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RESUMEN.

La inseminacion de cerdas con semen conservado en diluyentes de larga
duracion a 15-18° C por mas de cinco dias, resulta en una disminucion en la tasa de
partos y/o el tamafio de camada, aun cuando los espermatozoides muestran una alta
movilidad progresiva. Con el propédsito de mejorar éste sistema de conservacion es
necesario comprender la fisiologia del espermatozoide diluido. El objetivo del
presente trabajo fue determinar el efecto del tiempo de almacenamiento (0, 2, 4, 6, 8
dias) de los espermatozoides de cerdo sobre el estado funcional de la membrana y
la habilidad para responder a la capacitacién in vitro, a la reaccién acrosomal
inducida con P4 y la capacidad de fertilizacion in vitro. Se analizaron 10 muestras de
semen de cinco cerdos adultos. Dos alicuotas fueron obtenidas de la fraccion rica en
espermatozoides: una fue utilizada para evaluar el semen fresco y la otra fue diluida
en el extensor Reading y almacenada a 16°C. Las muestras de semen fueron
tefiidas con clorotetraciclina (CTC) para determinar el estado funcional de la
membrana plasmatica y con Hoechst 33258 para evaluar la viabilidad. Se prepararon
laminillas por duplicado y se contaron 200 células espermaticas por cada
preparacioén observada y el estado funcional de la membrana se determiné segun el
patrén de tincibn con CTC: espermatozoides no capacitados, espermatozoides
capacitados y espermatozoides con reacciéon acrosomal (RA). Adicionalmente, se
evalluo la capacidad fertilizante de los espermatozoides almacenados, para ello se

realizaron 6 ensayos de FIV y se emplearon 900 ovocitos. Los resultados fueron
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sometidos a andlisis de varianza mixto con mediciones repetidas. Se encontr6 que el
almacenamiento del semen, del cuarto al octavo dia, produjo un incremento (p<0.05)
en la proporcion de espermatozoides capacitados (capacitacién por
almacenamiento). Ademas, después de 4 dias de almacenamiento, un estimulo
adicional como la capacitacion in vitro no logré incrementar (p>0.05) el porcentaje de
espermatozoides capacitados con respecto al tratamiento.testigo, pero, si aumentd
el porcentaje de espermatozoides reaccionados (p<0.05). La adicion de P4, antes o
después de la capacitacion in vitro, no logré6 aumentar (p>0.05) la proporcién de
espermatozoides con RA en el semen fresco y diluido en todos los tiempos de
almacenamiento. Los ensayos de FIV demostraron que la “capacitacion por
almacenamiento” no disminuyé la habilidad fertilizante de los espermatozoides bajo
condiciones in vitro. Sin embargo, es muy posible que en programas de |A ésta sea

una de las causas que disminuyen la habilidad fertilizante del semen porcino.

Palabras clave: Capacitacién, clorotetraciclina, conservacién de semen, diluyentes

de larga duracién, espermatozoide porcino, estado funcional de la membrana,

reaccion acrosomal, fertilizacién in vitro.
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ABSTRACT.

Preservation of porcine semen in long-term extenders at 15 to 18°C for more
than 5 days results in decreased farrowing rates and reduced litter size after artificial
insemination (Al), despite high progressive motility rates of sperm. To improve this
preservation system it is necessary to understand sperm physiology under storage
-conditions. The purpose of this study was to determine the effect of storing diluted
porcine semen (during 0, 2, 4, 6 and 8 days) on sperm membrane status and the
ability of sperm to respond to in vitro capacitation, acrosomal reaction and its capacity
to .in vitro fertilization (IVF). Ten semen samples from five adult boars were analysed.
Two aliquots were obtained from the sperm rich fraction: one was used to assess
fresh semen and the other was diluted in Reading extender and stored at 16°C. Both
semen samples were stained with chlortetracycline to assess the status of sperm
membranes, and with Hoechst 33258 to determine viability. Additionally, to evaluate
the capacity of in vitro fertilization of stored spermatozoa 6 essays of IVF were made
using 900 oocytes from prepuberal gilts. Semen storage for 4, 6 and 8 days
increased the proportion of prematurely capacitated sperm (18.7+2.5, 28.8+2.9 and
37.213.3 % respectively, p<0.05) (storage capacitation). After 4 days of storage, in
vitro capacitation treatment did not increase the percentage of capacitated sperm
(p>0.05), but increased the percentage of acrosome reacted sperm (p<0.05). The P,
addition, after or before in vitro capacitation treatment, did not increase the

percentage of AR sperm in the fresh and diluted semen at all storage times with
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respect to the control group (p>0.05). It was observed that capacitation during
storage not reduce the fertilizing ability of spermatozoa (p>0.05). However, it is
possible that “storage capacitation” might be one of the causes that decrease the

fertilizing ability of porcine semen in Al programs.

Key words: Acrosome reaction, boar sperm, capacitation, chlortetracycline, long-

term extenders, membrane status, semen preservation, in vitro fertilization.



- INDICE DE CONTENIDO.

1. MARCO TEORICO......ciiiiiitteeicccieteeescsreee e s sseeeee s s ssseree e s s s raae e s ssssessssseassssnnenas 1
1.1. Inseminacién artificial y conservacion de semen porcino. .........cccccccvvveeeenn. 1
1.2.Conservacion de semen porcino en diluyentes de larga duracion............... 3

1.3.Cambios morfolégicos vy fisiolégicos de los espermatozoides en el

tracto genital de 12 Cerda.............oeevivieeeeeeeeerieerieeeeere ettt 7
2. ANTECEDENTES.......ccccoovvviviernreerenane eeeereeeeee—eee e e —eee e e et aeeeeaataaee e e baeeeans 21
2.1. Efecto del frio (15°C) sobre la desestabilizacion de la MP. ....................... 21

2.2.Efecto de la conservacion del espermatozoide porcino a 15-18°C
sobre la capacitaCion in VItro...........coeevveeeeeiiiiiieieeeccceeececceeeeeece e 23

2.3.Efecto del almacenamiento del semen sobre la capacidad de

fertilizacion in vitro (FIV) de ovocitos homélogos y heterélogos. ............... 24

3. JUSTIFICACION. ....oovvieeritieeeeeneeeeeeees e eresese s ssse s s s s s s esesesssesesese s sanesesens 26
4. PLANTEAMIENTO DE LAS HIPOTESIS. ......cccttivtertiniteciecnreeseresies e 27
5. OBUETIVOS. ...ttt r e s s e .. 28
5.1.0DbjJetivo GENETAL. ........c.eeiiiiiieeeeciee e e 28
5.2.Objetivos partiCulares. ............cceeieeeeeiieeeeeiinierciienreeecceererreee e e snenee s 28

6. MATERIAL Y METODO. ......coiiiiiiiineierteeseessieesseeesseesesesaeesssesssssesssesssnssnsessnns 29
6.1.Coleccién, dilucion y almacenamiento del semen. ............ccccevvviieeeiiiinnns 29

6.2. Experimentos y tratamientos del semen..........ccceeeeeiiiiiieeieiiciieeneee e 30



6.3. Procedimientos para la evaluacion del semen ...............cccoocecnniinn. 31

6.3.1. Movilidad progresiva...........c.cceeeeiiieiiricciiecec e 31
6.3.2. Viabilidad y estado funcional de las membranas espermaticas............... 31
6.3.3. Capacitacion in Viro............coocueeeeeeieeeiie e 33
6.3.4. INdUCCiON d& RA CONM P .o 33
6.3.5. Procedimiento parala FIV......ccccooiiiiiiiii e, 34
6.4.Evaluacion de la FIV. ... 36
6.5.Analisis estadisStiCO. .....cocooiii 37

7. RESULTADOS. ...ttt ettt sttt 38

7.1.Efecto del tiempo de almacenamiento en la movilidad progresiva y

la viabilidad espermatica..............ccccooiuiiiiieiiiiiiiee e 38
7.2.Estado funcional de la membrana plasmatica de espermatozoides

de cerdo mediante CTC. ... 39
7.3.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen en el estado

funcional de la membrana plasmatica de los espermatozoides. ............... 41
7.4.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen y la capacitacion

in vitro por 4.5 h en el estédo funcional de los espermatozoides. ............. 41
7.5.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen y la adicién de P,

(por 15 min.) en el estado funcional de los espermatozoides.................... 43
7.6.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen y la capacitacion

in vitro +P4 en el estado funcional de los espermatozoides....................... 44
7.7.Efecto de cuatro tratamientos del semen porcino en el estado

funcional de la membrana plasmatica del espermatozoide. ...................... 46

Xi



7.8.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen porcino sobre la

capacidad de fertilizar ovocitos homdlogos in vitro...............cccccovevecueeennee. 49

B. DISCUSION. ..ottt ettt ettt ettt sttt a e et eas 50
9. CONCLUSION. ...ttt sre st st a et ettt 59
10. LITERATURA CITADA . ......ooctrietrtreresesessesiesiessessessessessessessessessessesssssssseneesens 60
11, APENDICE. ...ttt ee e 71
-12. DIFUSION DE RESULTADOS.......coovuvreeirreeetesstesssesssesaesessesesaesssesessesassnans 76
12.1.  Articulo CIientifiCo. ........ccccueiiiiiiiiiiiiii s 76

12.2.  Articulos in extenso. .............couevviiiiiiiiiiiiniiiin e, 76

12.3.  RESUMENES. ........oeiiiiiiiiiiinitenete ettt 77

Xii



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Diluyentes de larga duracién utilizados en la
conservacion del Semen POrCINO........ccovviiviviiiic 4
cuadro 2. Efecto del tiempo de almacenamiento del semen porcino
sobre la viabilidad espermatica y la movilidad progresiva
(N=10) (promedios £ €€). ......ccccceeiurirriririeireereiereeereeeeeeen e ———— 39
cuadro 3. Efecto del tiempo de almacenamiento del semen porcino
en el estado funcional de los espermatozoides
(N=10) (% PrOMEMIO + €8)....vvvveeoeoeeeoeeoeoeee oo 42
cuadro 4. Efecto del tiempo de almacenamiento del semen
en la capacitacion in vitro de espermatozoides porcinos
(N=10) (Yo PromMedio £ €€)........cvvveuriiieiiieeie et 43
cuadro 5. Efecto del tiempo de aimacenamiento del semen y la adicion de p4
por 15 min. en el estado funcional de los espermatozoides
(N=10) (%o PromMedio £ €€)..........uuveiiiiiiriiiiiieeee e, 44
cuadro 6. Efecto del tiempo de almacenamiento en la capacitacion in vitro+p,
de espermatozoides porcinos (% promedio = ee) (N=10). ..............coouvee... 45
cuadro 7. Efecto del tiempo de almacenamiento del semen sobre la

capacidad de fertilizacioén in vitro (% promedio + ee) (n=6).................... 49

Xiii



INDICE DE FIGURAS

Figura1l. Mecanismos moleculares de la capacitacion de

espermatozoides de mamifero

.................................................................... 15
Figura 2. Mecanismos moleculares del proceso de RA en
espermatozoides de mamifero...........ccccoiiiiiiiieiicciee 18
Figura 3. Estados funcionales de la membrana plasmatica en
espermatozoides de cerdo teAidos con CTC............oooiviiiiiiiiiin 40
Figura 4. Estado fisiolégico de la membrana plasmatica determinado por
CTC en espermatozoides sometidos a cuatro tratamientos. ..................... 48

Xiv



1. MARCO TEORICO.
1.1.Inseminacioén artificial y conservacién de semen porcino.

En las ultimas dos décadas, la inseminacién artificial (IA) ha tenido un
crecimiento vertiginoso a nivel mundial. Hace 20 afios, Reed [60] estim6 que de 7
millones de cerdas que fueron inseminadas con semen conservado en estado
liquido, solamente 20 mil se inséminaron con semen congelado-descongelado.
Decuadro-Hansen [15], calculé que para el afio 2000 el 25 % del inventario mundial
de hembras reproductoras (72 millones) seria inseminado y Johnson [40] predijo que

para el 2008, la cifra ascendera al 75 % del inventario mundial.

El auge de la IA ocurrié especialmente en aquellos paises donde un elevado
numero de animales se concentra en algunas regiones, como en Dinamarca y
Holanda, o que poseen unidades de produccion de gran tamafo, como los paises
Ex-Socialistas de Europa Oriental [61]. Actualmente, en varios paises europeos se

insemina mas del 50% de la piara reproductora [39].

En México, en 1987 se inaugurd el primer centro de procesamiento de semen
porcino, en la region del Bajio; en 1992 se calculé que un 3 % de las reproductoras

eran inseminadas [13] y cinco afios mas tarde se estimé un 30 % [15].



Uno de los aspectos mas importantes para el desarrollo de la IA ha sido el
disefio de diluyentes, cuyas funciones son: mantener la viabilidad y la capacidad
fertilizante de los espermatozoides el mayor tiempo posible, aumentar el volumen del
eyaculado para inseminar el maximo numero de cerdas, con la mejor higiene y el
minimo costo. Esto es necesario, ya que el semen porcino en estado fresco
conserva la viabilidad espermatica solamente por un periodo de 2 a 3 horas, sin

-afectar el tamafio de camada y la fertilidad de las cerdas [46).

En la mayoria de los paises, la industria de la |A utiliza diluyentes de corto
periodo de almacenamiento para conservar el semen porcino, los cuales mantienen
su capacidad fertilizante de 1 a 3 dias, a una temperatura de 15-18°C [40]. Hofmo et
al. [29] inseminaron 27, 588 cerdas con semen diluido en BTS o Kiev a una
concentracion espermatica de 2 X 10°% concluyeron que este sistema es capaz de
conservar el semen porcino hasta 60 horas, y después de este momento la fertilidad

y la prolificidad descienden.

El corto periodo de conservacion del semen continia siendo una limitacién
para la difusion de la IA porcina, principalmente en aquellos paises y regiones que
poseen pequefias y medianas unidades de produccion y estan dispersas. Incluso, en
las actuales condiciones donde la |IA ha prosperado, seria econémicamente
ventajoso, contar con un sistema de conservacion del semen porcino de larga
duraciéon, ya que se reducirian las tasas de desecho de semen por caducidad,

disminuirian los costos de transportaciéon y de mano de obra, existiria una mejor



planeacion en el manejo de los verracos y en la produccion de dosis de semen, y se

facilitaria su comercio internacional [24, 31, 82].

La criopreservacion del semen a temperatura de —196°C, es un procedimiento |
que prolonga la capacidad fertilizante de los espermatozoides por varios afios, pero
solo ha tenido éxito en bovinos. Se han desarrollado varios procedimientos para
conservar a los espermatozoides de cerdo, pero debido a su gran sensibilidad al frio,
se produce una notable disminucién de su capacidad fertilizante; expresandose en
una baja tasa de fertilidad y un menor tamafio de camada (59.2% y 8.8 lechones)
[22], con respecto a la monta natural (80.5% y 10.5 lechones, respectivaménte) y a
la IA con semen diluido (82% y 10.0 lechones, respectivamente) [13]. Por ello, el
empleo de semen congelado se ha restringido solamente a hatos nucleo o a hatos
comerciales, que poseen programas de mejoramiento genético para la produccién

de hembras de reemplazo [11].
1.2.Conservacién de semen porcino en diluyentes de larga duracién.

Una alternativa a los diluyentes de corto periodo de almacenamiento y a la
criopreservacion, son los diluyentes denominados de larga duracién (long-term
extender) [82] o de larga vida (long life) [30]. En la literatura especializada se ha
informado de unos 13 diluyentes de este tipo (cuadro 1) y en algunos no se conoce

su composicién quimica por razones comerciales.



CUADRO 1. DILUYENTES DE LARGA DURACION UTILIZADOS EN LA

CONSERVACION DEL SEMEN PORCINO.

DILUYENTE DIAS DE AUTOR O EMPRESAY PAIS
ALMACENAMIENTO ANO
SCK-7 6-7 Mastérbreeders,1975 Inglaterra
Zorlesco 8-10 Gottardi et al. 1980 Italia
Butschwiler 3-4 Summermater, 1984 Alemania
MR-A 7-8 Martin-Rillo. 1984 Espafa
Zorpva 4 Cheng, 1985 Inglaterra
Schonow 4 Peter et al. 1984 Alemania
BW-25 4-6 Weitze et al. 1988 Alemania
Androhep 4-6 Weitze et al. 1988 Alemania
Reading 5-6 Revell y Glossop, 1989 Inglaterra
GEPZ 6 Becerril et al. 1990 México
SUS - Medi-chimica, 1997 Italia
X-Cell 5-6 Kuster y Althouse, 1999 E.UA.
Vital - Biotech, 1997 E.UA.

Fuente: Modificado de Conejo-Nava, 1995 (13).

Varios autores revisaron el tema y concluyeron que la conservacién del semen
porcino en diluyentes de larga duracién a 15-18° C, por mas de cinco dias, provoca

una disminucién en la tasa de partos, aun cuando se presenta una alta movilidad



progresiva [3, 14, 32, 39]. También, se ha observado una reduccién del tamario de la
camada en el semen conservado en MR-A [44], Androhep [77], Reading [61] ¥

Modena [43].

Adicionalmente, se sabe que estos diluyentes incluyen en su composicion
quimica, ingredientes como la albimina sérica bovina fraccion V (BSA) y
amortiguadores organicos (Hepes, MOPS), que elevan significativamente el costo de
su elaboracion y consecuentemente el de las dosis de semen con respecto a los
diluyentes de corta duracién, como el BTS (Beltsville Thaw Solution) y el Kiev [3]. La
prolongacién de la capacidad fertilizante del semen de 3 a § dias a través de los
diluyentes de larga duracién, pudiera no justificarse por el mayor costo. Por todo lo

anterior, es necesario mejorar este sistema de conservacion.

En el presente trabajo se ha elegido al extensor Reading [61], como un
modelo para estudiar la fisiologia del espermatozoide porcino en diluyentes de larga

duracién ya que ofrece las siguientes ventajas:

Primera. La composicién quimica del Reading es conocida, lo que permite su
preparacion en el momento mas adecuado y controlar su calidad, ya que en su

elaboracion se pueden utilizar los mismos lotes de reactivos.



Segunda. Su elaboracion es mas econémica, que la de aquellos diluyentes de
larga duracién que contienen albumina sérica bovina (por ejemplo, Zorlesco y

Androhep), o amortiguadores organicos, como el Androhep.

Tercera. Se puede conservar el eyaculado total y no solamente la fraccién rica
en espermatozoides, como lo exige el resto de los diluyentes de larga duracion,

logrando con elio obtener un mayor numero de dosis.

Cuarta. Los resultados de fertiidad y tamafio de camada de las cerdas
inseminadas con semen almacenado en Reading son parecidos a los obtenidos con
los diluyentes de larga duracién. Revell y Glossop [61], observaron con semen de 4-
5 dias de almacenado en Reading, un porcentaje de prefiez de 83 % y 13 embriones
y con semen de 5-6 dias de almacenado ambos parametros descendieron a 75 % y
9.3, respectivamente. Al sexto dia de almacenamiento, encontraron 40 a 50 % de

movilidad progresivay 61 a 79 % de acrosomas normales.

Con el propésito de mejorar el sistema de conservacién del semen en
diluyentes de larga duracidn, es necesario conocer las causas que producen el
descenso de su capacidad fertilizante durante el almacenamiento. Se plantea como
estrategia conocer los cambios morfologicos y fisioldgicos que experimentan los
espermatozoides en el medio ambiente bioquimico que los diluyentes les

proporcionan, ya que por estudios in vitro e in vivo se sabe que los espermatozoides



experimentan transformaciones morfolégicas y fisiolégicas en el tracto genital de la

cerda.

1.3. Cambios morfolégicos y fisiolégicos de los espermatozoides en el

tracto genital de la cerda.

Los espermatozoides son células altamente especializadas producidas en los
testiculos y tienen como funciones: transportar la informacién genética del macho

hasta el 6évulo y activarlo, ya que se encuentra detenido en metafase |l [85].

Los espermatozoides eyaculados adquieren la habilidad de moverse
progresivamente en el epididimo, pero, aun no tienen la capacidad de interactuar
con los ovocitos y fertilizarlos. Ellos obtienen esta habilidad, después de residir algin
tiempo en el tracto genital de la hembra, durante el cual los espermatozoides
experimentan un conjunto de cambios fisiol6gicos y bioquimicos denominados como
capacitacion. Solamente los gametos masculinos capacitados tienen la habilidad de
interaccionar con los ovocitos y experimentar la reaccion acrosomal [85]. Los
espermatozoides eyaculados en el tracto genital de la hembra pasan por las
siguientes etapas fisiologicas: No capacitado, capacitado y con reaccién acrosomal
[74). Finalmente, el espermatozoide con RA penetra al ovocito y lo fertiliza o muere.
Estos eventos ocurren de manera secuencial y son controlados por el tracto genital

de la hembra.



Espermatozoides no capacitados. Durante la monta natural (MN) la cerda
recibe 30-60 X 10° espermatozoides en 150-200 mi de semen fresco [23] y mediante
IA, de 2-6 X 10° espermatozoides en 80-100 ml de semen diluido [3]. La mayoria de
los espermatozoides eyaculados (84%) se encuentran sin capacitar [49] y son

depositados dentro del Gtero de la cerda [33].

Los espermatozoides no capacitados estan cubiertos casi totalmente por Ia
membrana plasmatica (MP), la cual los divide en cinco dominios o regiones,
formados durante la elongacion de las espermatidas: segmento acrosomal,
segmento ecuatorial, segmento posacrosomal, pieza media y pieza principal.
Unicamente la pieza terminal de la cola no esta cubierta por la membrana
plasmatica. Cada uno de los dominios esta claramente separado por una barrera
estructural y funcional. El ecuador divide la porcién caudal de la cabeza del
segmento acrosomal. El anillo posterior separa la cabeza de la pieza media y el
annulus 'separa la pieza media de la principal. De esta manera, la MP proporciona al
espermatozoide una superficie altamente regionalizada en su estructura y en sus

funciones [6, 17].

En cada dominio de la MP, los lipidos, las proteinas y los carbohidratos se
distribuyen de manera diferente [17]. Los lipidos, muestran una distribucion
asimétrica en la bicapa; la lamina interna o citoplasmatica contiene fosfatidil serina

(PS), fosfatidil etanolamina (PE) y fosfatidil inositol (Pl); mientras que la lamina



externa o exoplasmatica contiene fosfatidil colina (PC), esfingomielina (SM) y
glicerol. Una pérdida de la asimetria de las membranas espermaticas por la accién
de.la ATP-amino fosfolipotranslocasas o “flipasas” [84], redefine la funcion de la

region de la MP afectada [42].

Cada region o dominio de la MP tiene una funcién especifica. E| segmento
acrosomal es el sitio de union del espermatozoide con la zona pelucida (ZP) y en
este mismo sitio ocurre la RA. El segmento ecuatorial, es el sitio de fusién del
espermatozoide con la membrana plasmatica del ovocito y evita que se difundan los
componentes de la regidon acrosomal a la posacrosomal y viceversa. La pieza media,
une la cola con la cabeza y contiene las mitocondrias involucradas en la produccion
de energia. El segmento principal proporciona el movimiento del espermatozoide v,

éste cambia en tipo y velocidad, en los diferentes estados funcionales [17].

Una caracteristica importante de los espermatozoides es que no conservan la
capacidad de sintesis de moléculas que poseian las espermatogonias. No obstante,
la MP de los espermatozoides eyaculados esta muy lejos de ser una estructura
inerte; mantiene un gran dinamismo para interactuar con los liquidos y células
epiteliales del tracto genital de la hembra y consecuente experimentar una profunda
reorganizacién molecular en el oviducto hasta que el espermatozoide alcance la

capacidad de fertilizar ovocitos [19, 73].



Los millones de espermatozoides depositados dentro del utero de la cerda,
durante la MN o la IA, son transportados por las contracciones peristalticas del
miometrio hasta la uni6n atero-tubarica (UUT). Muchos de los espermatozoides son
rapidamente eliminados por reflujo a través del cérvix y la vagina y una cantidad
excesiva en el oviducto puede ser eliminada transportandolos hasta la cavidad
peritoneal [67]. También ocurre una inflamacioén fisiolégica en el utero y el oviducto,
generandose una infiltracion de leucocitos y fagocitosis de los espermatozoides
muertos y dafiados [63-65]. A pesar de que durante el apareamiento se depositan
mas de 30 mil millones de espermatozoides en el utero de la cerda, solo algunos
miles logran atravesar la UUT por movimientos propios (migracién) y alcanzar la
region del istmo. Todavia un nimero menor de espermatozoides (4 a 5 mil, en cada
oviducto) logra adherirse a las células epiteliales de esta regién del oviducto [35] y
permanecer ahi durante un lapso de por lo menos 12 horas hasta que ocurre la

ovulacién [39].

Los espermatozoides no capacitados tiene la habilidad de adherirse a las
células epiteliales del oviducto y durante este periodo de adhesion su movilidad se
suprime [34], las tasas de capacitacion son bajas y.su viabilidad se prolonga [18, .

68].

Espermatozoides capacitados. Los espermatozoides no capacitados deben
prepararse para fertilizar a los ovocitos, 0 que ocurre después de residir varias horas

en el tracto genital de la hembra. Poco antes de la ovulaciéon, subpoblaciones de
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espermatozoides no capacitados adheridos al oviducto, comienzan a experimentar
cambios morfolégicos, fisiolégicos y bioquimicos que en conjunto se denominan

como capacitacion [85].

Se cree que la capacitacion y subsiguiente liberacién de los espermatozoides
de las células epiteliales estan reguladas por el ovario.y dependen de eventos
locales desencadenados por la ovulacién, particularmente de los gradientes de

hormonas esteroides y los niveles de Ca?* en el liquido del oviducto [36, 50].

El mecanismo de la capacitacion espermatica es muy complejo, por ello ha
sido intensamente investigado bajo condiciones in vitro. En base a estos estudios
Flesch y Gadella [19] propusieron el siguiente modelo (figura 1), el cual debe
ajustarse a las condiciones in vivo: La capacitacion espermatica se inicia en la MP,
donde recibe varias sefales que luego se internalizan a la célula. En primer lugar, la
MP experimenta una pérdida de colesterol a traves de la accién de la BSA. Se creé
que esto genera un incremento de la permeabilidad de la MP y consecuentemente el
ingreso del bicarbonato de sodio a la célula [19]. Recientemente se ha planteado que
en el espermatozoide porcino la extraccion del colesterol de la MP no es un
mecanismo importante en la capacitacion, ya que la relacion colesterol:fosfolipidos
es mas baja (0.22) que en el espermatozoide bovino (0.4) y humano (0.99). Se ha
demostrado que en la especie porcina es mas importante el bicarbonato de sodio y

el Ca®, que el colesterol en el proceso de capacitacion [70].
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El bicarbonato de sodio se introduce a la célula a través de los canales i6nicos

de la MP o por difusiéon conjuntamente con el CO,, activa la adenil ciclasa (AC) y,

consecuentemente la produccion de AMPc, que a su vez activa a la proteina quinasa

A (PKA). La PKA fosforila la tirosina de las proteinas de la MP [19] ya sea activando

la proteina tirosina quinasa (PTK) o inhibiendo la tirosina fosfatasa (PTP) [19].

La PKA activada induce la fosforilacion de varias proteinas de la MP e

intracelulares, generando varios efectos:

Fosforila la tirosina de la fosfolipasa C (PLC), la cual induce una
redistribucion lateral de los seminolipidos, la traslocacion de los
amino fosfolipidos (fosfotidil etanol amina y fosfotidil serina) y
consecuentemente una pérdida de la asimetria de la MP [19], lo
cual juega un papel importante en los procesos de adhesion vy
fusion celular. La traslocacion de los amino fosfolipidos es un

proceso dependiente de una “scramblasa” [54].

Fosforila la tirosina de proteinas de la MP y los receptores de union

a ZP y consecuentemente los activa [19].

La PKA también participa en la fosforilacion de proteinas que
regulan la movilidad espermatica. La PKA fosforila a la dineina;

mientras que una fosfatasa dependiente de calmodulina, la
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Durante la capacitacién el espermatozoide de cerdo experimenta una
disminucién de los residuos de N-acetil glucosamina y acido sialico de la superficie
de la MP [37]. También ocurre una remocion de los factores descapacitantes, lo cual
induce la actividad de la tirosina quinasa de las proteinas transmembranales

(receptores de MP) y los prepara para reaccionar con la ZP y la P4 [19].

In vivo, el bicarbonato de sodio puede estar desempefiando la funcién
observada in vitro, ya que sus concentraciones en el tracto genital de la hembra son
mas elevadas (>15 mM) que en la cola del epididimo (< 1 mM) [19]. Sin embargo,
bajo estas condiciones la capacitacién esta modulada por el siguiente mecanismo:
Los espermatozoides no capacitados se mantienen adheridos a las células del
oviducto, con niveles bajos de Ca®* y con la fosforilacién de la tirosina de las
proteinas de la MP suprimida, de esta manera también se alarga la vida del
espermatozoide. Asi, la capacitacion y la viabilidad espermatica son dos procesos

estrechamente relacionados [59].

La capacitaciéon es un proceso gradual de desestabilizaciéon de las membranas
del espermatozoide, ocurriendo asincronicamente en una poblacién heterogénea de
células y que culmina con la RA. La proporcion de cada subpoblaciéon dependera del
grado de desestabilizaciéon de la membrana espermatica [38]. Asi, la capacitacidén es
un proceso que se ‘enciende” bajo condiciones especificas y no todos los

espermatozoides responden a las mismas condiciones de manera sincronica [26, 27]
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Figura 1. Mecanismos moleculares de la capacitaciéon de espermatozoides de
mamifero. (A) La pérdida del colesterol por la accién de la BSA aumenta la permeabilidad
de la MP al bicarbonato, el cual activa AC y consecuentemente el AMPc quién a su vez
activa PKA. (B) PKA induce la fosforilacion de tirosina (Y) de varios sustratos (S)
probablemente por la activacion de PTK o por la inhibicién de tirosina fosfatasa (PTP). (C)
La fosforilacion de la tirosina de las proteinas de unién de ZP-espermatozoides y otras de la
MP ocurre a través de la cadena de sefiales desencadenada por el bicarbonato. (D) La
fosforilacion de la tirosina de PLC ocurre via PKA activada por el bicarbonato. (E) La
activacion de PKA induce una redistribucion de los seminolipidos y traslocacién de los
aminofosfolipidos en la MP. (F) La activacion de PKA para la translocacién de los
aminofosfolipidos depende de una “scramblasa’. (G) Pequefas cantidades de Ca®'
intracelular son necesarias para la capacitacién. (H) Los factores decapacitantes (DF) son
removidos de la superficie de la célula, quedando al descubierto los receptores para
progesterona (P,R) [19].
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La capacitacién facilita que el espermatozoide adquiera tres funciones
esenciales para llevar a cabo la fertilizacién: la hiperactivaciéon de la movilidad
espermatica, la RA y la penetracion de la ZP [26, 85). Hunter [34] indica que el ovario
controla endécrinamente la liberacion de cientos de espermatozoides adheridos a las
células epiteliales del istmo a través de la hiperactivacion, lo cual comienza de una a
dos horas antes de la ovulacién. La hiperactivacion permite a los espermatozoides
'separarse de las células epiteliales del oviducto, moverse a través del liquido viscoso
del oviducto, atravesar la regién de las células del cimulus oophorus y de la corona

radiada, adherirse y penetrar la ZP [53, 85].

Espermatozoides con Reaccion Acrosomal. Los espermatozoides de cerdo
recién eyaculados pueden unirse a la ZP [58], pero no poseen la habilidad de
experimentar RA al ponerse en contacto con ella [9], ni de penetrarla [87). Esta es
una asociacion inespecifica y débil, ya que los espermatozoides pueden separarse
facilmente de los ovocitos [7). En cambio, las células espermaticas capacitadas,
hiperactivadas y con el acrosoma intacto, se unen firmemente a la ZP [62, 72, 85).
La unién del espermatozoide capacitado con el ovocito es especie especifica; esta
regulada por una glicoproteina de la zona, ZP3 o ZPC, la cual funciona como un.

receptor primario y también como una ligadura, que ademas “dispara” la RA [55, 85].

Como se indicé anteriormente, en los espermatozoides capacitados, los
factores descapacitantes (glucésidos de origen epididimario y de las vesiculas

seminales) han sido removidos de la superficie de la MP, quedando al descubierto
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los receptores para ZP3 y P4 [16, 19, 566]. La RA se inicia inmediatamente después
de que el espermatozoide se ha unido firmemente a la ZP3 del ovocito [69]. Flesch y
Gadella [19] indican que la ZP3 se une a los receptores correspondientes en la MP
del espermatozoide e induce su agregacion y fosforilacion. La ZP3 interacciona con
la P4 para activar a las proteinas G y consecuentemente generar un incremento del
pH;. Estos dos ultimos eventos producen una despolarizacién del potencial de la MP
‘e inducen la entrada masiva de Ca?* a través de canales tipo-T dependientes de
voltaje. Las elevadas concentraciones de Ca?* activan a la fosfatidilinositol
fosfolipasa C (PLC), que degrada el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) en
diacilglicerol (DAG) e inositol fosfato (1P). El Ca?* también activa la fosfolipasa A;
(PLA>), la cual cataliza la transformacién de la fosfatidilcolina (PC) en lifosfatidilcolina
(LPC) y acidos grasos libres (FFA). Estos dos ultimos componentes y el DAG activan
la proteina quinasa C, (PKC) que induce la fusion de la MP y la membrana
acrosomal externa. Esta fusion de membranas ocurre en multiples sitios, formando
pequefas vesiculas y liberando el contenido enzimatico del acrosoma. Las enzimas
proteoliticas del acrosoma, tal como la acrosina y la hialuronidasa, disuelven la ZP y

de esta manera, los espermatozoides alcanzan el espacio perivitelino (figura 2).

En ocasiones la RA ocurre en ausencia de un inductor, por eso se le
denomina reaccion acrosomal espontanea (RAE), para diferenciarla de la reaccion
acrosomal inducida (RAI) por ZP o P4. La RAE es considerada como un evento no

fisiolégico, ya que normalmente debe presentarse en la superficie de la ZP y no en el

17



Figura 2. Mecanismos moleculares del proceso de RA en espermatozoides de
mamifero. (A) Las proteinas de ZPC se unen a receptores de la MP del espermatozoide. (B)
La P, se une a receptores de la MP del espermatozoide. (C) La P, interacciona con la ZPC e
incrementan el pHi via proteinas G (Gi) y (D) despolarizan el potenc1a| de membrana. (E)
Consecuentemente se activan transntonamente los canales de Ca** de fendlentes de voltaje
e ingresan grandes cantidades de Ca®. (F) Los altos niveles de Ca** intracelular activan
PLC que transforma PIP, a DAG e IP,. (G) El Ca® también activa PLA,, la cual degrada PC a
LPC y acidos grasos libres (FFA). (H) El papel de IP; no esta claro pero DAG, FFA, y LPC
activan PKC, la que junto con el incremento de los niveles de Ca® inducen la fusién de la
MP con la membrana acrosomal externa y subsecuentemente la liberacién de las enzimas
acrosomales [19].
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medio de capacitaciébn. En estas condiciones, el espermatozoide es incapaz de
unirse a la ZP y fertilizar a los ovocitos. La incidencia de la RAE va a depender de
varios factores: la especie y linea genética del animal, la composicién del medio de
capacitacion, los tratamientos pre y pos-eyaculacién y la condicién inmunolégica del

espermatozoide [85].

A diferencia de la capacitacion, la RA es un evento irreversible y muy rapido;
ocurre en un lapso de 30 seg a 5 minutos, dependiendo de la especie animal [62, 85].
Los espermatozoides que han alcanzado la fase de RA poseen un periodo de vida muy

corto y mueren rapidamente [74].

Espermatozoides muertos. Los espermatozoides pueden morir dentro del
tracto genital de la cerda, en cualquiera de los estados funcionales del
espermatozoide eyaculado. Una gran cantidad de las células que mueren en el
utero, son retenidas por el endometrio y expulsados junto con secreciones
retrégradas a través del cérvix y vulva o fagocitados por los leucocitos [67]. Poco se
sabe del destino de los espermatozoides que mueren en el oviducto, pero lo mas

probable es que también sean fagocitados.

En condiciones de almacenamiento in vitro, no existe un sistema de limpieza
de espermatozoides muertos. Vishwanath y Shannon [76] informan que Ila
membrana de los espermatozoides muertos, por lo menos en el toro, libera la

enzima aromatico aminoacido oxidasa, en presencia de citrato. Esta enzima es
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fuente de peréxido (H202), ya que cataliza la desaminacién oxidativa de los
aminoacidos aromaticos durante el almacenamiento del semen a temperatura
ambiente. El peréxido a su vez, puede producir dafio al ADN mitocondrial y

comprometer la viabilidad del embrién.
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2. ANTECEDENTES.

2.1.Efecto del frio (15°C) sobre la desestabilizaciéon de la MP.

Uno de los primeros aspectos que se tienen que investigar es la identificacion de
los posibles cambios morfolégicos vy fisiologicos que experimentan los
espermatozoides porcinos en el medio ambiente bioquimico que los diluyentes les

proporcionan.

Hace algunos anos, no existia algun procedimiento que permitiera estudiar
directamente a los espermatozoides capacitados. Por eso, los investigadores
utilizaron a la RA como un indicador de la capacitacién, basados en el principio de
que soblo los espermatozoides que han completado la capacitadién pueden
experimentar RA [85]. En 1979, Saling y Storey [66] propusieron la utilizacién de la
clorotetraciclina (CTC) para determinar el estado funcional de los espermatozoides
humanos. Mediante este procedi.miento ha sido posible seguir el proceso de
transformacién de un espermatozoide no capacitado a la etapa de capacitacion y

posteriormente a la fase de RA.
La CTC al ponerse en contacto con el espermatozoide, atraviesa la MP y se

une al Ca* libre intracelular, formando el complejo CTC+Ca®*, el cual se liga

preferentemente a las regiones hidrofébicas de la MP y su distribucion cambia segun
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el estado funcional de la célula. Asi, los espermatozoides no capacitados se
caracterizan por una fluorescencia distribuida uniformemente en la cabeza; los
capacitados, muestran una fluorescencia concentrada en la regiéon acrosomal y una
banda transparente en la regién postacrosomal y, los espermatozoides con RA, sin
fluorescencia en la cabeza, excepto, por una delgada banda presente en la region
ecuatorial [38, 49, 80, 81]. De esta manera, los cambios en los patrones de
fluorescencia con CTC son un indicador del grado de desestabilizaciéon de la MP y

estan asociados al estado funcional del espermatozoide.

Maxwell y Johnson [49] utilizaron el ensayo de CTC y encontraron que cuando
el semen porcino se almacen6é a 15°C en solucién Tyrode o en una solucién
amortiguadora de fosfato (PBS), durante 180 min., los espermatozoides
experimentaron cambios de membrana semejantes a la capacitacién y a la RA.
Watson [81], encontré que condiciones similares de almacenamiento, pero en un
lapso mas corto (80 min.), inducen un estado equivalente a la capacitacion pero no
de RA. En ambos trabajos estos cambios en la MP fueron atribuidos a la accion del
frio (15°C). No existen informes que indiquen si estos cambios en la MP también

ocurren en espermatozoides almacenados en diluyentes de larga duracién a 16°C.
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2.2.Efecto de la conservacion del espermatozoide porcino a 15-18°C sobre

la capacitacion in vitro.

También es importante determinar la habilidad de los espermatozoides
almacenados para responder al proceso de capacitacion al que seran sometidos
dentro del tracto genital de la cerda. Los estudios in vitro pueden dar una idea de lo

que esta ocurriendo.

Mattioli et al. [47], detectaron una reduccién del tiempo de capacitacion en los
espermatozoides consefvados en BTS durante 1 y 3 dias, con respecto al semen
fresco. En efecto, el semen almacenado alcanzé su maximo nivel de capacitacion a
los 90 minutos de incubacién, mientras que el semen fresco lo alcanzé a partir de los

180 minutos.

Harrison et al. [27] encontraron una mayor tasa de capacitaciéon en
espermatozoides conservados en BTS a 18°C durante 1 dia, con respecto a aquellos
que se almacenaron durante 7 dias; pero en este segundo momento, la tasa de
células muertas fue superior. Tal incremento en la proporcion de espermatozoides
muertos, pudiera deberse a que las células espermaticas estarian experimentando
una segunda capacitacion, la cual muchos de ellos, ya no podrian resistir. La primera

capacitacion se experimenté durante el almacenamiento. Sin embargo, ésta es una
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mera suposicion y es necesario investigar ésta hipétesis, especialmente en

espermatozoides almacenados en diluyentes de larga duracion.

Vazquez et al. [74], observaron porcentajes muy bajos de RAE (1.5 a 3;5 %)
en espermatozoides porcinos conservados en MR-A (diluyente de larga duraci'én)
durante 24 h a 16°C; cuando estos espermatozoides fueron sometidos a
capacitacion (incubados a 38°C por 40 min, en medio TCM 199), la tasa de RAE se

elevoa90 10 %.

En sintesis, estos trabajos presentan tres posibilidades sobre el
comportamiento de los espermatozoides almacenados y sometidos a capacitacién, a
saber: a) existe una reduccion del tiempo de capacitacion, b) se produce un
incremento de la muerte espermatica y, c) existe un incremento en el porcentaje de
espermatozoides con RA. Por ello, la pregunta planteada al principio de este capitulo

continua sin responderse de manera concluyente.

2.3.Efecto del almacenamiento del semen sobre la capacidad de

fertilizacion in vitro (FIV) de ovocitos homoélogos y heterélogos.
La capacidad de penetracion de ovocitos heterélogos y homélogos por parte

de espermatozoides conservados en diluyentes de larga duracién estd poco

estudiada. Yanagimachi [86] encontrdé que el espermatozoide humano tenia la
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capacidad de penetrar a los ovocitos de hamster libres de ZP. A este ensayo se le
denomina por sus siglas en inglés como SPA (sperm penetration assay) y fue
propuesto como una prueba de rutina para evaluar la capacidad fertilizante de
espermatozoides de humanos. La Organizacion Mundial de la Salud considera que -
el SPA asociado a variables como la movilidad progresiva, tiene la capacidad de

predecir la fertilidad de espermatozoides humanos [83].

Clarke y Johnson [12] en un SPA observaron 42 %, de ovocitos fertilizados de
hamster con espermatozoid_es de cerdo almacenados en BTS durante tres dias a
18°C, mientras que con espermatozoides frescos obtuvieron 45.8 % (p<0.05) v,
concluyeron que el SPA, en asociacion con las pruebas convencionales de
evaluacién de semen, puede ser usado para detectar diferencias potenciales en la
capacidad fertilizante de espermatozoides de cerdo almacenados bajo diferentes

condiciones.

El ensayo de FIV de ovocitos homélogos, tiene una alta sensibilidad (93.75
%), la cual se define como la habilidad para identificar verracos fértiles con base en
la capacidad de penetrar ovocitos in vitro; mientras que la especificidad del ensayo,

es decir, la capacidad de idertificar verracos subfértiles, fue de 83.3 % [45].

Vazquez et al. [75] encontraron que los espermatozoides porcinos
conservados en MR-A (un diluyente de larga duraciéon) y en BTS (un diluyente de

corta duracién) mantienen por un periodo muy reducido (48 horas) la capacidad para
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fertilizar ovocitos homoélogos, para luego descender de manera significativa y
paulatina, al cuarto, séptimo y noveno dias de almacenamiento. De manera
inexplicable, el MR-A, no logré6 mantener a los espermatozoides con una mayor
fertilidad por mas de dos dias, ya que es un diluyente de larga duracion. Este
resultado coincide con la conclusién de Althouse [3], quien sefialé que os diluyentes
de larga duracién comerciales, no cumplen con las expectativas planteadas;
confirmandose una vez mas, la necesidad de mejorar este sistema de conservacion

de semen porcino.

3. JUSTIFICACION.

Los antecedentes presentados en el presente trabajo muestran que no se
conoce si los espermatozoides almacenados en diluyentes de larga duracién a 16°C,
pueden experimentar cambios en la MP (desestabilizacion de membranas o cambios
en el estado funcional del espermatozoide). Tampoco se sabe de manera
concluyente si los espermatozoides con varios dias de almacenamiento, mantienen
la habilidad para responder a la capacitacion in vitro o a la induccion de RA con P,.
También se requiere conocer el efecto del tiempo de almacenamiento del semen
sobre la capacidad de fertilizacién in vitro de ovocitos homélogos. A fin de mejorar el
sistema de conservacion del semen porcino en diluyentes de larga duracién a 15-
18°C, es necesario determinar las causas que producen un descenso de la

capacidad fertilizante durante su almacenamiento.
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4. PLANTEAMIENTO DE LAS HIPOTESIS.

Primera. La conservacion de espermatozoides porcinos en un diluyente de
larga duracién durante 8 dias induce procesos similares a la capacitacion y/o RAE;
dichos procesos se incrementardn de manera progresiva conforme avance el
periodo de conservacion. En el ensayo de CTC, el semen diluido y con mas de 48 h
de conservacion, se observara un incremento en la proporciéon de espermatozoides
capacitados y con RA, en proporciones semejantes a las que presenten

espermatozoides frescos pero sometidos a capacitacion.

Segunda. Los espermatozoides que probablemente experimenten cambios en
la MP durante el almacenamiento, veran modificada su habilidad para capacitarse in

vitro o de reaccionar al estimulo de la Pq.

Tercera. Conforme avance el periodo de conservacion y se incrementen las
proporciones de espermatozoides capacitados y/o con RA, una mayor proporcion de
espermatozoides ira perdiendo progresivamente la capacidad de fertilizar ovocitos

bajo condiciones in vitro.
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5. OBJETIVOS.

- 5.1.0bjetivo geheral.

Determinar el efecto del tiempo de almacenamiento de los espermatozoides
de cerdo en el diluyente Reading sobre el estado funcional de la membrana,
asi como su habilidad para responder a la capacitacion in vitro, a la induccion

de RA con P, y de fertilizar ovocitos homélogos in vitro (FIV).

5.2.Objetivos particulares.

Determinar las tasas de movilidad y viabilidad de los espermatozoides

conservados en el diluyente Reading a 16°C hasta un periodo de 8 dias.

Estandarizar y reproducir el ensayo de CTC para estudiar el estado funcional

de fa MP de los espermatozoides almacenados en Reading.

Determinar mediante tincion de CTC, si la conservacion de espermatozoides

en el diluyente Reading induce cambios en el estado funcional de la MP.

Determinar el efecto de la conservacion de los espermatozoides porcinos en

el diluyente Reading en la FIV de ovocitos homélogos.
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6. MATERIAL Y METODO.
- 6.1.Coleccion, dilucion y almacenamiento del semen.

Se utilizaron cinco verracos adultos para la obtencién de semen. De cada
verraco se obtuvieron dos eyaculados, con una abstinencia minima de tres dias. El
'semen se colectd por el método de la mano enguantada, separando la fraccion
gelatinosa. La fraccion rica se transporté al laboratorio en un termo a 37°C en un
lapso de 1 h para su evaluacién y dilucién. Se utilizaron dnicamente eyaculados con

85% de movilidad progrésiva y menos de 10% de anormalidades espermaticas.

Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma Chemicals (St. Louis, MO,
USA). E! agua utilizada en la preparacién de las soluciones fue calidad Milli Q
(Millipore). De la fraccién rica de semen fresco, se tomé una alicdota de 1 ml para su
estudio. El resto del eyaculado fue diluido en el extensor Reading, isotérmicamente a
30°C, dentro de los 60 minutos posteriores a su llegada al laboratorio. El diluyente se
prepar6 segun Revell y Glossop [61]. Brevemente, un litro de diluyente contenia: D-
glucosa, 11.5 g; Na HCO3, 1.75 g; EDTA, 2.35 g; citrato de sodio, 11.65 g; Tris, 5.5 g;
acido citrico, 4.1 g; cisteina, 0.07 g; trehalosa, 1.0 g; alcohol polivinilico (PVA) tipo I,
1.0 g; cloruro de potasio, 0.75 g; Iincomicina-espectinomic'ina (1:2), 1.0 g. El
diluyente se preparé a un pH de 6.4, 284 mOsm/kg y se esterilizé con filtros de 0.22

um (Millipore). Se prepararon dosis de 2.5 x 10° espermatozoides en 50 ml y se
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envasaron en botellas estériles de polietileno-tereftalato. En estas condiciones el
semen diluido se mantuvo a temperatura ambiente por 1 h para equilibrarlo y se

almacenoé en una incubadora a 16+1°C hasta por 8 dias.

6.2. Experimentos y tratamientos del semen.

Se realizaron dos experimentos.

Experimento 1. Se realizd con el propésito de determinar si los
espermatozoides conservados en el diluyente Reading a 16°C estimula procesos
semejantes a la capacitacion y/o RA. Los espermatozoides fueron evaluados en
semen fresco y después de diluido y almacenado por 0, 2, 4, 6 y 8 dias. Los
parametros seminales en el tiempo 0 fueron considerados basales para el mismo
eyaculado almacenado por 2, 4, 6 y 8 dias. Adicionalmente, se determind la
habilidad de los espermatozoides almacenados, durante los tiempos indicados
previamente, para responder a la capacitacion in vitro por 4.5 h, a la adicion de Py
(tratamiento P4) y, finalmente, a la capacitacion in vitro + P4 Para los tres
tratamientos adicionales, el semen almacenado fue considerado como el tratamiento
testigo. Las variables a medir fueron movilidad progresiva, viabilidad y estado

funcional de la membrana (no capacitado, capacitado, RA) en todos los tratamientos.
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Experimento 2. Se realizé con el propésito de determinar el efecto del tiempo
de conservacion de los espermatozoides sobre la capacidad de FIV de ovocitos
homélogos. El semen diluido en Reading, se evalio a los 0, 4 y 8 dias de
almacenamiento, de acuerdo con el procedimiento indicado. Las variables de -

respuesta fueron porcentaje de ovocitos fertilizados y el porcentaje de polispermia.
6.3.Procedimientos para la evaluacion del semen

6.3.1. Movilidad progresiva.

La movilidad progresiva se determin6é después de incubar 1 ml de semen a
39°C durante 10 min. Una gota de 20 yl de semen se colocé sobre un portaobjetos a
37°C, se cubrié con un cubreobjetos y la movilidad progresiva fue evaluada bajo un

microscopio de campo claro a 400 aumentos, asignandose porcentajes de 0 a 90.

6.3.2. Viabilidad y estado funcional de las membranas espermaticas.

Para determinar la viabilidad espermatica se sigui6 el procedimientd de Berger
[8]. Se agreg6 Hoechst-33258 (H-33258) a una concentracion final de 1 ug/mi en la
suspension de espermatozoides y se incubd 8 min a 39°C. Inmediatamente después,
el excedente de H-33258 fue removido de una suspension de 100 ul de
espermatozoides mediante centrifugaciéon a 650 x g durante 10 min. sobre una

solucién de 300 ul de polivinilpirrolidona-40 (PVP-40) al 2 % en PBS. El tubo se corto
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por encima del paquete celular para asegurar la eliminacion del colorante y de la

solucién remanente de PVP-40.

A continuacién se utilizoé la tincion de CTC para determinar el estado funcional
de las MP, de acuerdo con el procedimiento de Fraser y Herold [21]. La CTC se
prepard a una concentracion de 750 uM, en un amortiguador de Tris 20 mM, NaCl
130 mM, L-cisteina 5 mM, a un pH final de 7.8. La solucién fue preparada en fresco y
se mantuvo en obscuridad. El paquete de células espermaticas se fij6 en 10 ul de
glutaraldehido al 0.2 %, en Tris 0.5 M y pH final de 7.4. Una suspension de 5 pl de
espermatozoides fijados se mezclé con 5 ul de CTC en un portaobjetos y se dejo
reposar 60 seg. Finalmente, se afiadié una gota de 1,4-Diaza-biciclo (2.2.2) octano
(DABCO) 0.22 M en glicerol al 90 %, para conservar la fluorescencia. Las
preparaciones con doble tinciéon (CTC/H-33258) se analizaron bajo el microscopio de
epifluorescencia (Carl Zeiss), a 1000 aumentos. La viabilidad de Ilos
espermétozoides se evaluo irradiando con luz ultravioleta a 360 nm para excitar el H-
33258 y se consider6 como muertos aquellos espermatozoides que mostraron
fluorescencia uniforme en la cabeza. A continuacion, el mismo campo fue iluminado
con luz uitravioleta a 495 nm para excitar a la CTC y determinar el estado funcional
de los espermatozoides de acuerdo con los siguientes patrones de tinciéon:
Espermatozoides no cabacitados, con fluorescencia uniforme en la cabeza vy
acrosoma intacto; espermatozoides capacitados, con fluorescencia concentrada en

la regién acrosomal, una banda sin fluorescencia en la regiéon postacrosomal y
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presencia de acrosoma intacto; espermatozoides con RA, sin fluorescencia en la
cabeza, excepto, una delgada banda en la regién ecuatorial [49, 80]. Se contaron

como minimo 200 células espermaticas por preparacion.

6.3.3. Capacitacion in vitro.

La capacitacion in vitro de los espermatozoides en semen fresco y diluido se
realiz6 segun el procedimiento descrito por Betancourt et al. {10]. Se deposité 1 mi
de medio de capacitacién TALP-Hepes, suplementado con BSA (6 mg/ml) y piruvato
de sodio 1 mM a un pH de 7.4, en cada pozo de una caja de plastico (Nunc-
Dinamarca) de 4 pozos y se incubaron a 39°C. Los espermatozoides fueron
separados del plasma seminal colocando 1 ml de semen fresco o 1.5 ml de semen
diluido en un tubo de centrifuga conteniendo 2 ml de medio TALP-Hepes a 39°C, y
se centrifugd a 320 x g durante 5 min. Se retir6 el sobrenadante con el plasma
seminal y el paquete celular sé resuspendié cuidadosamente con 1 ml de TALP-
Hepes, se tomé una alicuota de esta suspension para obtener 15 x 10°
espermatozoides, depositarlos en cada pozo, para finalmente incubarlos durante 4.5

h a 39°C en una atmoésfera hiumeda y 5 % de CO..

6.3.4. Induccion de RA con P4.
La habilidad de los espermatozoides para lievar a cabo la RA se evalué de
acuerdo con el procedimiento de Berger [8]. Al semen diluido y almacenado durante

0,2, 4, 6y 8 dias, con y sin capacitacion in vitro, se le adicion6 P4 para inducir la RA,;
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se utilizé una concentracion final de 10 pg/ml de P4y se incub6 a 39°C durante 15

min.

6.3.5. Procedimiento para la FIV.
El semen se evallo a los 0, 4 y 8 dias de almacenamiento en el extensor

Reading a 16°C. Se realizaron 6 ensayos y se emplearon en total 900 ovocitos.

Obtencion y maduracion de ovocitos. Los ovarios se obtuvieron de cerdas
prepuberes, en el rastro porcino ABC de los Reyes la Paz, Estado de México y se
transportaron en menos de 2 h al Laboratorio de Biologia Celular de la UAM-|, en
solucién salina estéril (NaCl 0.157 M) a 39°C [10]. Se lavaron tres veces en solucion
salina estéril a 39°C. Los foliculos de 3 a 6 mm de diametro se puncionaron con una
jeringa estéril de 10 ml y aguja de 18x38 mm (Becton Dickinson, México); el liquido
folicular obtenido se deposité en un tubo de centrifuga estéril y se dejé sedimentar
durante 15 min. El paquete celular se lav6 y se dej6 sedimentar 10 min. dos veces
mas con medio modificado Tyrode, suplementado con lactato de sodio, Hepes y PVA
(TL-Hepes-PVA) a pH de 7.3 a 7.4. El paquete celular sedimentado se depositd en
una caja de Petri. Bajo el microscopio estereoscépico se seleccionaron los complejos
ovocitos-células del cimulus (COC), eligiendo aquellos que presentaron citoplasma
uniforme y rodeados de al menos tres capas de células cimulo, empleando una
pipeta Pasteur alargada, con un diametro ligeramente superior del COC. Los

complejos COC se lavaron tres veces en gotas de 500 pul de medio de maduracion
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La maduracién de los ovocitos se realiz6 en medio TCM 199 con sales de
Earle y bicarbonato de sodio (Iin Vitro S.A., México), suplementado con PVA al 0.1%,;
D-glucosa, 3.05 mM; piruvato de sodio, 0.91 mM; cisteina, 0.57 mM y factor de
crecimiento epidérmico.(FCE), 10 ng/ml [79]. Para la maduracién, se depositaron de
40 a 50 COC por pozo en una caja de 4 pozos (Nunc) con 500 ul de medio de
maduracion, cubierto con aceite mineral (Fisher Scientificy agregando las hormonas
FSH y LH en una concentracién de 0.5 pg/ml de cada una. Se incubaron a 39°C en

atmésfera de CO; y humedad a saturacién durante 42 a 44 h.

Coincubacion de los ovocitos. Transcurrido el tiempo de maduracién, se
agregaron a cada pozo 300 ul de hialuronidasa al 0.1 % para eliminar las células
cumulus. Los ovocitos desnudos se transfirieron a gotas de 50 pl del medio de
fertilizacion “Tris-buffer médium” (TBM), suplementado con cafeina 2.5 mM vy
albamina sérica bovina fraccién V (BSA) al 0.4 % cubiertas con aceite en cajas de 4

pozos [1, 2].

Se lavaron 5 ml de semen diluido en Reading con 0, 4 y 8 dias de
almacenamiento, con 5 ml de una solucién amortiguadora de fosfatos de Dulbbecco
(DPBS) suplementado con BSA fraccién V al 0.1 % y a un pH de 7.2-74 y se
centrifugd a 61 g durante 5 min; se tomé el sobrenadante y se lavo dos veces mas

con DPBS a 1900 g durante 5 min. El paquete celular se diluy6é en 100 ul de TBM.

Después de realizar las diluciones apropiadas, 50 ul de esta suspension de
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espermatozoides, se agregaron a cada pozo que contenia de 35 a 40 ovocitos, para
tener una concentracion final de 5x10° células/ml [2]. La coincubacién se llevd a

cabo durante 5 h a 39°C en atmdsfera de 5% de CO, con humedad a saturacion.

Transcurrido el tiempo de coincubacion, los ovocitos se lavaron en gotas de 50 ul
de medio de desarrollo embrionario North Carolina State University (NCSU-23) [57],
suplementados con BSA libre de acidos grasos al 0.4 % y se transfirieron a gotas de
500 pl del mismo medio cubiertas con aceite mineral en cajas de 4 pozos y se
incubaron por 12 h en las mismas condiciones. Posteriormente, se lavaron tres

veces en gotas de 100 ul de medio TL-Hepes-PVA.
6.4.Evaluacion de la FIV.

Se prepararon laminillas con aproximadamente 10 ovocitos, presionados entre un
portaobjetos y cubreobjetos y se fijaron en una solucién de acido acético-etanol (1:3)
durante 72 h. Transcurrido ese tiempo, se tifieron con una solucién de orceina al
0.1% en acido acético. La observacién de los pronucleos se realizé con el
microscopio de contraste de fases a 400 aumentos [2]. Se determind el porcentaje
de ovocitos fertilizados con semen diluido en Reading a diferentes intervalos de
conservacion, clasificandose como monospérmicos, aquellos que preséntaron dos
pronucleos y polispérmicos, los que tuvieron tres o0 mas pronucleos. Se consideraron

como ovocitos maduros aquellos que presentaron cromosomas en metafase Il y/o
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primer cuerpo polar. Se consideraron ovocitos inmaduros aquellos que presentaron
vesicula germinal, o en vias de maduracién, aquelios que presentaron cromosomas
de la primera division meidtica. El porcentaje de ovocitos fertilizados se determiné
dividiendo el numero de ovocitos monospérmicos/numero total de ovocitos -
inmaduros x 100. La polispérmia se determiné por el nuimero de ovocitos

polispérmicos/nimero total de ovocitos inmaduros x 100.

6.5. Analisis estadistico.

Las variables de repuesta: movilidad progresiva, viabilidad espermatica,
porcentaje de espermatozoides de acuerdo a su estado funcional; no capacitados,
capacitados, reaccionados (RA), asi como el porcentaje de ovocitos fertilizados y el
porcentaje de polispérmia, se analizaron por medio de un analisis de varianza mixto,
con mediciones repetidas [88]. Para movilidad progresiva y viabilidad espermatica,
se hizo necesaria la transformacién arco seno de los datos para corregir la

heterogeneidad de las varianzas. El nivel de confianza se tomé cuando p<0.05.

37



7. RESULTADOS.

7.1.Efecto del tiempo de almacenamiento en la movilidad progresiva y la

viabilidad espermatica.

El promedio + error estandar (EE) de viabilidad espermatica en el semen
fresco fue del 91.4+1.8 % y no difiri6 del semen diluido (0, 2 y 4 dias de
almacenamiento) (p>0.05). Al sexto y octavo dias de almacenamiento la viabilidad
descendié de manera significativa (87.9+1.8 y 86.9+1.8% respectivamente, p<0.05),

con relacién al dia 0.

El semen fresco mostré la maxima movilidad progresiva y no difiri6 con
respecto al diluido al dia 0 (87.5+1.6 y 84.9+1.6% respectivamente, p>0.05). Sin
embargq, después del segundo dia de almacenamiento la movilidad descendio
significativamente (p<0.05), llegando a su punto mas bajo al octavo dia de

almacenamiento (62.8+1.6 %) (cuadro 2).
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CUADRO 2. EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO DEL SEMEN
PORCINO SOBRE LA VIABILIDAD ESPERMATICA Y LA MOVILIDAD

PROGRESIVA (n=10) (% PROMEDIO + EE).

Variable Semen Dias de almacenamiento
Fresco

0 2 4 6 8

Viabilidad (%) |91.4+1.8° [89.9+1.8° |89.9+1.8" [90.1+1.8* [87.9+1.8° [86.9+1.8°

Movilidad (%) |87.5+1.6° [84.9+1.6% [80.2+1.6° |76.8+1.6° [72.3+1.6° |62.8+1.6°

Literales distintas son significativamente diferentes (p<0.05) con respecto al dia 0.

7.2.Estado funcional de la membrana plasmatica de espermatozoides de

cerdo mediante CTC.

La tincion de espermatozoides con CTC permiti6 observar tfes estados
funcionales: a) Espermatozoides no capacitados, con fluorescencia distribuida en
toda la cabeza; b) Espermatozoides capacitados, con fluorescencia en la region
acrosomal y una ‘banda libre de fluorescencia en la regién posacrosomal; c)
Espermatozoides con RA sin fluorescencia en la cabeza, excepto, una banda en la
region ecuatorial (figura 3). Estos estados funcionales se observaron en cado uno de
los tratamientos a los que se sometié el semen fresco y diluido, mismos que a

continuacion se describen.
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Figura 3. Estados funcionales de la membrana plasmatica en espermatozoides de
cerdo tefiidos con CTC: A) Espermatozoide no capacitado, con fluorescencia distribuida en
toda la cabeza; B) Espermatozoide capacitado, con fluorescencia en la regién acrosomal y
una banda libre de fluorescencia en la regién posacrosomal; C) Espermatozoide con RA, sin
fluorescencia en la cabeza, excepto, una banda en la regién ecuatorial (1000 X ).
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7.3.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen en el estado funcional

de la membrana plasmatica de los espermatozoides.

Se encontré que los porcentajes de espermatozoides capacitados fueron -
bajos en el semen fresco y diluido al dia 0 y 2 de almacenamiento (4.3 * 07,48
09 y 10.7 + 1.8% respectivamente, p>0.05), pero en los dias 4, 6 y 8 se
incrementaron significativamente (18.7+2.5, 28.8+2.8 y 37.2+3.3 % respectivamente,
p<0.05). En el semen fresco solamente 5.7+1% de los espermatozoides mostraron
RA. Este porcentaje se. incrementd ligeramente hasta el octavo dia de
almacenamiento, pero sin diferencias significativas (p>0.05). Complementariamente,
los porcentajes de espermatozoides no capacitados fueron altos en el semen fresco
y diluido al dia 0 y 2 de almacenamiento (84.2+2.0, 85.2+1.1, 776219 %
respectivamente, p>0.05), pero en los dias 4, 6 y 8 disminuyeron significativamente

(66.6+3, 55.5+4.6, 41.816.1 respectivamente, p<0.05) (cuadro 3).

7.4.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen y la capacitacion in

vitro por 4.5 h en el estado funcional de los espermatozoides.
El semen fresco y el semen diluido los dias 0, 2 y 4 de almacenamiento

sometido a capacitacion in vitro durante 4.5 h, presentaron proporciones similares de

espermatozoides capacitados (23x2.7, 25.3+2.3, 24.4+3.3, 245123

41



respectivamente, p>0.05),

pero al sexto y octavo dia

los porcentajes se

incrementaron significativamente (30.913.3, 34.7£3.0 respectivamente, p<0.05).

CUADRO 3. EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO DEL SEMEN

PORCINO EN EL ESTADO FUNCIONAL DE LOS ESPERMATOZOIDES (n=10)

(% PROMEDIO + EE).
Estado Semen Dias de almacenamiento
Funcional Fresco 0 2 4 6 8
No capacitado | 84.2+2.0° |85.2+1.1* |77.6+1.9° 66.6+3° | 55.5+4.6° | 41.8+6.1°
Capacitado 43:0.7% | 4.810.9° {10.7+1.8° | 18.7+2.5° | 28.8+2.8° | 37.2+3.3°
RA 57+1.0° | 7.2+1.1* | 6.0+0.9° 7.8+1.2° | 8.8+1.3% | 12.2+2.7°

Literales distintas entre filas son significativamente diferentes (p<0.05) con respecto

aldia 0.

Una situacion parecida se observd en el comportamiento de los
espermétozoides con RA. Los porcentajes de espermatozoides reaccionados fueron
similares en el semen fresco y diluido, los dias 0, 2 y 4 de almacenamiento
(18.1£1.9, 19.9x1.4, 18.6%+1.3, 19.3+2.3 respectivamente, p>0.05)), pero se
incrementaron significativamente los dias 6 y 8 (27.414, 33.315.4 respectivamente,
p<0.05). ElI aumento en el porcentaje de espermatozoides capacitados vy
reaccionados (RA) al sexto y octavo dias de almacenamiento, produjo una reduccién
significativa (p<0.05) en la proporcion de los espermatozoides no capacitados

(cuadro 4).
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CUADRO 4. EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO DEL SEMEN Y LA

CAPACITACION IN VITRO POR 4.5 H EN EL ESTADO FUNCIONAL DE LOS

ESPERMATOZOIDES (n=10) (% PROMEDIO + EE).

Estado Semen Dias de almacenamiento
funcional Fresco 0 2 4 6 8
No capacitado | 48.9+3.62 | 44.0+3.7% |45.1+2.9? | 44.3+4.22 | 30.3+4.8° | 18.0+3.9"
Capacitado 23.0+2.7% | 25.3+2.37 | 24.4+3.32 | 24.5+2.32 | 30.9+3.3° | 34.7:3.0°
RA 18.1+1.9% | 19.9+1.42 | 18.6+1.32 | 19.3+2.3% | 27.4+4.0° | 33.3+5.4°

Literales distintas entre filas son significativamente diferentes (p<0.05) con respecto

al dia 0.

7.5.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen y la adiciéon de P, (por

15 min.) en el estado funcional de los espermatozoides.

El semen fresco y el semen diluido al dia O de almacenamiento a los que se
les adiciond P4, presentaron porcentajes similares de espermatozoides capacitados
(8.0£1.3, 8.1+1.1% respectivamente, p>0.05)), incrementandose significativamente
(p<0.05) a partir del segundo dia almacenamiento (17.1+2.9) hasta alcanzar
36.3+4% al octavo dia. El analisis estadistico mostré que este incremento fue debido
a un efecto significativo (p<0.05) del tiempo de almacenamiento y no de la P4. Los
porcentajes de espermatozoides con RA se mantuvieron sin diferencias significativas
(p>0.05) en el semen fresco y diluido en todos los tiempos de almacenamiento,

excepto para el octavo dia (17.4+1.6, p<0.05). Complementariamente, la proporcion
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de espermatozoides no capacitados fue elevada en el semen fresco y en el semen

diluido al dia 0 de almacenamiento (76.8+1.3, 77.4+3.0 respectivamente, p>0.05),

pero en los dias 2, 4, 6 y 8 los valores disminuyeron significativamente (67.3+3.3,

62.613.4, 41.814.2, 37.7+6.0 respectivamente, p<0.05) (cuadro 5).

CUADRO 5. EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO DEL SEMEN Y LA

ADICION DE P, POR 15 MIN. EN EL ESTADO FUNCIONAL DE LOS

ESPERMATOZOIDES (n=10) (% PROMEDIO * EE).

Estado Semen Dias de almacenamiento
funcional Fresco 0 2 4 6 8
No capacitado | 76.8+1.3% | 77.4+3.0° | 67.3x3.3° | 62.6:3.4° | 41.8+4.2° | 37.7+6.0°
Capacitado 8.0¢1.3° | 8.1£1.1° | 17.122.9° | 20.042.9° | 34.0+3.1° | 36.3+4.0°
RA 10.2+1.72 | 10.621.6° | 10.021.0° | 11.4+1.6° | 159+1.8® | 17.4x1.6°

Literales distintas entre filas son significativamente diferentes (p<0.05) con respecto

al dia 0.

7.6.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen y la capacitacion in

vitro +P4 en el estado funcional de los espermatozoides.

El tiempo de almacenamiento cambi6é significativamente (p<0.05) Ila

proporcion de los patrones de fluorescencia en los espermatozoides sometidos a

capacitacion in vitro por 4.5 h + P4 durante 15 min. Proporciones similares de

espermatozoides capacitados se observaron en el semen fresco y en el diluido los
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dias 0 y 2 de almacenamiento (24.9+4.3, 23.8+2.4, 25.5+1.8 % respectivamente,

p>0.05), pero al cuarto, sexto y octavo dias se incrementaron significativamente

(30.3+2.2, 34.7+3.3, 37.7+4.1 respectivamente, p<0.05). El porcentaje promedio de

espermatozoides con RA en el semen fresco fue de 2109 % y no varié

significativamente en el semen diluido, del 0 al sexto dia de almacenamiento, pero al

octavo dia se incrementd significativamente (36.3+4.7 p<0.01). El aumento en el

porcentaje de espermatozoides capacitados al cuarto, sexto .y octavo dias de

almacenamiento, produjo una reduccién significativa (p<0.05) en la proporcién de los

espermatozoides no capacitados (cuadro 6).

CUADRO 6. EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO DEL SEMEN Y LA

CAPACITACION IN VITRO + P4 EN EL ESTADO FUNCIONAL DE LOS

ESPERMATOZOIDES (% PROMEDIO + EE) (n=10).

Estado Semen Dias de almacenamiento
funcional Fresco 0 2 4 6 8
No capacitado | 47.0+3.87 | 41.7+£3.0° |41.8+3.5°| 32.1+3.8° | 28.8+52° | 13.9+2.5°
Capacitado | 24.9+4.32 | 23.8+2.42 [255+1.8%| 30.3+2.2° | 34.7+3.3° | 37.7+4.1°
RA 21.040.92 | 25.142.2% [24.1+2.4%| 28.643.7% | 28.7+3.8° | 36.3+4.7°

Literales distintas entre filas son significativamente diferentes (p<0.05) con respecto

al dia 0.
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7.7.Efecto de cuatro tratamientos del semen porcino en el estado funcional

de la membrana plasmatica del espermatozoide.

En este apartado se presentan los resultados de una manera integral, éon el
proposito de realizar un analisis comparativo entre los cuatro tratamientos (tiempd de
almacenamiento, capacitacidn in vitro, adicidon de P, y capacitacién in vitro+P,) sobre
la proporcion de espermatozoides capacitados (figura 4A) y reaccionados (figura 4B).
Esto es posible debido a que los cuatro tratamientos se realizaron simultaneamente.
Los valores para espermatozoides no capacitados son complementarios a los

porcentajes de capacitados y reaccionados y no se muestran en la figura 4.

Como se indicd previamente, el almacenamiento del semen indujo un
incremento de la proporcion de células capacitadas a partir del cuarto dia y se
incrementd paulatinamente hasta el octavo dia. La proporcién de células con RA se

mantuvo constante en todos los tiempos de almacenamiento.

La adicién de P4 durante 15 min. al semen fresco y diluido, no incrementé
significativamente (p>0.05) el porcentaje de espermatozoides capacitados, ni
tampoco el de los espermatozoides reaccionados, con respecto al tratamiento testigo

(efecto del tiempo de almacenamiento).
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El tratamiento de capacitacion in vitro durante 4.5 h produjo un aumenté
significativo en el porcentaje de espermatozoides capacitados, en el semen fresco y
en el diluido con 0 y 2 dias de almacenamiento (23+2.7, 25.3+2.3 y 24.4+3.3 %
respectivamente, p<0.05). Sin embargo, después de cuatro, seis y ocho dias los .
porcentajes de espermatozoides con patron de capacitacion (24.5+2.34, 30.913.34,
29.7+3.02 %, respectivamente) no difirieron (p>0.05) con respecto al tratamiento
testigo. La capacitacion in vitro,' también incrementé (p<0.05) el porcentaje de
espermatozoides con RA en el sémen fresco y diluido en todos los tiempos de

almacenamiento; con respecto al tratamiento testigo.

La capacitaciéon in vitro + P4 incrementé significativamente (p<0.05) el
porcentaje de espermatozoides capacitados. en el semen fresco y diluido durante 0,
2 y 4 dias de almacenamiento, pero al sexto y el octavo dias, este efecto ya no se
presentd con respecto al tratamiento testigo .(p>0.05). También, aumento
Significativamente (p<0.05) el porcentaje de espermatozoides reaccionados en el

semen fresco y diluido, en todos los tiempos de almacenamiento, con respecto al

tratamiento testigo.
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Figura. 4. Estado fisiolégico de la membrana plasmatica determinado por CTC en
espermatozoides sometidos a cuatro tratamientos. Porcentaje promedio (+tEE) de
espermatozoides capacitados (A) y con RA (B). La linea continua indica el efecto del
almacenamiento del semen a 16°C (tratamiento testigo); las barras negras indican el efecto
de la adicién de Pg; las barras transparentes indican el efecto de la capacitacion in vitro
durante 4.5 h y las barras punteadas muestran el efecto del tratamiento combinado
(capacitacion in vitro+P,). El estado fisiolégico de la membrana espermatica fue determinado
mediante la tincién de CTC fluorescente. Los espermatozoides capacitados se determinaron
por fluorescencia en la region acrosomal y una banda no tefida en la region postacrosomal;
los espermatozoides con RA no mostraron fluorescencia en la cabeza excepto una banda en
la regién ecuatorial. * indica diferencias significativas (p<0.05) con respecto al tratamiento
testigo.
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7.8.Efecto del tiempo de almacenamiento del semen porcino sobre la

capacidad de fertilizar ovocitos homaélogos in vitro.

En la realizacién del presente ensayo se eligieron unicamente tres tiempos de
almacenamiento del semen ( 0, 4 y 8 dias), considerados como los mas
representativos del periodo de estudio de acuerdo con los resultados mostrados
previamente. El porcentaje de ovocitos fertilizados fue similar cuando se usé semen
de 0, 4 y 8 dias de almacenado (72.313.6, 67.3+3.6, 67.2+3.6 respectivamente,
p>0.05). De la misma manera, el porcentaje de polispermia se mantuvo constante en
los' tres tiempos de almacenamiento del semen (37.714.3, 35.714.3, 30.8%4.9,
respectivamente). El indice de maduracién de ovocitos fue alto en todos los ensayos,

de 80 a 85%, lo cual indica la confiabilidad del modelo utilizado (cuadro 7).

CUADRO 7. EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO DEL SEMEN SOBRE

LA CAPACIDAD DE FERTILIZACION IN VITRO (% PROMEDIO + EE) (n=6).

Dias de No de % Ovocitos % FIV % Polispermia
almacenamiento | ovocitos maduros
del semen
308 85.4+2.0 72.3+3.6° 37.7+4.3°
4 374 80.2+2.1 67.3+3.6° 35.7+4.3°
8 218 83.5+2.2 67.2+3.6° 30.8+4.9°

? literales distintas entre columnas son significativamente diferentes (p<0.05).
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8. DISCUSION.

En el presente trabajo se encontr6 que a medida que avanza el
almacenamiento del semen porcino a 16°C en un diluyente de larga duracion
(Reading) se suscitan cambios en las membranas espermaticas parecidos a la
capacitacion. A este evento lo hemos denominado capacitacion por almacenamiento,
para distinguirlo de la capacitacién in vitro y de la causada por otros procesos de
manipulacion (citometria de flujo, congelacién-descongelacion). Thundathil et al. [71]
utilizaron el término capacitacion prematura para referirse a la capacitacion que
experimentan los espermatozoides de bovino sometidos a congelacion-

descongelacién.

La capacitacibn espermatica por almacenamiento se presentd
espontaneamente a partir del cuarto dia de conservacion y continu6 hasta el octavo
dia. Estos resultados estan de acuerdo con los trabajos de Maxwell y Johnson [49] y
Watson [81], quienes encontraron que el enfriamiento del semen de 38°C a 15°C
indujo cambios en las membranas espermaticas parecidos a la capacitaciéon y/o la
RA, pero difirieron con respecto a la velocidad con que se producen. Maxwell y
Johnson [49] observaron que estos cambios se presentan después de 180 min. de
almacenamiento en solucién Tyrode o en PBS, mientras que aqui encontramos que
son mas lentos. En efecto, en los primeros dos dias de almacenamiento se observé

un ligero incremento de los espermatozoides capacitados y solo fue significativo a
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partir del cuarto dia. Probablemente ello se deba a que en este caso, utilizamos un
diluyente de larga duracion (Reading), que contiene trehalosa y cloruro de potasio,
los cuales estabilizan la bicapa de lipidos de las membranas espermaticas y ejercen
una accién protectora cbntra el frio [61]. El diluyente también contiene EDTA, el cual
ejerce una accion quelante de los iones divalentes, como el ca® y limita su ingreso a
la célula espermatica [39]. De esta manera, el Reading puede proteger
transitoriamente (48 a 96 h) a los espermatozoides de la capacitacion por

almacenamiento.

Watson [81] discute varios mecanismos mediante los cuales el frio (5y 15 °C)
puede inducir cambios en las membranas espermaticas. Primero, plantea que
conforme la temperatura del semen desciende, de 30 a 5°C, se producen cambios
en la composicion y en la organizacién de la bicapa de lipidos de las membranas,
aumenta su permeabilidad y los iones de Ca®* libres en el medio pueden entrar a la
célula. Consecuentemente, se estimulan los mecanismos dependientes del Ca*
asociados con la capacitacién y la RA. Alternativamente, el frio puede inhibir los
mecanismos disefiados para mantener la asimetria de la bicapa, resultando en una
membrana mas fusogénica y de esta manera la capacitacion se efectia por
mecanismos diferentes a los tradicionales. Una tercera posibilidad es que las bajas
temperaturas ihfluyan en el citoesqueleto, el cual es el responsable de la estabilidad
de las membranas y un recalentamiento puede desestabilizarlas y prepararlas para
la fusién, constituyendo un mecanismo de capacitacién alternativo. Green y Watson

[25] investigaron la naturaleza de los cambios de las membranas espermaticas
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inducidos por el frio a 5°C y los compararon con los de la capacitacion in vitro,
concluyendo que ambos estimulos siguen rutas diferentes para alcanzar un mismo

propésito: la capacitacion.

Es posible que el frio no sea el uUnico responsable de la capacitacion
espermatica por almacenamiento. El bicarbonato de sodio presente en el Reading,
también puede producir cambios en las membranas espermaticas. Harrison et al.
[28] observaron que el bicarbonato de sodio/CO; indujo un incremento en los
patrones de capacitacién espermatica, debido a modificaciones rapidas y reversibles
en la arquitectura de los lipidos de la membrana plasmatica de los espermatozoides;
ocasionando un incrementé del Ca®* al interior de la célula y estimulando la cadena
de senales de transduccion asociada a la capacitacién [38]. Si bien es cierto que el
bicarbonato de sodio/CO; actiia a tempefaturas superiores de 30°C, no se descarta
que a 16°C también mantengan la acciéon desestabilizadora en las membranas
espermaticas. Asi lo sugiere el trabajo de Maxwell y Johnson [49], quienes
encontraron un mayor porcentaje de espermatozoides capacitados cuando el semen
se resuspendié en una solucién con bicarbonato de sodio (Tyrode) vs una solucién
sin bicarbonato de sodio (PBS), a 15°C (37 % vs 27 %). Puesto que el diluyente
Reading contiene 20.8 mM [61] de bicarbonato de sodio de sodio, y la solucién
Tyrode contiene 25 mM [10], es posible que este componente induzca cambios en la

estructura de la MP, pero es un aspecto que debe ser atin estudiado.
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También, se ha observado que una excesiva diluciébn del semen puede
conducir a una perdida de la movilidad, de la actividad metabélica y de la capacidad
fertilizante in vivo, a esto se le conoce como “efecto de dilucién” y una situacién
similar se puede presentar durante el almacenamiento del espermatozoide, durante .
el cual la dilucién remueve proteinas, antioxidantes y otros componentes del plasma
seminal. La remocion o alteracion de estas moléculas sobre la superficie del
espermatozoide estd asociada a procesos de capacitacion. Asimismo, el plasma
seminal incrementa la resistencia dé los espermatozoides de cerdo al shock por frio
y su adicidn a una suspensién de espermatozoides capacitados por accién del
bicarbonato de sodio reestablece la arquitectura original de las membranas [48]. Sin
embargo, los mecanismos a través de los cuales el almacenamiento a 16°C en
diluyentes de larga duracién induce la capacitacion espermatica deben ser motivo de

una mayor investigacion.

Contrariamente a nuestras expectativas, la capacitacion in vitro del semen
despues de cuatro, seis y ocho dias de conservacién, no superd el porcentaje de
espermatozoides capacitados obtenidos solamente por efecto del almacenamiento, y
pareciera que se ha reducido el potencial de capacitacién en los espermatozoides
con mas 4 dias de almacenamiento. Ademas el porcentaje de espermatozoides
reaccionados, también se incrementa con la capacitaéién in vitro. Mattioli et al. [47]
informaron que el semen almacenado en BTS por 1y 3 dias requiere menor tiempo

de capacitacion que el semen fresco (90 vs 180 min., respectivamente). Puesto que
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en el presente estudio el periodo de incubacion in vitro fue de 4.5 h, la capacitacion
pudo ocurrir rapidamente y los espermatozoides haber experimentado RA
espontanea. Pero esto no fue posible observarlo, debido a que la evaluacion

espermatica se realizé después de ese tiempo.

En otros trabajos [26, 85] se informa de la posibilidad de que los
espermatozoides eyaculados de cerdo alcancen espontaneamente el estado de RA,
después de un periodo de capacitacién in vitro. La RA que ocurre en ausencia de un
estimulo natural, como la P4 0 la ZP, se le ha denominado como reaccion acrosomal
espontanea (RAE) [85]. Barboni et al. [5], en el semen fresco, encontraron 14 % de
RAE, después de 4 h de capacitacién in vitro y Vazquez et al. [74] encontraron 9 a
10 % de RAE, después de 40 min. de capacitacion in vitro. Estos valores, son
inferiores a los encontrados en el presente trabajo, probableménte debido a que, en
nuestro caso, el periodo de capacitacion empleado fue mayor (4.5 h). Sin embargo,
este evento no esta documentado para el caso de los espermatozoides conservados
a 16°C en diluyentes de larga duracién. En el presente trabajo se observd que la
capacitacion in vitro de los espermatozoides diluidos en Reading, produjo un
incrementd en el porcentaje RAE en todos los tiempos de almacenamiento, siendo
mas consistente este aumento al sexto y octavo dias. Lo anterior sugiere que la
capacitacién in vitro durante 4.5 h estimula no solo la cépacitaci()n espermatica, sino

también la RA.
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La adicion de P4 al semen fresco y diluido sin capacitacion in vitro previa, tuvo
como propdsito probar la siguiente hipétesis: si los espermatozoides habiendo
experimentado durante el almacenamiento cambios de membrana parecidos a la
capacitacion, entonces la adicion de un inductor de RA, como Ia P4, producira un
incremento en la proporcion de espermatozoides con RA. Sin embargo, en el
presente trabajo la P4 no fue capaz de inducir la RA particularmente entre el cuarto y
el octavo dia de almacenamiento, ya que en este lapso se incrementa la proporcion
de espermatozoides capacitados por almacenamiento. Estos resultados no coinciden
con estudios previos, ya que la accion no gendmica de la P4 es bien conocida [4] y
ha sido utilizada con éxito como un inductor de la RA, cuando se adiciona a

espermatozoides capacitados de cerdo [51].

El tratamiento de capacitacién in vitro + P4, fue disefiado para inducir
simultaneamente un aumento de la capacitacion espermatica y de la RA, tanto en el
semen fresco, como en el diluido, cosa que efectivamente ocurrié. Sin embargo, el
incremento de la RA mas que un efecto de ia P4, fue debido esencialmente al
tratamiento de capacitaciéon in vitro al que se sometieron los espermatozoides
durante 4.5 h antes de adicionar la P4. Asimismo, el aumento en la proporcion de los
espermatozoides capacitados, también, se debié a un efecto de la capacitacion in
vitro, pero esto solamente ocurrié en el semen fresco y diluido, con 0, 2 y 4 dias de
almacenamiento, pero, entre el sexto y octavo dia ya no se observo este efecto, con

respecto al tratamiento testigo.
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Se observé que la viabilidad espermatica y la movilidad progresiva, aun
cuando experimentan un descenso significativo en sus valores promedio, a partir del
segundo dia de almacenamiento, al final del mismo se mantuvieron por arriba de los
valores limite consignados en la literatura. Para el caso de la viabilidad espermatica,
los resultados del presente trabajo coinciden con Johnson et al. [38] y Jounala et al.

[41] quienes encontraron 90 % y 82 % de células vivas a los 9 y 7 dias de

almacenamiento, respectivamente, con diferentes temperaturas y tipos de

diluyentes. Asimismo, en el presente trabajo la movilidad'progresiva al octavo dia de
almacenamiento fue superior al 60 %, valor considerado por Flowers [20] como limite
para evitar una disminucién de la fertilidad o del tamafio de camada. Jounala et al.
[41] mencionan que el valor limite de movilidad progresiva para el semen
almacenado en un diluyente de larga duracion es del 45%. En cqnjunto, nuestros
resultados indican que el diluyente Reading es capaz de mantener elevada la
viabilidad espermatica hasta el final del periodo de estudio y una movilidad
progresiva dentro de los valores limites aceptables. Por esto consideramos que la
reduccidbn de la capacidad fertilizante del semen después de cinco dias de
almacenamiento, reportada por Revell y Glossop [61], no puede ser atribuible solo a

estas variables.

Para determinar si los espermatozoides capacitados por almacenamiento
experimentan disminucion en su capacidad fertilizante, se realizé un ensayo de FIV.
Los resultados indican que el semen almacenado hasta por 8 dias conserva su

capacidad fertilizante, bajo condiciones in vitro. Originalmente se esperaba que no
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fuera asi, debido a los cambios de membrana que experimentan los
espermatozoides durante el almacenamiento, particularmente cuando se reporta un
incremento de la RA [49]). Adicionalmente, Vazquez et al [75] encontraron una
descenso constante debla capacidad fertilizante del semen almacenado en MR-A a
partir del segundo dia y hasta el noveno. Sin embargo, parece que nues{ros
resultados son correctos debido a que la capacitacién espermatica es uné etapa de
preparacién de la célula, en la cual adquiere la habilidad de interaccionar y penetrar

al ovocito y de [85].

Los resultados del presente trabajo tienen importantes implicaciones
practicas para el manejo del semen conservado en diluyentes de larga duracién en
programas de IA. De acuerdo a la movilidad y viabilidad mostradas en el presente
trabajo, el semen de 4 a 8 dias de almacenamiento puede ser utilizado en la
inseminacién de las cerdas. Sin embargo, el aimacenamiento del semen produce un
incrementd en la capacitacién espermatica y consecuentemente la estructura celular
en un eyaculado se va haciendo mas heterogénea conforme avanza el tiempo de
almacenamiehto. Asi, el semen fresco tiene una estrugtura celular mas homogénea
que el semen diluido con cuatro, seis y ocho dias de almacenamiento. ElI semen
fresco esta constituido principalmente por espermatozoides no capacitados (84 % de
la poblacién célular total) y a partir del cuarto dia de almacenamiento, la poblacién

celular se va diversificando, hasta alcanzar, al octavo dia, la siguiente estructura: 42
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%, 37 %, 12 % de espermatozoides no capacitados, capacitados y reaccionados,

respectivamente y, 9 % de espermatozoides muertos (datos no mostrados).

'g,Cuél es el efecto de esta heterogeneidad celular sobre la capacidad
fertilizante del semen almacenado?. En realidad, el incremento de la poblacic’m
celular capacitada en una dosis de semen no significa que exista disminucion de la
capacidad fertilizante, por el contrario, los espermatozoides almacenados han
adquirido la habilidad de reaccionar y fertilizar a los ovocitos. Asi lo confirman los
resultados encontrados en el presente trabajo, en donde la tasa de fertilizacion de
ovocitos fue similar cuando se inseminaron con semen de 0, 4 y 8 dias de
almacenamiento. Sin embargo, si este mismo semen se utilizara en la inseminacién
de cerdas el resultado probablemente seria diferente, ya que el 25%, 36% y 49 % de
los espermatozoides presentan desestabilizacion de membranas (capacitacion y
RA). Los espermatozoides que se depositan en el tracto genital de la hembra en
etapa de RA ya no son capaces de fusionarse a los ovocitos, porque han perdido los
receptores de membrana para interaccionar con la ZP y mueren rapidamente;
mientras que los espermatozoides que ingresan en la etapa de capacitacion son
poco habiles para adherirse a las células del epitelio del oviducto [18], permanecen
libres en el lumen por poco tiempo, experimentan RAE y mueren [59]. Otros autores
[39, 74] han confirmado el corto periodo de vida de los espermatozoides
capacitados. De esta manera, los espermatozoides capacitados por almacenamiento
no serian capaces de sobrevivir en el tracto genital de la hembra por un periodo de

12 a 24 h en espera de que ocurra la ovulacién [78]. En este sentido, la capacitacion
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por almacenamiento, es un proceso no deseable que se debe retrasar, para permitir

que este proceso se lleve a cabo en el tracto reproductor de la hembra.

9. CONCLUSION.

La conservacién del semen porcino a 16°C en un diluyente de larga duracion
- (Reading) produjo un incremento de la capacitacién espermatica a partir del cuarto
dia (capacitacién por almacenamiehto). Consecuentemente, un estimulo adicional
como la capacitacién in _vitro no aumentdé los niveles de espermatozoides
capacitados, pero si incrementdé la RA espontdnea. En ensayos de FIV la
capacitacién por almacenamiento no produjo disminucién de la capacidad fertilizante
de los espermatozoides, pero en programas de |IA es muy posible que esta sea una

de las causas que disminuyen la habilidad fertilizante del semen porcino.
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11. APENDICE.

11.1. Resultados del analisis de varianza.

Variable Fuentes de Variacion
Tiempo | Capinvitrof P4 | T*Cap |[Cap*Ps [T*Cap*P,

Viabilidad 0.0004 - - - - -
Movilidad 0.0001 - - - — —

No capacitado 0.0001 0.6001 ns 0.0005 ns ns
Capacitado 0.0001 . 0.0067 ns 0.0001 ns ns

RA 0.0001 0.0002 ns ns ns ns

% Fertilizacion ns - - - .- —

% polispermia ns - - - — —
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11.2. Composicion de los medios utilizados en el ensayo de FIV.

Medio de maduracién de ovocitos TCM 199-modificado (libre de proteinas).

Componente Concentracion (mM) g/100 ml
TCM 199 | - 100 ml
PVA - 0.1000 (0.1%)
D-glucosa 3.05 0.05496
Piruvato de sodio 0.91 0.0100
Penicilina . - 0.0075
Estreptomicina - 0.0050

El medio se esteriliza en filtros Millipore de 0.22 uym y se almacena en
refrigeracion hasta su uso (preparar cada 15 dias para evitar contaminacion).

El medio se suplementa el dia de uso con:

Cisteina: 0.57 mM

EGF : 10.0 ng/ml.

Las hormonas se agregan hasta que se inicia la maduracién de los ovocitos:
LH: 0.5 pg/mi

FSH: 0.5 pg/ml
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Medio TALP-Hepes-PVA modificado

(para lavar ovocitos recientemente colectados).

Componente | Concentracion (mM) | g/1000 mi | g/2000 ml
Na Cl 114.00 6.6633 13.3266
KCi 3.2 0.2386 0.4772
NaH,PO4 0.34 0.0408 0.0816
Lactato Na* 10.00 1.4 mi 2.8 mi
MgCl, 6H0 0.50 0.1017 0.2034
HEPES 10.00 2.3830 4.7660
Piruvato Na 0.20 0.0220 0.0440
Sorbitol 12.00 2.1860 4.3720
NaHCO3 2.00 0.1680 0.3360
CaCl, 2H0** 2.00 0.2940 0.5880 .
Gentamicina - 0.0250 0.0500
Penicilina - 0.0650 0.1300
PVA - 0.1000 0.2000

*60 % (peso/peso).

*Anadir al ultimo.

Ajustar el PH a 7.3-7 4.

Esterilizar y almacenar a 4°C.
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Medio TBM (Tris-buffer medium) para dilucion de espermatozoides y

fertilizacion in vitro.

Componente | Concentracién g/100 ml g/200 mi
(mM)
Na Cl 1131 0.6611 1.3222
KCI 3.0 0.0224 0.0448
CaCl;2H20 7.5 0.1102 0.2204
Tris* 20.0 0.2423 0.4846
Glucosa 11.0 0.1982 0.3964
Piruvato de Na 5.0 0.0550 0.1100

*TRIS base libre cristalizada (Fisher).
Después de la preparacion el pH del medio es de 10 aproximadamente (no
ajustarlo).

Almacenar a 4°C y utilizarlo en 2-3 semanas.
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Medio de desarrollo embrionario North Carolina University (NCSU-23) (libre de

BSA).
Componente . | Concentracion (mM) | g/100 ml | ¢/500 mi
Na Cl 108.73 0.6355 3.1775
KCl 478 0.0356 0.1780
KH,PO, 1.19 0.016é 0.0810
MgS04.7H,0 1.19 0.0293 0.1465
D-glucosa 5.55 0.1000 0.500
Glutamina . 1.00 0.0146 0.0730
Taurina 7.00 0.0876 0.4380
Hipotaurina 5.00 0.0546 0.2730
NaHCO3 25.07 0.2106 0.0530
CaCl;2H20 1.70 0.0250 0.1250
Penicilina G 75 pg/ml 0.0075 0.0375
Estreptomicina 50 pg/ml 0.0050 0.0250

Ajustar el pH a 7.2-7.3 y filtrar.
Almacenar a 4°C.

Usarlo dentro de 3 semanas.
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Preservation of porcine semen in long-term extenders at 15-18°C for more than 5 days results in
decreased farrowing rates and reduced litter size after artificial insemination, despite the high pro-
gressive motility rates of sperm. To improve this preservation system it is necessary to understand
sperm physiology under storage conditions. The purpose of this study was to determine the effect of
storing diluted porcine semen (during 0, 2, 4, 6, and 8 days) on the sperm membranes status and the
ability of sperm to respond to in vitro capacitation treatment. Ten semen samples from 5 adult
boars were analyzed. Two aliquots were obtained from the sperm-rich fraction: one was used to
assess fresh semen and the other was diluted in Reading extender and stored at 16°C. Both
semen samples were stained with chlortetracycline to assess the status of sperm membranes and
with Hoechst 33258 to determine viability. Semen storage for 4-8 days increased the proportion
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of prematurely capacitated sperm. After 4 days of storage, in vitro capacitation treatment did not
increase the percentage of capacitated sperm, but increased the percentage of acrosome reacted
sperm. This phenomenon could explain the reduced fertilizing ability of porcine semen stored at
16°C for over 4 days, in spite of the acceptable sperm viability and progressive motility.

Keywords acrosome reaction, boar sperm, capacitation, chlortetracycline, long-term extenders, membrane
status, semen preservation

Despite high motility rates, pig semen stored in long-term extenders at 15-18°C for
more than 5 days results in decreased farrowing rates and lower litter sizes when used in
artificial insemination (AI) [1, 4, 12]. It has been observed that porcine sperm cooled in
tyrode solution or phosphate-buffered saline (PBS) from 38 to 15°C during 90 min shows
capacitation-like changes and acrosome reaction (AR) [16]. Under similar preservation
conditions, Watson [21] found increased sperm capacitated while AR did not change.
Mattioli et al. [14] indicate that preservation of sperm in Beltsville Thaw Solution (BTS)
for 1 and 3 days significantly reduced sperm capacitation times when compared to fresh
boar sperm. Membrane changes could affect porcine sperm fertilizing capacity, making it
necessary to confirm if these changes occur during storage in long-term extender to 16°C.

During capacitation plasma membrane sperm undergo sequential molecular changes
leading to decreased fluidity and increased permeability in preparation for the fusion to
oocyte zona pellucida [22]. A procedure that permits the study of the changes in the
plasma membrane during capacitation utilizes chlortetracycline (CTC) stain. This fluor-
escent stain crosses the sperm plasma membrane and binds to free intracellular Ca>* . The
CTC-Ca’?™ complex binds preferentially to hydrophobic regions of the plasma and
acrosome membranes, and its distribution determines the functional status of the sperm
(noncapacitated, capacitated, and acrosome reacted) [16].

To test the hypothesis that boar sperm plasma membrane may undergo capacitation-
like changes and/or AR when stored in long-term extenders at 16°C during 8 days and to
evaluate their effects on the ability of sperm to respond to capacitation conditions in vitro,
we used the CTC/Hoechst stains and the progressive motility test.

MATERIAL AND METHODS
Collection, Dilution, and Preservation of Semen

Ten semen samples were obtained from 5 adult boars (2 ejaculates per boar) with at
least 3 days of sexual abstinence. Semen was collected by the gloved-hand technique,
removing the gelatinous fraction. The sperm-rich fraction was transported to the
laboratory at 37°C within 1h for basic evaluation. Only ejaculates showing 85% pro-
gressive motility and less than 10% sperm abnormalities were used.

All reagents were purchased from Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA) unless
otherwise indicated. The water used to prepare solutions was Miili Quality (Millipore). A
1-mL aliquot of the fresh sperm-rich fraction was used to analyze membrane status before
dilution (fresh) of the sperm. Within 1h of arrival, the remainder ejaculate was iso-
thermically diluted at 30°C in Reading extender as described by Revell and Glossop [18],
and 1 mL was used to analyze membrane status (it was considered time 0). Dilutions
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containing 2.5 x 10° sperm in 50 mL were prepared and bottled in sterile poliethylen-ter-
eftalate containers. Diluted semen samples were kept at room temperature for 1 h before
being stored in an incubator (IVM, France) at 16 £+ 1°C for up to 8 days.

Assessment and Treatment of Semen

The sperm were analyzed in fresh semen and after dilution and storage for 0, 2, 4, 6, and
8 days. Parameters determined at time 0 were considered as basal within treatment. The
stored semen was considered as its own control. Progressive motility, sperm viability, and
the proportion of noncapacitated, capacitated, and acrosome reacted sperm were deter-
mined.

Progressive Motility, Viability, and Membrane Status

Progressive motility percentages were determined after incubating 1.0 mL semen at
39°C for 10min. A 20-uL drop of semen was placed on a slide at 37°C and progressive
motility was assessed under a light field microscope (200 x magnification).

Sperm viability was determined with Hoechst 33258 (H-33258) according to the
methods described by Berger [2]. Status of the plasma and acrosomal membranes was
assessed by CTC staining as described by Fraser and Herold [7]. Double-stained slides
(CTC/H-33258) were analyzed with an epifluorescence microscope (Carl Zeiss) at 1000 x
magnification. Sperm viability was assessed under 360-nm ultraviolet light, and sperm
showing evenly distributed fluorescence on the head were considered to be dead. Mem-
brane status was analyzed under 495-nm UV according to the following criteria: sperm
with a uniform distributed fluorescence over the whole head and intact acrosome were
considered noncapacitated; sperm showing bright fluorescence in the acrosomal region
beside a fluorescence-free band in the postacrosomal region with an intact acrosome were
considered capacitated; sperm with dull fluorescence over the whole head except for a thin,
bright band in the equatorial segment were considered acrosome-reacted [16, 19]. At least
200 sperm cells were analyzed per slide.

In Vitro Capacitation

Sperm were separated from the seminal plasma by placing 1 mL of fresh semen or
1.5mL diluted semen in a tube containing 2mL TALP-Hepes medium at 39°C and cen-
trifuging at 320g for 5min. The supernatant was removed and the pellet resuspended in
I mL TALP-Hepes capacitation medium supplemented with BSA (6 mg/mL) and | mM
sodium pyruvate at pH 7.4. Aliquots containing 15 x 10° sperm were placed in a 4-well
plastic dish (Nunc-Denmark) and incubated at 39°C for 4.5h in a humid atmosphere with
5% CO, [3].

Statistical Analysis

Response variables (motility, viability, and membrane status) were expressed as per-
centages. Arcsine transformation was performed to correct variance heterogeneity for
progressive motility and sperm viability. All variables were analyzed using mixed variance

70

75

80

85

90

95

100

105



4 J. Conejo-Nava et al.

analysis for repeated measures. Statistical differences between day 0 and other days were
analyzed with Dunnett’s test. Statistical significance was considered to be at p <.05 [23].

RESULTS

Mean sperm viability was 91.4 +£1.9% in fresh semen and was not altered in diluted
semen stored during 0, 2, and 4 days (p > .05). However, viability decreased significantly at
6 and 8 days of storage (87.9+ 1.9 and 86.9 &+ 1.9%, respectively, p <.05). Fresh sperm
showed the highest progressive motility, which was not different from diluted sperm on
day zero (87.5+ 1.6 and 84.9 + 1.6%, respectively, p > .05). After 2 days, sperm motility
decreased significantly (p <.05) reaching the lowest motility at 8 days of storage
(62.8 + 1.6%) (Table 1).

The percentages of capacitation patterns were low in fresh and diluted semen samples
of days 0 and 2 (4.3+£0.7, 4.8 £0.9 and 10.7 + 1.8%, respectively, p > .05), but the capa-
citation patterns increased significantly at 4, 6, and 8 days of storage (18.7%2.5,
28.8+2.9, and 37.2 4+ 3.3%, respectively, p <.05). Only 5.7+ 1% of sperm showed AR
pattern in fresh semen. This percentage increased slightly at day 8 of storage without
significative differences (p > .05, Table 2).

In vitro capacitation treatment for 4.5 h significantly increased the percentage of sperm
with capacitation pattern of fluorescence in fresh and diluted semen stored for 0 and 2
days (23 +2.7, 25.3 £ 2.3 and 24.4 £+ 3.3%, respectively, p <.05). However, the percentage
of capacitation pattern after 4, 6, or 8 days of storage (25+2.3, 31 £3.3, and 30 £ 3%,
respectively) did not differ from that of the control group (p > .05, Figure 1A). None-
theless, in vitro capacitation increased the percentage of acrosome-reacted sperm in fresh
and diluted semen at all storage times with respect to the control group (p< .05,
Figure 1B).

DISCUSSION

Our results show that semen storage at 16°C in a long-term extender (Reading)
induces capacitation-like changes in porcine sperm membrane. We have called this
phenomenon ‘‘storage-induced capacitation” (SIC) to distinguish it from capacitation
that occurs by in vitro incubation at 39°C or by other handling processes (flow

Table 1. Viability and progressive motility of fresh semen and semen after dilution in long-term extender
(Reading) and preserved for up to 8 days at 16°C

Diluted semen (days of storage)

Fresh semen 0 2 4 6 8
Viability(%) 91+£1.9° 89+1.9° 8941.9° 90+1.9° 87+1.9° 86+ 1.9°
Motility(%) 87+ 1.6* 84+ 1.6 80+1.6° 76 +1.6° 72+ 1.6° 62+ 1.6°

Note. Mean (£SEM) of sperm viability or motility having different superscripts differ from that of day 0
(p < .05, n=10).
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Table 2. Percentage of noncapacitated, capacitated, and acrosome-reacted sperm in fresh and diluted semen
in long-term extender (Reading) and preserved for up to 8 days at 16°C

Diluted semen (days of storage)

Membrane status Fresh semen 0 2 . 4 6 8

Noncapacitated 84+2.0° 85+1.1° 77+1.9° 66+ 3.0° 55+4.6° 41+6.1°
Capacitated 4.3+0.7% 48409 10+1.81° 18+2.5° 28+29° 37+3.3°
Acrosome reacted 57+1.0% 73+1.1°2 6.0+ 0.88° 78+1.2% 8.8+1.3* 12+2.7%

Note. Mean (£ SEM) of specific membrane status having different superscript differ from that of day 0
(p < .05; n=10). :

cytometry, freezing-thawing, etc). Specifically, SIC increased significantly after 4 days
and continued until 8 days of storage. These results are in agreement with those of other
authors [16, 21], who found that cooling boar semen from 38 to 15°C induced sperm
membrane changes that are alike to those seen under capacitation condition. Maxwell
and Johnson [16] observed these changes as soon as 90 min of storage in Tyrode solution
or PBS. Under our experimental conditions, slight but not significant changes occurred
after 2 days of storage and became significant after 4 days. The differences in sperm
capacitation during preservation could be due to the nature of the preservation solution.
We used a long-term extender (Reading) containing trehalose and potassium chloride,
which according to Revell and Glossop [18] stabilizes the lipid bilayer and protects the
membrane from cold temperatures. This extender also contains EDTA, a chelator
divalent ions, limiting Ca?>* movement across the plasma membrane during dilution and
cooling [12, 20]. According to our results, Reading extender could protect sperm from
SIC during the first 2-3 days in storage.

Three mechanisms have been proposed to explain why cooling to 5 and 15°C may
induce sperm membrane changes [21]. First, as sperm temperature decreases from 30 to
5°C, the lipid bilayer undergoes compositional and organizational changes increasing the
membrane permeability and free Ca®" influx, stimulating the Ca®*-dependent mechan-
isms associated with capacitation and the AR. Alternatively, cooling could also influence
the lipid architecture of the membranes, perhaps inhibiting mechanisms designed to
maintain asymmetry in the bilayer, resulting in a more fusogenic membrane, bypassing the
normal mechanisms capacitation. A third possibility is that the low temperature might
influence the cytoskeletal elements responsible for membrane stabilizing. On rewarming,
the membranes could thus be unstable and ready for fusion, bypassing the capacitation
changes. Green and Watson [8] observed that cooling sperm to 5°C results in a similar
endpoint to that observed in capacitated cells in terms of reactive membranes and changes
in intracellular ion concentration, which may account for their comparable functionality.
However, these modifications are not completely analogous and should not be considered
true capacitation, but rather a bypassing of the capacitation process.

Cooling is not the only factor involved in preservation-induced sperm capacitation.
Harrison et al. [9, 10] found that bicarbonate/CO, induces rapid and reversible changes of
the sperm membrane lipid architecture, increases Ca?™ influx and stimulates a capacita-
tion signal transduction pathway. Although bicarbonate/CO, is known to function at
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Figure 1. Status of the plasma membrane determined by CTC staining in sperm stored in long-term
extender and in vitro capacitated. Mean (£ SEM) percentage of capacitated (A) and acrosome-
reacted sperm (B) before (open bars) or after (closed bars) 4.5 h capacitation in vitro in fresh and
diluted stored semen. Sperm status was determined with CTC staining where a capacitated sperm
appreciated with fluorescence in the acrosomal region beside a fluorescence-free band in the post-
acrosomal region of head and intact acrosome and acrosome-reacted sperm appreciated as dull
fluorescence over the whole head except for a thin, bright band in the equatorial segment. * Indicates
significant differences (p <.05) between treatments.
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temperatures above 30°C, it may induce its sperm membrane destabilizing action at 16°C.
Maxwell and Johnson [16] found higher percentages of capacitated sperm when semen was
resuspended in a bicarbonate-containing solution (Tyrode) as compared to a bicarbonate-
free solution (PBS) at 15°C. Reading extender has 80% of the bicarbonate content of
Tyrode [3, 18], which may explain the structural membrane changes observed. Further
studies must be done to determine the effect of bicarbonate on sperm membrane stability
at low temperature.

Apart of the above-mentioned effect on membrane status, semen dilution itself could
alter sperm membranes. Indeed, excessive semen dilution causes loss of sperm motility,
metabolic activity, and fertilizing ability in vivo, which is known as the “dilution effect.”” A
similar situation occurs during sperm storage as dilution removes proteins, antioxidants,
and other seminal plasma components from the surface sperm membrane [15]; removal of
these molecules is involved in the capacitation processes [22]. When seminal plasma is
added to sperm capacitated in bicarbonate-supplemented medium, the original membrane
architecture is reestablished [9]. Nevertheless, the mechanism by which storage at 16°C
induces sperm capacitation needs further investigation.

Contrary to our expectation, in vitro capacitation after 4, 6, and 8 days of semen
preservation did not increase the number of capacitated sperm beyond that reached with
storage alone. Therefore, it seems that the capacitation potential of the cells preserved for
over 4 days is reduced. Nonetheless, the number of sperm with acrosomal reaction did
increase after in vitro capacitation. It has been reported that after 1-3 days of semen
preservation the time needed for semen to capacitate is reduced [14]. Since in the present
study the period for capacitation was 4.5h, semen could have capacitated early and
undergone spontaneous AR, which would not have been observed when evaluation took
place after 4.5h.

It has been reported that fresh porcine sperm undergoes spontaneous AR after in vitro
capacitation [2, 21]. This event has not been documented for semen preservation at 16°C.
We found that in vitro capacitation for 4.5h of semen diluted in Reading not only
increases the number of sperm with capacitated patterns but also increases the AR per-
centage at all storage times, being more evident at 6 and 8 days of storage.

It was observed that even though sperm viability and progressive motility decreased
significantly after storage, they are still above the values reported previously. As regards
sperm viability, our results are consistent with those of Jounala et al. [13] and Johnson et
al. [11], who reported 82 and 90% living cells after 7 and 9 days of storage, respectively.
Progressive motility after 8 days of storage was higher than 60%, considered the limit to
avoid decreased fertility or reduced litter size [6]. Our results indicate that Reading
extender can maintain high sperm viability and acceptable progressive motility levels for
up to 8 days. Therefore, the reduced fertilizing ability of semen stored for more than 5
days reported by Revell and Glossop [18] cannot be attributed to decreased viability and
motility of sperm.

The results presented here have important practical implications in semen handling and
use of long-term extenders for Al programs. Semen storage increases sperm capacitation,
modifying in this way the proportion of noncapacitated and AR patterns as a function of
storage time. Fresh ejaculates contained 84% sperm with a noncapacitated pattern. In
contrast, in diluted semen at the eighth day of storage noncapacitated sperm decreased to
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42%, while capacitated patterns increased to 37% and acrosome reacted to 12%. When
viability and motility are high, the proportion of noncapacitated sperm should be a pre-
requisite to consider an ejaculate suitable for AI. Based on the present results, we suggest
that the fertilizing ability of an ejaculate is determined by the proportion of non-
capacitated sperm.

Capacitated sperm are known to have a shorter life span than noncapacitated sperm;
even the life span of reacted sperm is still shorter [21]. Thus, after storage sperm may not
survive in the female genital tract for the 12- to 24-h period, in expecting for ovulation [21].
This may occur because capacitated sperm are less able to adhere to the oviduct epithelial
cells, thus shortening survival [5]. Indeed, Petrunkina et al. {17] demonstrated that sperm
bound to the oviduct have low Ca>* concentrations and low tyrosine phosphorylation
levels, delaying capacitation and prolonging the sperm life span.

In conclusion, preservation of semen at 16°C in a long-term extender increases sperm
capacitation from the 4th day of storage. Additionally, in vitro capacitation treatment did
not enhance the percentage of capacitated sperm, but increases the percentage of acrosome
reacted sperm from 4 to 8 days. These results could explain the reduced fertilizing ability
of porcine semen stored at 16°C for more than 4 days, in spite of the acceptable sperm
viability and progressive motility percentages, when it is used for Al
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