomal

es visible inicialmente en micrografias electronicas por la aparicion de pequefias
vesiculas (Parrish and First 1993)

La reaccion acrosomal es un proceso fisiologico natural que se presenta en
el espermatozoide despues de la capacitacion. Mientras que la capacitacion es un

proceso reversible, la reaccion acrosemal es un proceso irreversible (Harrison and
Miller 2000).

En los espermatozoide capacitados de la mayoria de las especies puede
inducirse la reaccion acrosomal por zona pelucida solubilizada y/o intacta. En
espermatozoides de algunas especies como el hamster puede inducirse la
reaccion acrosomal por células del cumulus. La mayoria de la informacién sugiere
que la reaccion acrosomal ocurre en la zona pellcida (Parrish and First 1993).

lLos eventos moleculares exactos de la reaccion acrosomal aln no estan
claros, solo el hecho de que es absolutamente dependiente de Ca ?*. La fusion
entre la membrana plasmatica y acrosomal externa, comienzan en un area
limitada entre el borde y segmento ecuatorial y anterior del acrosoma y continla
extendiéndose de lado por enzima de la cabeza. Esto produce una
desestabilizacion del capuchon acrosomal y la liberacidon del contenido acrosomal.

La liberacion de enzimas facilita la penetracion del espermatozoide a la zona
pelicida (Bucker et al., 1995).

Se ha demostrado que existen diferencias importantes en la concenfracion
espermatica relacionado con la raza de cerdos . en un estudio en el que se
comparo6 el efecto de la raza sobre la concentracion espermatica, estudiando las
razas Landrace, Pietrain y una cruza de Pietrain-Duroc, se determind que la que
presenta mayor concentracion espermatica es la raza Pietrain con 547.8 millones
por mililitro, seguida de la cruza de Pietrain-Durcc con 467.8 millones por mililitro,
y por Gltimo la raza Landrace con 373.9 millones por mililiiro. De este estudio
puede concluirse que existe una marcada diferencia respecto a la concentracion
espermatica determinado por la raza de la cual se ha extraido el semen
(Ciereszko, A.; et. al. 2000).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Algunas Investigaciones reportan que los cerdos presentan un eyaculado
en tres fracciones: preespermatica, espermatica y postespermatica (Einarsson
1980). El plasma seminal de estas fracciones contiene varios componentes, entre
ellos se encuentras las proteinas que pueden participar en la movilidad el
espermatozoide, capacitacidon, descapacitacion y fertilizacion del ovocito. Las
espermadhesinas son el principal grupo de proteinas presentes en el plasma

seminal y estan involucradas en la prevencion de la reaccién acrosomal prematura
(Zhu et al., 1999).

Se ha demostrado que un péptido promotor de la fertilizacion esta presente
en la prostata de los mamiferos en altas concentraciones y se encarga de
aumentar el potencial de fertilizacion de los espermatozoides. Al menos dos
factores inhibidores de la motilidad espermatica fueron identificados y purificados
del semen porcino. En el eyaculado porcino, se ha descrito un grupo de proteinas
que se unen a la zona pelucida del ovocito (ZPBP, 16-23 kDa). Masuda et al.
(1979) citado por Zhu et al., 1999 ) que tienen concentraciones variables, asi
como de acido citrico y zing, los cuales posiblemente estan relacionados con la
actividad de agiutinacion del plasma seminal (Zhu et al., 1999).

Un parametro importante del plasma seminal es el pH, que tiene efectos
sobre el espermatozoide. En un estudio se encontré que los espermatozoides en
un medio de pH 6.0-8.5 se obtienen porcentajes aceptables de movilidad; y en

medios de pH por debajo de 6.0 la movilidad se reduce de un 20 al 100% (Makler
et al. 1981).

DPurante el coito de los animales de granja, el tracto femenino recibe el
eyaculado completo del semental, sin embargo, en cerdos, durante la 1A una
practica comun en el campo es tirar la primera y tercera fraccion del eyaculado,
perdiendose con ello aproximadamente el 30% de las células espermaticas, esta
practica se ha hecho de manera cotidiana sin tener fundamento de los beneficios o
periuicios del uso de las tres fracciones. En la literatura se carece de informacion
sobre la composicion quimica de cada una de ellas que pudieran orientar la
decision sobre su uso.

Sin duda, el pH y las proteinas del plasma son de los elementos mas
importantes para dotar al espermatozoide de un medio optimo para su nufricion,
transporte, supervivencia y capacidad fertilizante , por lo cual en este trabajo
pretendemos contribuir al estudic de estos dos elementos quimicos en el plasma
seminal de las tres fracciones asi como la composicion y participacion que estos
tengan sobre las caracteristicas espermaticas en cuatro razas de cerdos .
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OBJETIVO GENERAL:

Conocer el efecto del pH y la composicién de la proteina de cada una de las
tres fracciones de eyaculados de cerdo, sobre la concentracion de
espermatozoide, viabilidad, morfologia e integridad acrosomal de los

espermatozoides, asi como las posibles variaciones que al respecto se tengan por
efecto de raza.

OBJETIVOS PARTICULARES:

-Evaluar los parametros espermaticos, concentracion espermatica,
viabilidad, morfologia e integridad acrosomal de cada fraccién del
eyaculado en cuatro diferentes razas de cerdos.

-Medir el pH de cada fraccion de eyaculado en cuatro razas diferentes.

-Determinar la concentracion proteica y establecer el patron

electroforético de cada fraccion de liquido seminal del eyaculado en cuatro
diferentes razas.

-Evaluar el efecto de la composicion quimica de! eyaculado sobre la
caracteristicas espermaticas

-Evaluar el efecto de la raza sobre la composicion quimica del
plasma seminal y las caracteristicas espermaticas

HIPOTESIS:

Los parametros espermaticos de cada fraccion dependen de la composicion
del liquido seminal y la raza del Cerdo.
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MATERIAL Y METODOS
Material Biolégico:

Se utilizaron cerdos sanos de raza pura y fertilidad probada, provenientes
de centros de inseminacion artificial de los estados de Pueblas, Hidalgo-México y
Distrito Federal. Los eyaculados incluidos en el estudio fueron aquelios con
movilidad mayor al 75%, color y olor “sui generis”. En total se emplearon 10
eyaculados de las razas Duroc, Yorkshire y Landrace y 9 Hampshire.,

OBTENCION DE EYACULADOS
Empleando la técnica de la mano enguantada (Einarsson, 1980), se colecto
cada fraccion del eyaculado en el termo correspondiente, las primeras gotas no

fueron colectadas, para evitar contaminacion bacteriana.

El referente visual de separacion es:

Primera fraccion: Liquido claro, poco denso acompafiado de gel, cuando se
empieza a perder la claridad del liquido se retird el termo.

Segunda fraccion: Una vez que el eyaculado es un liquido lechoso y denso
se colectd aproximadamente 10 ml

Tercera fraccion: Cuando el eyaculado se vuelve a tornar claro, poco denso
y se iincrementa la cantidad de gel se colecté hasta que concluye la eyaculacion.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

EYACULADO
FRACCIONADO

pH SEPARACION DE
ESPERMATOZOIDES
Y LIQUIDO SEMINAL

EVALUACION

CONCENTRACION
VIABILIDAD
MORFOLOGIA
INTEGRIDAD ACROSOMAL
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Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y obtenidos a través

de Sigma Chemical Co., JT Baker SA de CV., Merk Chem Co., Bio-Rad
Laboratories, ICN Flow y Boehringer.

DETERMINACION DE pH

v e
‘-‘\

- Azul de bromotimol
S uf de semen Solucion indicadora de pH

Mezcla en portaobjetos con
fondo blanco

Lectura por comparacién con el
patron de referencia

En un portaobjetos colocado sobre un fondo blanco, se colocan oul de
semen y 5t de azul de bromotimol, se mezclan con ayuda de ia micropipeta y se

compara el color obtenido de la mezcla contra el patrén de referencia y se registra
el pH.

El azul de bromotimol 3-3' — dibromotimol sulfonftlaleing Cz7 Hag Brz O5 S,
se utiliza como indicador de PH. que cambia de color desde amarillo a un pH de 6

hasta azul a un pH de 7.6, Se prefirid su empleo a el de tiras indicadoras ya que
este reactivo permite lecturas con incrementos de 0.1.

CONCENTRACION ESPERMATICA
(Manual de la OMS 1989)

Semen fraccionado

AL
Pipeta de glébulos blancos 0.1

Llenado total con ﬂ'luyente MR-A

Mezcla con vortex 1°

U

Deposicidn en Heﬁocitémetro

Conteo a 100x en microsconio éntico
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Se llené la pipeta de gldbulos blancos hasta la marca de 0.1, con diluyente
MR-A se finalizo el llenado, se tapo con parafim los extremos de |a pipeta y se
colocd en el vortex 1’ en agitacion, al finalizar se retiro el parafilm, dejando
escapar las primeras gotas y se realizd el llenado de |as camaras del
hemocitdémetro, se contaron en el microscopio optico bifocal con un lente objetivo
a 100x, se sumaron los datos obtenidos de las dos camaras se dividen-entre dos
y se multiplican por 10°%. En fracciones Muy concentradas se hizo una dilucion
empleando un diluyente comercial MR-A (Kubus S.A. Espana).

EVALUACION DE VIABILIDAD

Tincién supravital eosina - nigrosina
(Manual de la OMS 1989)

4 11l =emen , 2ul Fnsing l
[

Portaobjetos
mezcla reposo 30”

Conteo de 200

espermatozoides en
camnng al azar Ay

En un portaobjetos se colocaron 4ul de semen, se mezclaron con 2 Ml de
eosina y se dejo reposar por treinta segundos, adicionando 4ul de nigrosina, se
mezclo y se realizd un frotis, que se seca al aire. En el microscopio optico se
cuentan 200 espermatozoides en campos al azar con el objetivo de 40X,
considerandose como muertos aquellos que presentan una coloracion rosa y vivos
los que permanecen traslGcidos.

EVALUACION DE MORFOLOGIA
{Manual de la OMS 1989)

20 L Semen

Frotis
Fijar con calor
Conteo de 200

Espermatozoides en
Campos al azar 40X
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En un portaobjetos se colocaron 20 yl de semen, se hizo un frotis que se

fijo con calor y se evaluaron al microscopio contando 200 espermatozoides en
campos al azar

- e

EVALUACION DE INTEGRIDAD ACROSOMAL
(Chun-Xia and Zeng-Ming 2000)

200 pl semen

500xg
167

Resuspender botdn
Amortiguador de Fosfatos 0.15 M pH 7.4

500x g
107

Resuspender botén
Amortiguador Fostaftos 0.15 M pH 7.4
3.7% paraformaldehido

!

Reposar 30’

v

Realizar frotis

Tefiir con azul de Coomasie R-250 0.25% 5°

v

Retirar el exceso agua destilada

v

Secar a la intemperie

v

Evaluar microscopio de contraste de fases 100 x

Se centrifugaron 200ul de semen a 500 x g 20", el precipitado se lavd 2
veces con amortiguador de fosfatos durante 10”, resuspendiéndose finalmente en
100ul de amortiguador de fosfatos y formaldehido 3.7%, se dej6 en reposo durante
30 minutos, se hace un frotis, se secé al aire y una vez seco se tifié con Azul de
Coomasie durante 5 minutos, se lavé con agua destilada y una vez seco se evalu6
en microscopio de contraste de fases, se contaron 200 espermatozoides en
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campos al azar, donde se observd claramente t

efiidos de azul los acrosomas
intactos.

OBTENCION LIQUIDO SEMINAL
(Rozeboom., et al, 1999)

Semen

400x g 107

A4
Sobrenadante

1700x ¢
v 25" 2x

Transportar sobrenadante 4°C

; )

Almacenar sobrenadante —20° hasta
SU USo

El semen se centrifugd a 400 x g durante 10°, para retirar los |
espermatozoides, se clarifico centrifugandolo dos veces a 1700 x g 25’ y se d
transportd a 4°C al laboratorio donde se almaceno a —20°C hasta su uso.

DETERMINACION DE PROTEINAS
(Lowry et al., 1951)

Curva estandar
Albumina 300 pg / ml

Sul de liquido seminal
Llevar el volumen a 200 ul Agua destilada hervida

1000 1l de Solucion 3
NaOH 0.IN Na , CO, 2% Tartrato Na, K 0.02%

Incubar 107
100p:1 CuSQ, 0.5%
Incubar 15°

Leer 550 nm
Espectrofotémetro Beckman Du 350




A cada cerdo del estudio se le hizo su curva estandar, en la que se
agregaron 5 pl de liquido seminal, para determinar por su lectura a 500nm, la
concentracion de proteinas de la muestra

PRECIPITACION DE PROTEINAS N
@Rutherford et al. 1992)

500u1 liquido seminal

precipitar con solucion saturada
Sulfato de amonio (v/v)

18,000x g
457

resuspender precipitado
dos volimenes de acetato de amonio 10 mM pH 5.5

v

Almacenar a —20°C hasta su empleo

Se tomarén 500l a la que se le agrego una soluciéon concentrada de sulfato
de amonio v/v, se centrifugd a 18,000 x g 45”, se descarto el sobrenadante y se
resuspendieron en dos volimenes de Acetato de amonio 10mM pH5.5, con vortex
y se almacend a —20°C.

DETERMINACION DEL PATRON ELECTROFORETICO DE PROTEINAS
(Sambrook 1989)

Preoparar un gel al 15%
\

Colocar las muesiras

Correr en Tris-glicina
125 vcits 1hr

Tefiir con azul de Coomasie
Desteiir

Fotografiar en un System 15-1000 (Alpha Innotech
Corporation

Elaborar el patrén de acuerdo al peso molecular

Se preparé un gel de acrilamida al 15%, donde se colocaron 5 ug de las
proteinas de liquido seminal que estaban resuspendidas en Acetato de amonio, se
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corrieron en Tris-glicina a 125 volts durante una hora, empleando el marcador de
peso Bio-Rad 161-0317 con un rango de peso molecular 6,500 a 200,000
Daltones. Al concluir 1a corrida se tifio con azul de Coomasie, destifio y fotografio

el gel en un Analizador de imagenes System 15-1000 (Alpha Innotech
Corporation).

Se imprimié la imagen empleando el programa Microsoft Photo Editor, se
midieron los centimetros de desplazamiento de las bandas de los pesos
moleculares y se hizo un coeficiente de correlacidon entre el logaritmo del peso
molecular y los centimetros de migracion, se intrapolaron los centimetros migrados
por las bandas del liquido seminal, se calculo el antilogaritmo, para conocer el
peso molecular aproximado de las proteinas que integran cada fraccion.

Con los pesos moleculares calculados se hizo el patrén de la fraccion y de

la raza, se realizaron graficas comparativas de los patrones de proteinas por
fraccion, raza e interracial.

Los resultados se analizaron estadisticamente usando el siguiente-modelo:
Yij = u + Ci + 2j

Donde:

Yij = Variable dependiente (Pardmetros del liquido seminal y espermaticos)
W = Media general

Ci = i-esimo efecto de la categoria

ij = residuo Nniid (o, ¢°€)

Se trato de un modelo con datos desalineados (n es diferente en cada
categoria) y la prueba de comparacién de medias es la de Tukey (o= 0.05).

Para realizar el analisis se empleo el paquete estadistico SysStat.

Tomando en cuenta que la segunda fraccion es la que mayor concentracion
espermatica, presentando una aita variabilidad en los datos obtenidos, por lo que
se clasificaron en concentraciones altas, medianas y bajas de acuerdo a una
distribucion normal (distribucion Z).

Z=(xi—x)
s

Donde:

Xi= es cada evento

x= media grupal

s= desviacidn estandar

Los cerdos de alta concentracién tienen valores > 0.43, cerdos con valores
de 0.43 hasta —0.43 se consideraron de concentraciones media y cerdos con
valores a —0.43 se consideraron de concentracién baja.
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RESULTADOS

Se emplearon las siguientes abreviaturas para facilitar la presentacion de
las tablas y graficas:

Fraccion 1 del eyaculado o pre-espermética = F1
Fraccién 2 del eyaculado o espermatica = F2
Fraccion 3 del eyaculado o post-espermatica = F3
Espermatozoide = Epz

Concentracion = Conc

Normales = Norm

Integridad Acrosomal = Int A

Gota citoplasmica = Gota

Cola doblada = C/d

Sin cola = S/c

Potencial de Hidrégeno = pH

Las unidades de medida empleadas fueron las siguientes:

Volumen = ml

Concentracién espermatica = millones de espermatozoides por mililitro

Los parametros normales, Integridad acrosomal, Gota citoplasmica, cola doblada y
sin cola estan expresados en porcentajes.

El Potencial de Hidrégeno esté expresado en escala de 1 a 14

El volumen del eyaculado esta expresado en mililitros y representa el volumen que
se colecto y no el volumen total de Ia fraccion.

En las tablas y graficas los colores empleados son los siguientes:

Raza Duroc

Raza Hampshire B

Raza Landrace

Raza Yorkshire ==
Fraccién 1 —]
Fraccion 2 ==

Fraccién 3

De tal manera que la combinacién Debe leerse Raza Yorkshire

Fraccion 2
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En este capitulo se presentan las tablas y graficas correspondientes a medias y
desviaciones estandar, los concentrados de datos se encuentran en los anexos.

PARAMETROS ESPERMATICOS

Concentracién espermatica millones de Epz / ml
Raza Fraccion| Media Desviacion
estandar
DUROC 1 419.05 533.46
n=10 2 763.65 606.57
3 53.75 70.8
HAMPSHIRE 1 83.89 66.95
n=9 2 281.72 193.23
3 152.72 351.04
LANDRACE 1 41.25 43.89
n=10 2 522.15 486.95
3 39.9 46.85
YORKSHIRE 1 174.3 162.49
n=10 2 792.5 809.37
3 133.95 123.04

Concentracion espermatica millones de Epz / ml

1600 T
1400
1200

1000 T

800

600

millones epz / ml

400

200

e

-_ = 2| = = E = =
5375 8385 28172

419.05

763.65 15272 4125 52215 399 1743 7925 133.95

Gréfica 1 Distribucion de la concentracién espermatica. En todas las razas la fraccion 2 es la de
mayor concentracion espermatica. Ademas puede apreciarse que la fraccion 1 de la raza Duroc
presenta una concentracion elevada, siendo aun mayor que la fraccion 2 de la raza Hampshire. No
se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los grupos.



PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES VIVOS

Raza Fraccidon| Media Desviacion
estandar

DUROC 1 87.45 22.31
n=10 2 91.2 9.7

3 87.74 30.92
HAMPSHIRE 1 75.67 37.15
n=9 2 95.83 2.96

3 98.33 1.9
LANDRACE 1 80.3 29.8
n=10 2 90.8 11.1

3 85.5 22.44
YORKSHIRE 1 88.65 12.15
n=10 2 87.3 11.67

3 89.75 8.85

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES VIVOS

120

100 -

80

.

il

! I‘|I

60 1

porcentaje

40 -

P

20 | E 1

.ﬂfﬂ
I

90.25 954 95.35 82 8730 97.61 80.3 90.8 85.5 88.65 873 89.75

Grafica 2 La grafica no muestra diferencias significativas en cuanto a viabilidad con respecto a la
fraccion y la raza, lo que significa que todas las fracciones presentan espermatozoides de la misma
calidad.
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120

100

80

60

Porcentaje

40

20 -

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES NORMALES

90.25

Raza Fraccién| Media Desviacion
estandar

DUROC 1 90.25 10.99
n=10 2 95.1 4.98

3 95.35 5.17
HAMPSHIRE 1 82 3.13
n=9 2 97.39 2.2

3 97 .61 2.12
LANDRACE 1 84.45 16.97
n=10 2 89.2 10.43

3 86.55 15.21
YORKSHIRE 1 89.5 18.12
n=10 2 92.05 13.98

3 95.95 5.01

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES NORMALES

L IIH| ‘

95.1 95.35 82

=r=fica 3 No existe diferencia en el
‘mZ=pendientemente de la fraccion.

97.39 97.61 8445

89.2 86.55

i

89.5

T

92.05 95.95

porcentaje de espermatozoides normales en cada raza,

W

B




PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES CON INTEGRIDAD ACROSOMAL

110

100

90

80 A &

70

60

50

Porcentaje

Raza Fraccidon| Media Desviacion
estandar

DUROC 1 95.55 4.06
n=10 2 96.8 3.17

3 94.1 478
HAMPSHIRE 1 93.22 8.7
n=9 2 96.94 2.01

3 96.91 2.02
LANDRACE 1 82.35 19.71
n=10 2 94.4 586

3 92.85 6.09
YORKSHIRE 1 95.85 416
n=10 2 97.7 1.32

3 94.85 2.8

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES CON INTEGRIDAD ACROSOMAL

95.55

=
=
5
£
%
;
£
E
£
H
=
=
=
£
%

96.8 94.1 93.22

96.04 9691 8235

i

94.4 92.85

i
1

i

95,80 977 9485

Grafica 4 Los espermatozoides de las tres fracciones, presentan similitud en cuanto a valores de
integridad acrosomal.
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PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES QUE PRESENTAN GOTA
CITOPLASMICA

Raza Fraccion| Media Desviacion
estandar

DURQC 1 5.2 10.7
n=10 2 2.8 4,84

3 0.85 1
HAMPSHIRE 1 5.61 13.42
n=9 2 1.94 2.44

3 1.44 1.88
LANDRACE 1 6.5 13.54
n=10 2 3 2.4

3 2.7 3.04
YORKSHIRE 1 6.15 13.47
n=10 2 3.8 11.84

3 0.9 1.91

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES GOTA CITOPLASMICA

20 - -
18
o -
14
12

10

Pocentaje

-

27 6.15 3.8 0.9

Grafica 5, Aunque no hay diferencias significativas existe tendencia a disminuir la presencia de
gota citoplasmica, conforme se avanza en la fraccién igual en las cuatro razas.
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PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES SIN COLA

Raza Fraccion| Media Desviacion
estandar

DUROC 1 2.25 5.1
n=10 2 0.65 2.06

3 0.3 0.54
HAMPSHIRE 1 8.89 26.11
n=9 2 0.39 0.82

3 0.44 0.68
LANDRACE 1 145 1.58
n=10 2 1.2 2.08

3 1.95 1.99
YORKSHIRE 1 0.65 2.06
n=10 2 4.35 12.55

3 1.3 2.18

35 T

30
25 |
[RPTR
g
==
0]
g &
& 15
!
10 4
5.
i3
225 065 03 889 039 044 115 12 195 065 435 13

Srafica 7 La razas Duroc y Hampshire en la primera fraccion presentan los porcentajes més altos
2= espermatozoides sin cola y las razas Landrace y Yorkshire en la tercera fraccion, sin embargo
Zadas las desviaciones estandar tan elevadas no se aprecian diferencias significativas
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8.2 5

PARAMETROS DEL LIQUIDO SEMINAL

pH DEL LIQUIDO SEMINAL

Raza Fraccion Media Desviacion
estandar
DURQC 1 7.57 0.35
n=10 2 7.26 0.49
3 7.16 0.41
HAMPSHIRE 1 7.41 0.53
n=9 2 7.29 0.46
3 6.95 0.22
LANDRACE 1 7.56 0.61
n=10 2 7.28 0.45
3 7.21 0.65
YORKSHIRE 1 7.43 0.49
n=10 2 7.04 0.17
3 6.99 0.38

| NI
R —— i 1

Ii

7.43 7.04 6.99

=rafica 8 Se nota una tendencia a disminuir el pH, conforme al nimero de fraccion.
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CONCENTRACION DE PROTEINAS EN mg / ml

Raza Fraccion| Media Desviacion
estandar

DUROC 1 5.89 7.45
n=10 2 15.43 33.02

3 538 2.36
HAMPSHIRE 1 4.86 1.91
n=9 2 5.76 1.89

3 5.25 2.41
LANDRACE 1 3.22 2.0
n=10 2 3.28 1.68

3 4,21 1.76
YORKSHIRE 1 3.36 1.85
n=10 2 3.79 1.83

3 4.95 57

CONCENTRACION DE PROTEINAS

50
45

40 -

35

Grafica 9 No existen diferencias significativas en la concentracion de proteinas entre fracciones y
razas, sin embargo, en las razas Duroc y Hampshire se observa una elevacion en la fraccién 2, y
en las razas Landrace y Yorkshire se incrementa la concentracién conforme se avanza en la
fraccién. En la raza Duroc se observa una alta variabilidad entre individuos.
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Se analizaron

los datos para buscar si existe efecto de la fraccidn

independientemente de la raza, se realizo un coeficiente de Pearson para buscar la
correlacion entre variables y se aplico una prueba de Tukey con una alfa de 0.05. Se
muestran Unicamente los resultados que mostraron diferencias significativas.

Parametro Fraccion Media Desviacion
estandar
pH A 0.49 |
2 - i _ 0.41
Concentracion de proteinas 1 417
mg/ml
S
pH pH y Concentracién proteica -
8.2 - 2 -10
: N |
8 Y Q 9
18
7.8 <
(o} 7
7.4 B4 5
=1 A =
72 : —— = 4
+ 1 1
7 5 {
2 |
6.8 ;|
6.6 1o
F1 F2 F3 mg/ml

Grafica 10.Existe una correlacién negativa (-0.37) entre el pH de la fraccién 2 y la tres + |
Existe una correlacion positiva (0.59) altamente significativa entre la concentracién de
proteinas de la fraccién 1 con la 2 =, del mismo modo una correlacion positiva (0.54)
entre las proteinas dela fraccién 1y 3 <
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Considerando que la fraccion 2, se utiliza rutinariamente en los centros de
inseminacion artificial para preparar las dosis, se considerd una distribucidn normal, con
un valor de z igual a 0.43, definiendo como cerdos de alta concentracion aquellos cuyos
valores de Zi fueron mayores de 0.43, concentraciones medias para valores de 0.43 hasta
—0.43 y baja produccién para valores menores a —0.43, donde Zi = (Xi — x ) / s, donde Xi
es cada evento x es la media grupal y s es la desviacién estandar.

Distribucion de acuerdo a la concentracion espermatica de la fraccion 2

4
3 o
Mediana n = 20
Bajan=13
Alialm =6
S i
B
o
o
1
- ,
; Hggasaﬁﬁﬂ "“l"

Grafica 11 Distribucion de las 39 muestras de acuerdo a los valores de Zi.
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Considerando las categorias de concentracion se aplico una Prueba de Pearson ,
en busca de correlacion entre variables, encontrandose los siguientes resultados. i

Categoria Media Desviacion Media Desviacion
Concentracién| estandar Valores de estandar
espermatica pH
Alta 1666.67 or. 13 1.5 0.49
Media 564.80 124.21 722 ~ 0.41
Baja 155.58 80.10 7.08 * 0.44

Se encontraron diferencias en los valores de pH de la fraccién 2 entre las
categorias de concentracion espermatica media y baja (0.41) para una p < 0.05.

pH pH y Concentracién espermatica de la fraccion 2 millones de epz / ml
78 = 1800
§ 2 + 1600
75 o
74 L 1400
71 + 1200
1000
7.2
- 800
3 = : + 600
L+ + 400 |
69 1 200
&
68 - —_.!___ = = —T — O
Alta Media Baja
pH Espermatozoides

Grafica 12 Se encuentra una correlacién significativa (p < 0.05) entre categoria media y baja,
claramente se muestra que al disminuir la concentracién espermatica (millones x ml.) el pH tiende a
ser mas alcalino.
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PATRON DE PROTEINAS

Se presenta un gel representativo de la raza y la grafica de las bandas que 1
se presentaron en todos los geles que corresponden a la raza, se tuvieron
problemas con algunas bandas que se aprecian en el gel pero no en la impresion,
estas bandas no fueron incluidas para evitar confusiones.

RAZA DUROC |

1 ATENCO 12 CERCA

OF OF2@k3

KiloDaltone
140 I SRR SR =

20 U SU— |
00 171 |
80 |
60 i1
40

20 I

0

Gréfica 13. Cada barra corresponde a una banda del gel, se representan todas las bandas
gue se pudieron medir con precision, de las 10 muestras.
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RAZA HAMPSHIRE
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Grafica 14. Se muestran todas las bandas que pudieron ser calculadas con precision, se 1
puede apreciar una agrupacion de la proteina de 160.95 Kda, otro grupo de entre 60 a
100 Kda y las menores de 20Kda.

53




27 M-

COF OF2 EF3

F1

A=

RAZA LANDRACE
280-5 JAL

F2

280-8 JAL

F3

Grafica 15 Se presentan las bandas de las diez muestras que pudieron medirse con

precision.




RAZA YORKSHIRE

5 CERCA
_E._ B __ 2l

KiloDaltones

180 l

160 fi—

100 i

140 ittt

120 PLLE,
SIHHEHE

g0 [

40 [ith

80 |i!
20 i

0 |||| >

Grafica 16. Se representan las bandas de las 10 muestras que pudieron medirse con
precision. Se pueden considerar tres grupos uno de entre 120 — 170 Kda, otro de mayores
de 60 y menores a 120 y el tercer grupo de menores de 20 Kda.

55 =

JFE—



Comparativo entre razas

K TSR Patron electroforético Fraccion 1

' Ii’l | T—

if}i 1
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Grafica 17. Debido a los problemas de resolucién no se puede afirmar que existan
b
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La tecnica de eleccion para obtener una mejora genética rapida en
cualquier piara, es sin duda la inseminacion artificial, sin embargo para que sea
exitosa se requiere entre ofras cosas una buena deteccion de celos, la deposicion
del semen en el momento adecuado, un buen estado de salud de |a hembra y el
uso de semen de buena calidad entre otros. Para evaluar la calidad del semen se
miden parametros tanto del liquido seminal como del espermatozoide, los mas
frecuentemente empleados son el color gque varia de transparente a lechoso
blanquecino y nuevamente transparente Wayne 1980, un olor “sui generis”, sin
distincion de raza, por lo que los eyaculados empleados en este trabajo fueron
aquellos que cubrieron estas caracteristicas. Los valores de pH para eyaculado
total varian de 7.3 a 7.9 (Fraser 1982 , Garner 2000), al trabajar con las fracciones
naturales del eyaculado encontramos que la fraccién 3 de la raza Hampshire y las
fracciones 2 y 3 de la raza Yorkshire Grafica 8 , son mas acidas, pero no
presentan ninguna diferencia estadisticamente significativa.

En trabajos anteriores se reportan valores de espermatozoides normales
entre 85.4 hasta 99.1% (Rigau et al., 1996: Pinart et al.,, 1999); en las tres
fracciones se cuenta con porcentajes similares Gréafica 3, independientemente de
la fraccién y la raza. Otros investigadores reportan una concentracion que va
desde 200 hasta 600 millones de espermatozoides por mililitro (Bearden 1995;
Pinart 1999), en cuanto a razas Ciereszko et al., 2000, encontraron que existen
diferencias significativas (p< 0.001) en la concentracion espermatica entre las raza
Large White (373.9 + 83.5), Pietrain ( 547.8 + 74.7} y Pietrain — Duroc (467.8 +
63.9); nuestros resultados (grafica 1) no encuentran diferencias entre fracciones,
razas y manejo, por lo que difieren de los de Ciereszko et al.,2000; sin embargo
ellos emplean un tamafio de muestra mas pequefio (3 Large White, 3 Pietrain y 5
Pietrain — Duroc) y basan su andlisis estadistico en los evaculados de estos
animales, en comparacion con este estudio en el que cada muestra esta
representada por un animal diferente, dando con esto un mayor acercamiento a la
poblacion, a pesar de que son razas diferentes no consideramos que este factor
influya ya que nosotros no hemos encontrado diferencias significativas entre
razas.

Tomando como base los datos de Decuadro-Hansen 1999, en los que
propone que la fraccién 1 y 3 representan el 20 % del volumen total y que la
fraccion 2 constituye el 60% del eyaculado, y los resultados obtenidos por
nosotros en los rubros de concentracion, viabilidad, normalidad e integridad
acrosomal, gque estdn dentro de los parametros considerados de calidad
(cuadros6 y 7), para el espermatozoide de cerdo y que al analisis estadistico no
muestran diferencias  significativas, podemos afirmar considerando las
concentraciones mas bajas de nuestros datos que se desechan para [a fraccion 1
1,237.5 x 10° epz y para la fraccién 3 1,197 x 10° epz , Io que significa que
alrededor de 2,000 x 10° espermatozoides normales, vivos y con una adecuada
integridad acrosomal son tirados por eyaculado, si una dosis de inseminacion de
2.5 x 10° epz Alexopoulos et al., 1996, produce buenos porcentajes de fertilidad,
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se pierde por cada eyaculado que se obtienen una dosis con un costo minimo de
$100.00.

Las anormalidades primarias encontradas en este estudio fueron gota
citoplasmica y colas dobladas y secundarias solamente cabezas sueltas, no hubo
ninguna tendencia ni de fraccion ni de raza y se encuentran dentro de los

parametros de anormalidades reportados que no deben ser mayores al 14.6%
Rigau et al 1996.

El analisis estadistico de los datos con una prueba de correlacion de
Pearson, no mostrd influencia significativa de los parametros del liquido seminal
en los parametros del espermatozoide, por lo que se concluye que en cerdos de
fertilidad probada los espermatozoides de las tres fracciones son iguales
independientemente de la raza y granja a la que pertenezcan.

En base a lo anterior se analizé el conjunto de datos, sin considerar Ia raza,
para saber si las caracteristicas del liquido seminal por fraccién, tenian influencia
en los pardmetros espermaticos o entre ellos mismos, los resultados obtenidos
muestran que con una prueba de Tukey para o =0.05, existe una correlacion
negativa (-0.37), del pH de la fraccién 2, con el pH de la fraccidn 3 (grafica 10),
que puede explicarse como un efecto compensatorio que evita una reduccion de |a
movilidad y del metabolismo del espermatozoide Johnson et al 2000. Existe
también una correlacién positiva (0.59) altamente significagtiva entre la
concentracion de proteinas de la fraccién 1 con la fraccidn 2, del mismo modo una
correlacion positiva (0.54) entre las proteinas de la fraccion 1 y la fraccion 3
{grafica 10), a pesar de no existir una correlacién cabe hacer notar que la fraccién
con mayor concentracion espermaética es también la de mayor concentracion
proteica (gréfica 12), lo que puede significar [a presencia de alguna proteina que
influya en el metabolismo espermatico o en los mecanismos de profeccion de este
dentro del tracto femenino, lo que es apoyado con las observaciones de Maxwell
yJohnson 1999, quienes proponen que un componente proteico puede ser el
responsable de los efectos en [a fertilidad del espermatozoide y los resultados de
Claus 1990, quién indica que proteinas de entre 100 y 110 Kda, tienen un efecto
inmunosupresor en el tracto femenino y que podrian estar involucradas en la
proteccion del espermatozoide y en la proteccién del embrién durante |a migracion
hacia el atero, por lo que quedan diluidas en las dosis de inseminacion, con la
consecuente desproteccion del espermatozoide.

Debido a que la fraccion 2, se utiliza rutinariamente en los centros de
inseminacion artificial para preparar las dosis, se considerd una distribucion
normal, se aplicé una prueba de Z, con un valor igual a 0.43,definiendo como
cerdos de alta concentracion espermatica aquellos cuyos valores de Zi fueron
mayores de 0.43, concentraciones medias para valores de 0.43 hasta —0.43 y baja
produccion para valores menores a —0.43, donde Zi = (Xi — x ) / s, donde Xi es
cada evento x es la media grupal y s es la desviacion estandar.
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Se encontraron diferencias en los valores de pH de la fraccion 2 entre las
categorias de concentracién espermatica baja y media para una p <0.05 (grafica
11), estos datos concuerdan con el pH del eyaculado total que tiene 7.3 — 7.8
Hafez 2000, es posible que la modificacién del pH, de acuerdo a la concentracion

espermatica, este relacionada con el efecto neutralizante requerido al ingresar al
tracto femenino.

LA 3

En el semen de Toro y Carnero cuyas concentraciones son de 1,000 y
2,000 x 10° epz / ml, y el pH es de 6.4 — 6.8 y 6.2 — 6.8, respectivamente (Fraser
1982), por lo que puede plantearse que concentraciones altas presentan pH
ligeramente acidos, en el caso del cerdo nuestros resultados no muestran esta
tendencia, ya que las concentraciones alta y media conservan pH neutros y la
concentracion baja de espermatozoides muestra una tendencia a la basicidad de
casi 0.3 unidades de pH, por lo que esta relacién entre concentracion espermatica

y pH debe ser revisada cuidadosamente con experimentos que permitan
establecerla con claridad.

Los trabajos de Arianti et al (1997, 1998 y 1999), describen la presencia de
unas vesiculas membranosas con un didmetro de 150 — 200 pm que son
secretadas por la prostata y contienen grandes cantidades de colesterol,
esfingomielina, calcio, proteinas (algunas son enzimas) y pequefias moléculas que
se cree participan en la respuesta inmune, la movilidad espermaética y la
licuefaccion del liquido seminal. Estos “prostasomas”, pueden fusionarse a los
espermatozoides en condiciones de pH acido (4.5), pero no en un pH de 7.5,
modificando la composicion de la membrana plasmatica del espermatozoide al
enriquecerlo  con colesterol, esfingomielina y glicofosfolipidos saturados,
proporcionando una mayor estabilidad membranal y previniendo con esto Ia
reaccidn acrosomal prematura. Estructuras similares no han sido reportadas en
otras especies, la memebrana plasmatica en el cerdo tiene altos contenidos de
fosfatidiletanclamina y esfingomielina; un indice de colesterol / fosfolipidos de
0.12M (Eddy and O’Brien, 1994; Johnson et al 2000), el colesterol esta presente
en mayor cantidad en la capa externa que la interna, dando como resultado una
capa interna vulnerable, esto hace que el espermatozoide sea especialmente fragil
a la oxidacion de sus lipidos, al chogue frio y se dificulte su congelacion por o que
nuestro hallazgo de que concentraciones espermaticas bajas estén acompariadas
de pH que tienden a la basicidad debe ser estudiada detalladamente como
mecanismo de defensa similar al que los prostasomas brindan al espermatozoide
de los humanos, pero a través de un mecanismo en el que se proporciona un
medio ambiente que pueda actuar tanto en el pH vaginal o permite un grado de
basicidad en el que algunas de las proteinas del liquido seminal pueden proteger
de manera mas eficiente al espermatozoide, ya que nuestros resultados
demuestran que no existe una correlacion entre la concentracion espermatica y la
concentracion de proteinas, entonces el mecanismo debe estar activando o
desactivando enzimas, que pueden estar presentes en cualquiera de las tres
fracciones del eyaculados, ya que en los patrones electroforéticos de nuestras
muestras no se presentan diferencias entre fracciones; solamente se aprecia una
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tendencia en las razas Duroc y Hampshire a presentar proteinas de mas bajo peso
molecular (grafical7). Sin embargo, es necesario utilizar técnicas que
proporcionen mas informacion sobre el patrén de proteinas y asi poder corroborar
la presencia de estas en las diferentes fracciones. Las técnicas a utilizar podrian
ser una precipitacion de proteinas diferencial en concentraciones del agente
precipitante (sulfato de amonio) y no tomar solo una concentracién para todas las
proteinas de precipitacion total del sulfato de amonio. Otra técnica es utilizar el
precipitado a una sola concentracién, para posteriormente pasar las proteinas a
través de una cromatografia en fase sélida (Rutherford et al, 1992) y esta
separacion de proteinas por pesos moleculares dara mejores resolucién e

identificacion de estas, obteniendo una mayor confiabilidad en el patron
electroforético.

La evidencia que mostramos demuestra claramente que las fracciones 1y 3
del eyaculado tienen influencia sobre factores tan importantes en Ia regutacion del
metabolismo como lo es el pH, de la misma manera se demuestra que las
concentraciones de proteinas de la fraccién 1 estan relacionadas de manera
altamente significativa con las concentraciones de la fraccion 2 de manera positiva
y también de manera positiva con las de la fraccién 3, por lo que las relaciones
proteinas, concentraciéon espermatica y pH son fundamentales para el buen
desarrollo del metabolismo del espermatozoide y al retirar las fracciones 1y 3 de
las dosis de inseminacion se pierden los efectos benéficos que proporcionan al
espermatozoide, de la misma manera al diluir la fraccién 2 se ocasiona un
desbalance importante en la relacién entre proteinas y concentracién que
ocasiona la poca vida Gtil de las dosis, por lo que concluimos este trabajo
recomendando a los centros de inseminacion el empleo de las tres fracciones para
la preparacion de las dosis, o bien la coleccion separada de las fracciones 1 y3y
su empleo en el momento de fa inseminacion artificial.
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