UNIVERSIDAD VERACRUZANA

MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL

EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE SEMEN PORCINO
TRATADO CON ESTREPTOLISINA O (SLO)

TESIS

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIA ANIMAL

PRESENTA:
MVZ. MICHELLE VALDES CANO

DIRECTORES:

DR. BELISARIO DOMINGUEZ MANCERA
DRA. PATRICIA CERVANTES ACOSTA
ASESOR:

DR MANUEL BARRIENTOS MORALES

VERACRUZ, VER. SEPTIEMBRE 2015



“EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE SEMEN PORCINO TRATADO CON
ESTREPTOLISINA O (SLO)”

Por:

MICHELLE VALDES CANO

Tesis propuesta al Colegio de Profesores de Posgrado

De la

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

De la

UNIVERSIDAD VERACRUZANA

Como requerimiento parcial para obtener el grado de

MAESTRA EN CIENCIA ANIMAL

SEPTIEMBRE 2015



DEDICATORIA
RECONOCIMIENTOS
INDICE

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE CUADROS
RESUMEN
ABSTRACT

CONTENIDO

v

IX
XI
XII
XIII
X1V



DEDICATORIA

A mi padre Gerardo Valdés aunque no te encuentres fisicamente siempre te llevo

conmigo, eres la razén de cada uno de mis logros.

A mi madre Patricia Cano por creer en mi y brindarme su apoyo incondicional durante

esta y todas las etapas de mi vida.

A mis hermanos Patsy y Oscar que son mis comparferos y confidentes en las buenas y

en las malas, ademas de ser un ejemplo de vida y superacion personal.

A mi abuela Maria del Carmen

Al Dr. Manuel Barrientos por por brindarme su confianza y convertirse en el mejor

tutor, colega, consejero y amigo durante la elaboracién de este proyecto.



RECONOCIMIENTOS

El presente trabajo de tesis fue realizado dentro del proyecto de investigacion
denominado “Valoracién de la integridad y capacidad fecundante de espermatozoides
criopreservados de cerdo en presencia intracelular de trehalosa” con clave 169861,

aprobado por el Fondo de Investigacion Cientifica Basica 2011 SEP-CONACYT.

Director del proyecto:

Dr. Manuel Barrientos Morales



RECONOCIMIENTOS

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT)

No. De Becario: 490250

Por el apoyo financiero concedido durante el periodo agosto 2012 - julio 2014, en el
cual realicé la formacidon profesional en estudios de posgrado.



RECONOCIMIENTOS

Universidad Veracruzana

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Director: MCA. Francisco Veldazquez Sarmiento
Secretario: MVZ. Fabian Vanoye Lara

Maestria en Ciencia Animal
Dra. Violeta Trinidad Pardio Sedas
Lic. Juan José Leano Morales

Cuerpo Académico de la Maestria en Ciencia Animal
Dra. Violeta Trinidad Pardio Sedas
Dra. Patricia Cervantes Acosta
Dra. Lorena Lépez de Buen

Dra. Dora Romero Salas

Dra. Concepcion Ahuja Aguirre
Dr. Antonio Beltran Hernandez
Dr. Belisario Dominguez Mancera
Dr. Felipe Montiel Palacios

Dr. David I. Martinez Herrera

Dr. Apolo A. Carrasco Garcia

Dr. Argel Flores Primo

Directores y asesor de tesis
Dra. Patricia Cervantes Acosta
Dr. Belisario Dominguez Mancera
Dr. Manuel Barrientos Morales

Colaboradores
Dr. Antonio Hernandez Beltran

Jurado de tesis
Dr. Antonio Hernandez Beltran
Dr. Apolo A. Carrasco Garcia



Agradecimientos especiales

MVZ.

Aida Angeles Guzman

QC. Arely Olmos Garcia
LN. Karla Rendon Castro

MVZ.
MVZ.
MVZ.
MVZ.
MVZ.
MVZ.

Maria Luisa Mendoza Sariego
Margarita Crivelli Diaz

Maria Eugenia Ruiz Aguilar
Amado Manuel Canales Vergara
Francisco Riveros Lara

Jesus Colorado Galan



INDICE

INTRODUCCION 1
1 ANTECEDENTES 3
1.1 Espermatogénesis 3

1.1.1 Espermiogénesis 4

1.2 Morfologia espermatica 5

1.2.1 Membrana celular 7

1.2.2 Membrana espermatica 8

1.2.3 Cromatina nuclear 9

1.3 Fisiologia Espermatica 9

1.3.1 Motilidad, Hiperactivaciéon, Capacitacién espermatica y Reaccion

Acrosomal 10

1.3.1.1  Hiperactivacion 11

1.3.1.2  Capacitacién espermatica 11

1.3.1.3  Reaccion acrosomal 11

1.4 Caracteristicas del semen 12
1.5 Evaluacion de la viabilidad espermatica 12
1.5.1 Evaluacién de la motilidad 13

1.5.2 Evaluacion de la morfologia y fisiologia 14

1.5.3 Eosina-Nigrosina 14

1.5.4 Técnica de Clortetraciclina 15

1.5.5 Naranja de Acridina 16

1.6 Preservacion de semen porcino 18
1.6.1 Criopreservacion de semen porcino 18

1.6.2 Extensores o diluyentes 19

1.6.3 Crioprotectores 21

1.7 Estreptolisina O 21
1.7.1 Caracteristicas bioquimicas 21

1.7.2 La SLO como agente permeabilizador de membranas

22
1.7.3 Mecanismo de accion 23
1.7.4 Estructura de los poros 26

1.7.5 Sellado de poros 26



2 JUSTIFICACION

27
HIPOTESIS 28
4 OBIJETIVOS 29
4.1 Objetivo general 29
4.2 Obijetivos especificos 29
5 MATERIAL Y METODOS 30
5.1 Localizacién 30
5.2 Material bioldgico 30
5.3 Obtencion del semen 30
5.4 Evaluacion espermatica 31
5.4.1 Motilidad en masa 31
5.4.2 Motilidad individual 31
5.5 Evaluacién del estado funcional 32
5.6 Evaluacion de la viabilidad espermatica 33
5.7 Evaluacion de la integridad de la cromatina nuclear 33
5.8 Permeabilizacién de la membrana plasmatica 34
5.9 Recuperacion de la integridad de la membrana plasmatica 34
5.10 Analisis estadistico 34
6 RESULTADOS 35
6.1 Valoracién de la viabilidad espermatica antes y después del sellado de
poros 35
6.2 Evaluacion de la integridad de la membrana antes y después del
sellado de poros 36
6.3 Valoracién de la integridad de la cromatina nuclear antes y después del
sellado de poros 38
7 DISCUSION 40
8 CONCLUSIONES 42
9 PERSPECTIVAS Y PROYECCIONES 43

10 LITERATURA CITADA

44



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Esquema terticular y corte histoldgico de testis de ratén 4
FIGURA 2. Esquema de la espermatogénesis 5
FIGURA 3. Esquema de espermatozoides de porcino 6
FIGURA 4. Esquema de la composicién de la membrana plasmatica 8
FIGURA 5. Imagen microscépica de espermatozoides tenidos con EN 15
FIGURA 6. Patron de fluorescencia por la técnica de Clortetraciclina 16
FIGURA 7. Patron de fluorescencia por la técnica de Naranja de Acridina 17
FIGURA 8. Fotografia microscépica de eritrocitos de ratén tratados con SLO 23

FIGURA 9. Esquema de anillo incompleto formado en la membrana de un eritrocito
tratado con SLO 25
FIGURA 10. Esquema de las estructuras formadas por la SLO 25
FIGURA 11. Efecto de las concentraciones de SLO antes y después del sellado de
poros con SFB sobre la viabilidad espermatica 35
FIGURA 12. Efecto de las concentraciones de SLO antes y después del sellado de
poros con SFB sobre el estado funcional de los espermatozoides 37
FIGURA 13. Efecto de las concentraciones de SLO antes y después del sellado de

poros con SFB sobre la integridad de la cromatina nuclear 39



LISTA DE CUADROS

CUADRO 1. Clasificacidon de la motilidad en masa 31
CUADRO 2. Patrones de fluorescencia por la técnica de Clortetraciclina 32
CUADRO 3. Medias y desviaciones estandar del porcentaje de espermatozoides vivos
antes y después de la incubacion con SFB al 5% 36
CUADRO 4. Medias y DE del porcentaje de espermatozoides sin capacitar y sin
reaccion acrosomal antes y después de la incubacién con SFB al 5% 38
CUADRO 5. Medias y DE del porcentaje de espermatozoides con cromatina nuclear

integra antes y después de la incubacién con SFB al 5% 39



RESUMEN

Valdés Cano, Michelle. Maestria en Ciencia Animal. Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad Veracruzana. Septiembre 2014. EVALUACION DE LA
VIABILIDAD DE SEMEN PORCINO TRATADO CON ESTREPTOLISINA O (SLO).
Director: Dr. Belisario Dominguez Mancera, Co-Directora: Patricia Cervantes Acosta,
Asesor externo: Manuel Barrientos Morales.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto sobre la viabilidad, el estado
funcional e integridad del ADN de espermatozoides de porcino tratados con SLO para
la apertura de poros trasmembranales. El trabajo se realizd6 en la Unidad de
Diagndstico “Augusto R. Mancisidor Ahuja” ubicado en la Posta Zootécnica “Torredn
del Molino”. Se obtuvieron 9 eyaculados de 3 verracos con 2 repeticiones mediante la
técnica de mano enguantada con ayuda de un maniqui. El criterio de inclusién de los
eyaculados fue motilidad en masa = 3 y motilidad individual = 70%. Se utilizé la
tincién con Eosina-Nigrosina para evaluar viabilidad espermatica y fluorescencia con
Naranja de Acridina y Clortetraciclina para evaluar la integridad de la cromatina
nuclear y cambios asociados a la capacitacion y reacciéon acrosomal respectivamente.
Se realizé la incubacion con SLO (SIGMA-ALDRICH) a diferentes concentraciones (0.3,
0.6 y 1.2 UI/ml) durante 5minutos a 37°C, ademas de un tratamiento testigo (fresco)
y un grupo control los cuales fueron sometidos a las mismas pruebas; para el sellado
de poros se utilizd suero fetal bovino (FBS) al 5%. Se realizé6 una segunda evaluacion
posterior al sellado de poros. Los datos obtenidos se analizaron por medio de la
prueba H de Kruscal Wallis del programa STATISTICA V7.01. Se encontré que la
viabilidad espermatica fue >80% en todos los tratamientos y los porcentajes de
células sin capacitar y sin reaccién acrosomal >75% en todos los tratamientos;
ademas, no hubo diferencia estadistica significativa (p>0.05) antes y después del
sellado de poros con el uso de SFB. Al realizar el andlisis de la integridad de la
cromatina nuclear se observaron diferencias significativas (p<0.05) antes y después
del sellado de poros para todos los tratamientos; sin embargo, los valores de
integridad de cromatina nuclear siempre fueron superiores al 95%. Se puede concluir
que en este estudio el uso de la SLO como herramienta para la permeabilizaciéon de
membranas no afecta la viabilidad espermatica, la funcionalidad de la membrana
plasmatica ni la integridad de la cromatina nuclear de los espermatozoides de

porcino.

Palabras clave: Espermatozoides, porcino, estreptolisina O, permeabilizacion, suero
fetal bovino.



ABSTRACT

Valdés Cano, Michelle. Masters in animal science. Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad Veracruzana. September 2014. EVALUATION OF THE
VIABILITY OF BOAR SPERMATOZOA TREATED WITH STREPTOLYSIN O (SLO)
Director: Dr. Belisario Dominguez Mancera, Co-Director: Patricia Cervantes Acosta,
External advisory: Manuel Barrientos Morales.

The objective of the present study was to determinate the effect on the viability,
functional state and DNA integrity of boar spermatozoa treated with streptolysin O
(SLO) for the membrane pore opening. The work was done in the Diagnostic Unit
“"Augusto R. Mancisidor Ahuja”. Nine ejaculates from three boars (two repetitions
each) were obtained trough the gloved hand technique. The inclusion criterion was:
mass motility =3 and individual motility = 70%. Eosin-Nigrosin staining was used to
assess sperm viability, the fluorescence tests with Acridine Orange and
chlortetracicline were performed to evaluate the chromatin nuclear integrity and to
determinate the changes associated to capacitation status and acrosome reaction
each. Incubation with Streptolisyn-O (Sigma-Aldrich) was performed at diferent
concentrations (0.3, 0.6 and 1.2 IU/ml) for five minutes at 37° C, a witness
treatment (fresh) and a control group were subject of the same proves; fetal bovine
serum (FBS) at 5% was used to seal the pores and a second evaluation was
performed afterwards. The data obtained were analyzed trough Kruscal Wallis H test
of the V7.01 STATISTICA program. Sperm vibility was >80% in all treatments and
the percentages of non-capacitated cells >75% in all treatments; besides there was
no significant statistical diference (p>0.05) before and after the pore sealing. When
analyzing the integrity of the nuclear chromatin significant diferences (p<0.05) were
found in all treatments before and after the pore sealing; however, the values of
nuclear chromatine integrity were always above 95%. It can be concluded that in this
study the use of SLO as a tool for membrane permeabilization does not affect sperm
viability, functionality of plasma membrane or the integrity of nuclear chromatin of

boar spermatozoa.

Key words: Spermatozoa, boar, streptolysin O, permeabilization, fetal bovine serum.



INTRODUCCION

En México se requiere el impulso de la biotecnologia para la manipulacion y mejora de
los procesos reproductivos de los animales domésticos en las que se incluyen técnicas
como: induccion de la ovulaciéon multiple, recoleccion, congelaciéon y transferencias
de embriones, fertilizacion in vitro, conservacion y sexado de semen. La conservacion
de semen tiene varios propodsitos, entre los que se pueden mencionar la conservacion
de especies y su contribucion a la expansion de técnicas reproductivas como la
inseminacién artificial (IA) y fertilizacion in vitro (FIV). La IA es esencial en el
cruzamiento y seleccion de individuos, contribuye en el incremento de la produccion
de las especies domésticas (Barbas y Mascarenhas, 2008). En el caso de la
porcicultura se realizan en el mundo alrededor de 25 millones de inseminaciones cada
afno, de las cuales mas del 99% se realizan con semen diluido y conservado entre
15° a 20°C en lapsos de 5 a 7 dias, en concentracion de 2.5 - 3 x 10°
espermatozoides por dosis de inseminacion (Wagner y Thiber, 2002). La fertilidad y
prolificidad alcanzada es alta, similar, e incluso mejor que la obtenida con monta
natural, con fertilidad al parto del 80-90%, en la mayoria de las granjas. El 1% de
las inseminaciones restantes se realizan con semen criopreservado, en dosis de 5.0 -
6.0 x 10° de espermatozoides. A pesar del elevado nimero de espermatozoides por
dosis, la fertilidad y prolificidad lograda por este método es menor a la obtenida con
semen refrigerado, lo que en el mejor de los casos resulta en una tasa media de
partos de aproximadamente el 70% (Roca et al., 2006). Esta disminucién en la tasa
de fertilidad y el elevado numero de espermatozoides utilizados por dosis,
representan las principales razones del uso limitado de semen criopreservado en los

actuales programas de IA en la especie porcina (Eriksson et al., 2002).

A pesar de las desventajas que conlleva el uso de semen criopreservado, en la
actualidad es el Unico procedimiento para almacenar semen de animales con elevado
valor genético durante largos periodos de tiempo. Ademas, el uso de esta técnica
ofrece numerosas ventajas con respecto al empleo de semen fresco o refrigerado en
los programas de IA, tales como, transportar dosis espermaticas por grandes
distancias y crear bancos genéticos que permitan gestionar y abastecer las

necesidades de la produccion porcina (Gerrits et al., 2005).



En los ultimos afios los protocolos de criopreservacion e inseminacion han sido
mejorados sustancialmente, lo que ha repercutido de manera positiva en la calidad
espermatica tras la descongelacion; sin embargo, estos prometedores resultados se
ven empafiados por una elevada poblacion de sementales cuyos espermatozoides
muestran una mala respuesta al proceso de congelacidn, ocasionada por fendmenos
como el choque por frio o la criocapacitacion (Roca et al., 2006; Medrano et al.,
2002). La mayoria de los diluyentes comerciales y crioprotectores que se encuentran
disponibles en la actualidad protegen a los espermatozoides de manera externa, sin
lograr penetrar la célula y los que logran permeabilizar la membrana plasmatica
pueden llegar a resultar téxicos, lo que repercute en dano o muerte celular
(Gutiérrez- Pérez et al., 2009).

Una alternativa a esta problematica podria ser el uso de la Estreptolisina O (SLO)
como agente permeabilizador de membranas. La SLO es una proteina citolitica capaz
de formar poros en la membrana plasmatica de diferentes tipos celulares como
células del sistema inmune, eritrocitos, espermatozoides y ovocitos de ratdn;
ademas, se ha experimentado de forma exitosa el uso de esta toxina para obtener
células permeables sin alteracion en la funcion membranal y viabilidad (Johnson et
al., 1999; Walev et al., 2001; Sim et al., 2013).



1 ANTECEDENTES

1.1 ESPERMATOGENESIS

La Espermatogénesis es el proceso mediante el cual las células germinales inmaduras
pasan por una division, diferenciacion y meiosis, lo que da lugar a espermatides
haploides. Este proceso se lleva a cabo en los tubos seminiferos de la testis en
asociacién directa con las células somaticas del epitelio seminifero, Ilamadas células
de Sertoli. Cuando una célula germinal se desarrolla por completo se liberan las
espermatides al lumen y estas atraviesan la red testicular (rete-testis 6 Red de
Haller) hasta llegar al epididimo mediante los tubos eferentes. Durante el paso al
epididimo a las células espermaticas les ocurren cambios funcionales, bioquimicos vy

morfoldgicos que le otorgan su capacidad fecundante (Hess y De Franca, 2008).

Este proceso se lleva a cabo en diversas zonas del aparato reproductor como el
parénquima testicular, formado por tubos seminiferos y tejido intersticial (Figura 1),
los cuales se encuentran encapsulados en una estructura denominada tunica. El tejido
intersticial contiene los vasos sanguineos vy linfaticos, esenciales para el transporte de
hormonas y nutrientes. Las células predominantes en el intersticio son las de Leydig,
involucradas en la secrecién de andrégenos. Dentro del epitelio seminifero se
encuentran las células germinales o espermatogonias agrupadas en capas
concéntricas, alrededor de ellas se encuentran las células de Sertoli, encargadas de
nutrir y mantener a las células germinales durante el proceso de la espermatogénesis.
Las células germinales o denominadas también espermatogonias son el estado mas
inmaduro y se dividen en tres tipos: espermatogonia tipo A que no presentan
heterocromatina en el nlcleo, espermatogonia intermedia con cantidad intermedia de
heterocromatina, y espermatogonia tipo B que si presentan heterocromatina en el
nucleo, cada una es considerada un estado de diferenciacién de la anterior (Rooij y
Russell, 2000; O'Donnell et al., 2001). Estas células atraviesan una serie de mitosis
para producir un gran numero de células germinales. Es por esto, que la proliferacion
de las espermatogonias es esencial para producir millones de espermatozoides por dia
(Russell et al., 1990).

Después de la mitosis de espermatogonias tipo B, se forman espermatocitos
primarios, las cuales replican su ADN dando inicio a la meiosis. Durante la profase
(primera divisién meiotica) las células cambian morfolégicamente, mientras que en la
fase cigotica ocurre el entrecruzamiento de los cromosomas y se producen células con

cromosomas emparejados. En la fase del paquiteno se separan los pares de

3



cromosomas, lo que da lugar a los espermatocitos secundarios las cuales pasan por
una segunda division meiodtica para dar lugar a una célula haploide y redonda

conocida como espermatide (Hess, 1990).

cabeza

cuerpo

Figura 1. Esquema testicular y corte histolégico de testis de ratén: (A) se
observa (T) testis, (rt) red de testis, (de) ductos eferentes, cabeza, cuerpo y cola del epididimo. (B) Se
observan los (ts) tubos seminiferos y el (ei) espacio intersticial (O’'Donnell et al., 2001).

1.1.1 ESPERMIOGENESIS

Se le conoce como espermiogénesis al proceso de diferenciacién de las espermatides
redondas a una célula elongada, haploide, condensada y madura (Figura 2). Este
proceso se lleva a cabo en 4 pasos o fases: Golgi, capa, acrosomal y maduracion;
durante la fase de Golgi ocurre el desarrollo de dicho organelo, responsable de
producir las vesiculas y granulos con las enzimas y componentes del sistema
acrosomal. En la fase de capa los granulos acrosomales entran en contacto con la
cobertura nuclear e inicia la formacién de la vesicula acrosomal. Durante la fase
acrosomal ocurre la condensacién de la cromatina nuclear y hay migraciéon de la
vesicula acrosomal hacia la superficie ventral de la espermatide enlongada. En la

ultima fase, también denominada fase de maduracién se observan pocos cambios en



la forma del nucleo y migracién acrosomal y el exceso de citoplasma es removido
(Hess y De Franca, 2008).
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Figura 2. Esquema de la espermatogénesis.

1.2 MORFOLOGIA ESPERMATICA

El espermatozoide del cerdo se asemeja mucho al de otros ungulados domésticos. La
cabeza es de aproximadamente 8.5um de largo; es el doble de largo que de ancho.
La pieza intermedia es de aproximadamente 10pm de largo y la cola es de 30um. La
cabeza estd cubierta por una estructura derivada del aparato de Golgi que se
encuentra en forma de capa denominada acrosoma constituida por una membrana
acrosomal interna y una externa, la primera mas corta que la segunda, ambas son
una extension de la membrana plasmatica del espermatozoide; ademas, en el interior
de ambas membranas se encuentra el contenido acrosomal, compuesto por enzimas
que son liberadas durante la reaccion acrosomal (Figura 3). Al segmento donde
coinciden estas dos partes se le denomina zona ecuatorial (Hancock, 1956). Los

espermatozoides pueden perder el acrosoma cuando mueren, a este fendmeno se le



conoce como reaccion acrosomal degenerativa y el analisis de esta reaccidon sirve

para determinar el nivel de dano espermatico (Cross y Meizel, 1989).

o

Figura 3. Esquema de espermatozoides de porcino. A) Representacién esquematica de
un espermatozoide “sin reaccion acrosomal” donde se observa la (1) membrana plasmatica, (2) membrana
acrosomal externa, (3) contenido acrosomal, (4) membrana acrosomal interna, (5) envoltura nuclear, (6)
nucleo, (7) cabeza, (8) pieza intermedia y (9) cola del espermatozoide sin reaccion acrosomal. B)
Representacidn de un espermatozoide de porcino con reaccién acrosomal.



1.2.1 MEMBRANA CELULAR

Segun Herndndez y Ortega (2004) la membrana celular fue descrita por primera vez
por Schwann en 1839 en su obra “Teoria Celular”, donde la describe como una
estructura capaz no solo de separar los contenidos celulares del medio externo, sino
que ademas era capaz de alterar quimicamente las sustancias con las que entraba en
contacto. En 1888 George Quincke propuso que la membrana plasmatica era de
naturaleza lipidica y protéica. En estudios posteriores se destacaron los siguientes
puntos acerca de la estructura y funciones de la membrana plasmatica (Hernandez y
Ortega, 2004):

1) Constituida por proteinas y lipidos.

2) Los lipidos son anfifilicos y se organizan de tal manera que forman una bicapa,
las regiones polares se orientan hacia el exterior de la membrana y las no
polares al interior de ésta.

3) La estructura es mantenida por las interacciones hidrofobas, estas
interacciones son relevantes tanto en la organizacién de los lipidos como en la
interaccion entre lipidos y proteinas (Figura 4).

4) Existen interacciones entre proteina y proteina.

Las proteinas involucradas en el transporte de sustancias atraviesan la membrana. El
modelo de Mosaico Fluido propone a la membrana celular como una solucion
bidimensional de lipidos en la que se encuentran sumergidas proteinas globulares,

postulando que (Hernandez y Ortega, 2004):

1) Cada molécula lipidica puede desplazarse en el plano de la monocapa en la
que se encuentra, que le proporciona un estado de fluidez a la membrana.

2) Las proteinas que se encuentran inmersas en la membrana pueden moverse
lateralmente.

3) La membrana celular es asimétrica lo que significa que cada una de sus caras

es diferente.



Medio extracelular

<—— Capa hidrofila externa

—

=— Capa hidréfoba

<—— Capa hidréfila interna

Medio intracelular

Figura 4. Esquema de la composicion de la membrana plasmatica. Adaptada de
Hernadndez y Ortega (2004).

Una caracteristica de la membrana plasmatica es el transporte de sustancias. En
general las moléculas sin carga eléctrica (no idnicas) como el H20, N2, Oz, COg,
etanol, glicerol y los esteroides se difunden a través de la membrana. Las moléculas
con carga eléctrica (idnicas) como H*, Na*, Ca**, ClI-, glucosa y todos los aminoacidos
no difunden a través de la membrana ya que al presentar carga eléctrica se unen a
moléculas de H20 las cuales deben liberar para poder atravesar la porcion hidréfoba

de la membrana plasmatica (Roseto et al., 2003).

1.2.2 MEMBRANA ESPERMATICA

Las células espermaticas y su membrana plasmatica ofrecen un modelo de estudio
interesante, ya que ellas exhiben una composicion lipidica diferente al de las células
somaticas, con una polaridad lateral inusual que es objeto de cambios dindmicos
posterior al eyaculado, lo cual constituye un papel importante en la fertilizacion
(Yanagimachi, 1994). La funcidn bioldgica y organizacion molecular de los glicolipidos
de la membrana celular son asuntos de importancia en la biologia celular (Trotter y
Voelker, 1994).



Los espermatozoides de los mamiferos son células altamente diferenciadas, lo que se
refleja en su membrana plasmatica. Basados en evidencia morfoldgica, la distribucion
de las diferentes clases de proteinas integrales de la membrana varia
significativamente entre la cola, la pieza intermedia, la region ecuatorial y el
acrosoma. En la membrana plasmatica se encuentra el 35% del total de lipidos del

espermatozoide (Parks y Hammerstedt, 1985).

Existe evidencia que indica que la composicién de la membrana plasmatica, en
particular la constitucion lipidica, esta relacionada con la susceptibilidad de las
células a la criocapacitacion o al choque por frio. Especies que producen
espermatozoides con un alto contenido de colesterol y grasas poliinsaturadas en la
membrana tienden a ser mas susceptibles al choque por frio (Quinn et al., 1980), el
colesterol esta involucrado en la fluidez y estabilidad de membrana, en los
espermatozoides de porcino a diferencia de los de bovino el porcentaje de colesterol
en las membranas es menor (0.45 y 0.26% respectivamente) y se distribuye de
manera asimétrica ya que se encuentra en mayor proporcién en la monocapa externa
(Johnson et al., 2000; Flesch y Gadella, 2000).

1.2.3 CROMATINA NUCLEAR

La cromatina espermatica es una estructura compacta, condensada y organizada, la
cual es considerada un componente clave en la fertilizacion y término de la gestacién
(Erenpreiss et al., 2006). Se ha reportado en humanos y otras especies domésticas,
entre ellas los cerdos, que los machos infértiles tienen mayores niveles de defectos en
la cromatina e integridad del ADN en contraste a los individuos fértiles; ademas, la

calidad del semen se encuentra relacionada con estas deficiencias (Irvine et al., 2000)

1.3 FISIOLOGIA ESPERMATICA

Los espermatozoides sufren una serie de cambios morfolégicos, bioquimicos vy
fisiolégicos durante el recorrido epididimal, los cuales son atribuidos a la subsecuente
interaccidon con secreciones especificas del epitelio epididimal (Burgos et al., 1992). El
tiempo requerido para que los espermatozoides de cerdo atraviesen el epididimo es
de tres dias en la cabeza, dos en el cuerpo y de cuatro a nueve en la cola. En el

transcurso de estas casi dos semanas a través del epididimo, el espermatozoide pasa
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por un proceso de maduracion que toma lugar principalmente en las primeras dos
regiones del epididimo, para ser almacenado en la cola hasta la eyaculacion (Hess y
Franca, 2008). La duraciéon del pasaje espermatico a través del epididimo varia entre
especies y se puede reducir de un 10-20% cuando aumenta la frecuencia con que
este eyacula (Setchell, 1991). Como resultado de esto, se pueden encontrar células
con diferentes estados de madurez en un eyaculado, lo que contribuye a aumentar o

disminuir el potencial de fertilidad (Briz et al., 1995).

Durante su paso a través del epididimo, los espermatozoides se enfrentan a
variaciones en el ambiente idnico, en la cabeza del epididimo la concentracién de
iones sodio es superior a 100nM y disminuye hasta <50 mM en la cola; por otra
parte, la concentraciéon de iones potasio aumenta de ~20mM a ~40mM en ambas
regiones. Dichas variaciones ejercen un efecto de maduracién sobre la célula
espermatica, lo que se ve reflejado en procesos morfo-fisioldgicos como:
modificaciones en los patrones de movimiento, de la forma del acrosoma y de la
membrana plasmatica, cambios en los patrones metabdlicos, en la estructura de los
organelos de la cola y en la cromatina nuclear, pérdida de la gota citoplasmatica y
disminucidn progresiva del agua con aumento de la gravedad especifica (Briz et al.,
1995).

1.3.1 MOTILIDAD, HIPERACTIVACION, CAPACITACION ESPERMATICA Y REACCION
ACROSOMAL

Los espermatozoides recién eyaculados no son capaces de fertilizar el ovocito, para
lograr su capacidad fertilizante tienen que someterse a diversos procesos como la
activacion de la motilidad, hiperactivacion, capacitacién espermatica y reaccion
acrosomal, los cuales ocurren de manera normal en el tracto reproductor de la
hembra. Los espermatozoides de los mamiferos presentan dos formas de motilidad la
activacion y la hiperactivacion, en la primera el movimiento flagelar es de menor
amplitud que en la segunda lo que le da el impulso necesario a la célula de atravesar
el tracto reproductivo de la hembra; dicha activacién se encuentra regulada por los
iones Ca?* y HCOs™ presentes en el plasma seminal, los cuales al entrar en contacto
con la célula espermatica activan el proceso de fosforilacion de proteinas flagelares
(Esposito et al., 2004; Darszon et al., 2006).

1.3.1.1 HIPERACTIVACION
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La hiperactivacion espermatica se lleva a cabo en las regiones superiores del tracto
reproductivo de la hembra y muchas veces coincide con un fendmeno conocido como
capacitacién espermatica; sin embargo, ambos procesos son independientes el uno
del otro. La hiperactivacion consiste en movimientos flagelares de mayor amplitud
que ocasionan que el espermatozoide nade en forma de "“8”, lo que resulta
fundamental para que la célula atraviese un segmento del oviducto que presenta
mayor viscosidad asi como a la penetracién a través de las células del cumulo
(Darszon et al., 2006).

1.3.1.2 CAPACITACION ESPERMATICA

La capacitacion espermatica se ha asociado a la reduccién del contenido de colesterol
que resulta en una disminucién en la rigidez de la membrana plasmatica vy
modificaciones en el contenido de lipidos y proteinas de ésta. Existen variables fisico-
quimicas como la concentracién de iones, pH y temperatura que ejercen una
influencia sobre el metabolismo de la célula espermatica lo que eventualmente le
permitird fertilizar al ovulo (Darszon et al., 1999). El bicarbonato activa la adenil
ciclasa lo que induce un incremento en los niveles de adenosil monofosfato ciclico
(AMPc) en el espermatozoide, que activa la proteina quinasa A (PKA) para la
fosforilacion de ciertas proteinas como la tirosina, la cual induce cambios
conformacionales en las proteinas y fosfolipidos de la membrana plasmatica que
prepara al espermatozoide para la subsecuente uniéon con el ovocito (Flesch et al.,
1999).

1.3.1.3 REACCION ACROSOMAL

El acrosoma de los espermatozoides de mamiferos se deriva del aparato de Golgi, la
cual protege la cabeza del espermatozoide a manera de capa. La reaccién acrosomal
es una forma modificada de exocitosis celular que involucra la fusién de la membrana
acrosomal con la membrana plasmatica del espermatozoide (Figura 3), seguida de
una vesiculacion de membranas para la liberacion del contenido acrosomal (Yudin et
al., 1988). Esta reaccion es esencial para la penetracion del espermatozoide a la zona
pellcida y para la fusién del espermatozoide con la membrana plasmatica del ovocito
(Sabeur et al., 1996).

1.4 CARACTERISTICAS DEL SEMEN
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El semen de porcino difiere al de otras especies domésticas, la caracteristica mas
destacada es el gran volumen de eyaculado que llega a ser de entre 200 y 250 ml de
semen. El eyaculado se compone de espermatozoides y plasma seminal, el cual se
encuentra constituido por una mezcla del contenido de los ductos de la cola del
epididimo y de secreciones producidas por las glandulas sexuales accesorias, las
cuales se vacian al lumen uretral de forma fraccionada y concentrada, por lo que el
eyaculado se divide en tres fracciones o porciones. En la primera fraccién denominada
pre-espermatica predomina la secrecién de las glandulas uretrales, bulbouretrales y
prostata. En la segunda porcién o “fraccidon rica” es donde se encuentra la gran
mayoria de los espermatozoides y dénde el fluido del epididimo en el que
originalmente son bafiados se diluye con fluido derivado de las vesiculas seminales y
de la prostata. La ultima fraccidon también denominada post-espermatica en la cual se
encuentra una menor proporcion de espermatozoides bafiados casi en su totalidad por
secreciones provenientes de las vesiculas seminales, prostata y glandulas
bulbouretrales (Pefia et al., 2006; Rodriguez-Martinez, 2003).

El plasma seminal contiene bajas concentraciones de fructuosa y sorbitol y a la vez un
elevado contenido de acido citrico, ergotionina e inositol, las cuales son producidas en
las vesiculas seminales (Albers et al., 1961). El gel seminal o tapioca contiene una
alta concentracion de acido salico, lo que refleja la funcionalidad de las glandulas
bulbouretrales, estas contribuyen a la secrecidon acuosa que es pobre en materia

organica pero rica en cloruro de sodio (Dziuk y Mann, 1963).

Existen diversos factores que afectan la calidad espermatica del semen de porcino,
como lo son el fotoperiodo, humedad relativa, temperatura, nutricién, manejo, raza,
edad, infecciones virales, parasitarias o bacterianas y en especifico la frecuencia con
la que se colecta semen, en esta Ultima se ve un decremento en la concentracion

espermatica, asi como un efecto en la motilidad y morfologia (Bonet et al., 1991).

1.5 EVALUACION DE LA VIABILIDAD ESPERMATICA

Los métodos para la evaluacion de la calidad del semen antes de su distribucién para
la inseminacién artificial o posterior a un tratamiento experimental en el laboratorio
estdn en continuo desarrollo para estimar de manera mas aproximada la fertilidad.

Los métodos clasicos de evaluacion espermatica se basan en la mediciéon de
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parametros como concentracién espermatica, motilidad individual y progresiva,

porcentaje de células viables y estado acrosomal (Gadea, 2005).

Estimar la fertilidad mediante el uso de una sola técnica puede resultar poco efectivo;
sin embargo, al combinar varias técnicas que evalien el estado de las diferentes
estructuras que conforman al espermatozoide, se logra una mejor estimacion
(Graham et al., 1980); debido a esto se han desarrollado numerosas técnicas para
diferenciar células vivas de muertas en base a la integridad de la membrana o para
evaluar viabilidad e integridad acrosomal al mismo tiempo. Todas estas técnicas
requieren tiempo para su preparacion y evaluacién; en consecuencia durante estos
procedimientos el nimero de espermatozoides examinados es bajo (<200) (Graham
et al., 1990).

Uno de los principales objetivos de la espermatologia es el desarrollo de nuevas
técnicas o ensayos que detecten alteraciones espermaticas que sean caracteristicas
de una baja fertilidad (Foote, 1989). Los métodos clasicos de evaluacion se enfocan
en la estructura de la célula y tienen un bajo nivel de prediccion de fertilidad, ya que
solo las muestras que tienen una muy baja calidad son detectadas. Para resolver este
problema se han creado nuevos procedimientos en combinacién con los clasicos para
la evaluacion de la funcionalidad y la interaccién ovocito-espermatozoide (Gadea,
2005).

1.5.1 EVALUACION DE LA MOTILIDAD

La evaluacién de la motilidad espermatica es un buen indicador de la funcionalidad y
es ademas, uno de los métodos mas usado debido a su simpleza, rapidez y bajo
costo. A pesar de sus limitaciones, la evaluacién de la motilidad resulta un parametro
eficiente debido a que esta significativamente relacionado con el nimero de lechones
nacidos por camada, por lo que es incluido en varios modelos como parametro de
calidad espermatica. Aunque los resultados encontrados en la literatura con respecto
a la relacion que guardan la motilidad espermatica y la fertilidad son variados vy
contradictorios debido a diferencias experimentales asi como el factor humano, la
evaluacién de la motilidad sigue siendo al dia de hoy una medida util y ampliamente
recomendada para el analisis de la calidad espermatica en los sistemas de

produccion. Una alternativa para resolver la problematica del error ocasionado por el
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factor humano es el uso del ASAC o Analisis Sistematizado Asistido por Computadora
(Gadea, 2005).

1.5.2 EVALUACION DE LA MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA

La integridad de la membrana plasmatica es requisito necesario para el correcto
funcionamiento del espermatozoide. Se han desarrollado diversos métodos para la
evaluacion de la membrana, unas mediante el uso de colorantes como Eosina-
Nigrosina y otros con el uso de componentes fluorescentes como Naranja de acridina,
Clortetraciclina, PSYBR-14, Horchst 33258, etc. (Gadea, 2005). Dichas técnicas de
evaluacion pueden detectar anomalias morfoldégicas vy fisiolégicas que estan
relacionadas a problemas de infertilidad, obtener informacion del estado de
espermatogénesis, facilitar la seleccion de verracos en programas de inseminacion
artificial y permitir a los productores evaluar la intensidad de estrés producida por las

altas frecuencias de colecciéon de semen (Bonet y Briz, 1991; Briz et al., 1995).

Otro factor relacionado con baja fertilidad o problemas de fertilizacion son los altos
niveles de alteracion acrosomal. Los ensayos enfocados en determinar el estado
acrosomal deben ser adecuados con el objetivo de determinar el potencial de
fertilidad (Hammit et al., 1989). Un analisis espermatico completo debe lograr
detectar muestras de baja calidad para de este modo ser descartadas debido a su

asociacién con una baja fertilidad (Gadea, 2005).

1.5.3 EOSINA-NIGROSINA

La tincidn con Eosina-Nigrosina (EN) permite diferenciar entre espermatozoides vivos
y muertos, la técnica consiste en dos colorantes, el primero es Eosina que tine a los
espermatozoides y la nigrosina que tiene la funcién de fondo negro. Como se observa
en la Figura 5, esta mezcla permite diferenciar entre los espermatozoides muertos
gue se tifien debido a alteraciones en la membrana plasmatica lo que permite el paso
del colorante, a diferencia de los vivos que al mantener la integridad de la membrana
no logran tefiirse debido a que no permiten el paso del colorante al interior de la
célula (Brito et al., 2003).
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Figura 5. Imagen microscopica de espermatozoides teiiidos con EN. En la imagen
de la izquierda se muestra un espermatozoide de porcino que no presenta eosinofilia y en la imagen de la
derecha uno con eosinofilia, lo cual es un indicador de alteraciéon en la membrana plasmatica (Valdés,
2013).

La nigrosina provee un fondo mas uniforme que el de otros colorantes como el azul
opalo o azul anilina (Swanson y Bearden, 1951). La técnica fue usada por primera vez
en humanos y posteriormente en otros mamiferos como toros, porcinos, ovejas y
conejos. Otro beneficio del uso de esta técnica es que muestra ciertas caracteristicas
morfoldgicas como la presencia de gota citoplasmatica y anormalidades en el

acrosoma (Bjorndahl et al., 2003).

1.5.4 TECNICA DE CLORTETRACICLINA

La técnica de fluorescencia con Clortetraciclina (CTC) fue utilizada por primera vez
por Ward y Storey (1984) para la evaluacion del estado funcional de espermatozoides
de ratén. Los patrones de fluorescencia obtenidos con CTC permiten evaluar los
cambios asociados al Ca*? y el estado funcional del espermatozoide. Esta técnica no
solo diferencia entre células con o sin reaccion acrosomal; ademas, divide en dos
grupos a las células que presentan acrosoma intacto: capacitadas y sin capacitar (Das
Gupta et al., 1993).

Los espermatozoides intactos (sin capacitar y sin reaccion acrosomal) presentan
fluorescencia en toda la cabeza y la pieza intermedia, los capacitados sin reaccién
acrosomal presentan fluorescencia en acrozoma y pieza intermedia lo que deja una

banda en la regidn ecuatorial que no emite fluorescencia, mientras que los
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capacitados con reaccidén acrosomal no presentan fluorescencia en la cabeza, solo en

la pieza intermedia, tal como se muestra en la Figura 6 (Saling y Storey, 1979).

Figura 6. Patron de fluorescencia obtenido por la técnica de clortetraciclina.
(A) Espermatozoide sin capacitar y con acrosoma integro, (B) capacitado con acrosoma integro y (C)
capacitado con reaccién acrosomal (Wang et al.1995)

1.5.5 NARANJA DE ACRIDINA

Los analisis de la calidad de semen estan enfocados a evaluar motilidad, morfologia y
concentracién; sin embargo, estudios indican que disminuciones en la tasa de
fertilidad estadn relacionadas con anomalias a nivel de la cromatina espermatica.
Debido a esto se han desarrollado diversas técnicas para medir la integridad de la
cromatina nuclear, una de ellas es la Naranja de Acridina (NA) que es un colorante
fluorescente citoquimico especifico para nucleo celular, en particular de ADN
(Kazerooni et al., 2009). Esta técnica se desarrollé en un principio para la evaluacién
de células somaticas y Evenson et al. (1980) usaron la técnica por primera vez en
espermatozoides de humano y reportaron diferencias entre las muestras de
individuos fértiles e infértiles, notaron un incremento en la proporcién de células con
fluorescencia roja en pacientes con problemas de fertilidad o con parejas con abortos
recurrentes. Estudios posteriores la propusieron como una técnica simple para la

evaluacién de la cromatina frente a agentes desnaturalizadores (Tejada et al., 1984).

El compuesto se une al material genético y puede diferenciar entre acido
desoxirribonucléico (ADN) y ribonucléico (ARN) y refleja el estado de la cromatina
nuclear. La NA fluoresce verde cuando se une como mondmero a una doble cadena

normal de ADN y fluoresce rojo al unirse como agregado a la cadena sencilla

16



desnaruralizada de ADN (Figura 7). La cromatina espermatica es una estructura
compacta, condensada y altamente organizada considerada como factor fundamental
para la fertilizacion. Estd demostrado que los individuos infértiles presentan mayores

niveles de defectos en la cromatina y ADN (Ichimura et al., 1971).

Figura 7. Patron de fluorescencia con la técnica de Naranja de Acridina.
Espermatozoides verdes (cromatina integra) y naranjas (cromatina alterada) (Valdés 2013).

Se introdujo como indicador del estado del ADN de células espermaticas (Evenson,
1990), el colorante emite una fluorescencia verde cuando sus mondmeros se unen en
paralelo a las bases nitrogenadas de la doble cadena de la hélice de ADN. La
fluorescencia roja o naranja es un indicador de unidn de los polimeros de la NA a una
cadena sencilla de ADN (Ward y Coffey, 1991). Esto refleja el proceso de la unién de
la protamina con la ranura externa del ADN, lo que reemplaza a las histonas de las
células somaticas en los estadios de espermatides durante la espermatogénesis
(Green et al., 1994).

La NA se ha utilizado para determinar el estado de madurez nuclear y condensacion
del ADN espermatico, si los espermatozoides no estan maduros y contienen cadenas
sencillas se logra apreciar un incremento en la proporcion de células que presentan
fluorescencia roja (Kosower et al., 1992). Niveles altos de fluorescencia roja/naranja
en el eyaculado sugieren altos niveles de células inmaduras y por lo tanto menor

proporcion de células maduras presentes en el eyaculado (Golan et al., 1996).
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La principal problematica de esta técnica es la variabilidad en resultados ocasionada
por el factor humano debido a que existen niveles de coloracidon intermedios los
cuales estan asociados con diferentes grados de desnaturalizacién; en adicién a esto,
los resultados no son reproducibles, ya que cambian con el tiempo, lo que dificulta

diferenciar entre individuos fértiles e infértiles (Chohan et al., 2006).

1.6 PRESERVACION DE SEMEN PORCINO

En la practica comercial, dentro de la porcicultura la mayoria las inseminaciones
artificiales se realizan con semen fresco o almacenado y diluido a una temperatura de
entre 15-20°C. Los diluyentes permiten la preservacién de semen por periodos de
hasta 5 o 7 dias (Laforest y Allard, 1996); sin embargo, no son capaces de prevenir
por completo los cambios en los espermatozoides ocasionados por las condiciones del
almacenamiento (Cerolini et al., 2000). Estos cambios estructurales y bioquimicos se
ven reflejados en una reduccién significativa de la capacidad fertilizante. Para
compensar este problema se han realizado trabajos con dosis espermaticas mas
concentradas, aunque los resultados de estos estudios son inconsistentes vy

contradictorios (Lyczynski y Kolat, 1996).

Investigaciones anteriores reportan cambios en la estructura molecular de la
membrana plasmatica, lo que es responsable de la disminucién en las tasas de
fertilidad del semen almacenado. La composicién lipidica de la membrana se ve
afectada durante los procesos de enfriamiento, lo que compromete la fluidez de
membrana (Buhr et al., 1989). Los espermatozoides se caracterizan por contener
altos niveles de acidos grasos poliinsaturados, por lo que la peroxidacion lipidica
puede ser el mecanismo responsable de los cambios bioquimicos y biofisicos que

ocurren durante el almacenaje (Cerolini et al., 2000).

1.6.1 CRIOPRESERVACION DE SEMEN DE PORCINO

La criopreservacion de semen de porcino representa un medio efectivo para el
almacenamiento de material genético por largos periodos de tiempo. Este método
elimina la dificultad que representa el transporte de animales o semen fresco a través
de grandes distancias o por largos periodos de tiempo. La criopreservacion exitosa de

semen de porcino podria mejorar de manera significativa la producciéon porcina asi
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como el valor econdmico que esta representa. Sin embargo, los métodos actuales de
preservacion son inadecuados. A la fecha, los procedimientos de criopreservacion
resultan complicados o impracticos con dosis bajas de inseminacion debido a la pobre
supervivencia celular, lo que resulta en tasas bajas de fertilidad y prolificidad
(Gilmore et al., 1998).

Esta técnica no se realiza de manera comercial, las principales razones son las bajas
tasas de supervivencia espermatica y como consecuencia, la necesidad de dosis
altamente concentradas. Las diferencias en la composicion de acidos grasos vy lipidos
de la membrana espermatica son factor importante de resistencia a los procesos de

congelacién de gametos (Parks y Lynch, 1992).

La necesidad de almacenar semen de ciertas lineas genética y la necesidad del
intercambio internacional de semen congelado ha llevado a muchos intentos de
desarrollar métodos para el uso comercial de semen congelado de porcino (Pursel y
Johnson 1975, Fiser y Fairfull 1990). A pesar de los numerosos esfuerzos, las tazas
de concepcion con semen congelado se encuentran por debajo de las de semen fresco
o diluido. A temperaturas menores a 10 °C los espermatozoides sufren un proceso
denominado choque por frio (Gilmore et al., 1996), que es un fendmeno irreversible
en el que la organizacién molecular de los lipidos de la membrana se ve alterada
(Bamba y cran, 1992).

1.6.2 EXTENSORES O DILUYENTES

En la actualidad en 99 % de las inseminaciones artificiales realizadas en la
porcicultura son con semen fresco o diluido con extensores que permiten el
almacenamiento de semen hasta por 7 dias. La principal ventaja del uso de
extensores es que la fertilidad se mantiene inclusive con dosis bajas de
espermatozoides por dosis de inseminacion. Esto representa un mejor rendimiento de
semen, pues a menor numero de espermatozoides por dosis, mayor es el nimero de
dosis por eyaculado. Debido a esto, el principal reto de la producciéon porcina es
mantener la capacidad fecundante del semen de porcino durante varios dias (De
Ambrogi et al., 2006), ya que al ser eyaculados, los espermatozoides entran en
contacto con fluidos provenientes de las glandulas accesorias y mantienen la
motilidad durante unas pocas horas en el plasma seminal; por lo que, para extender

su periodo de vida in vitro es necesario reducir su actividad metabdlica, esto se logra
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al disminuir la temperatura del semen o al agregar algun inhibidor quimico (Johnson
et al., 2000).

Una problematica comun del uso de dosis diluidas es que después de 12-24 h de
almacenamiento pierden de manera gradual su capacidad fertilizante y de prolificidad
(Waberski et al., 1994). En un estudio realizado por Ratto y Jokimen (1991) se
demostré que la tasa de concepcion y tamafio de la piara disminuian de 85.6 % a
80.4 % y 11.9 a 10.8 lechones respectivamente, conforme aumentaba el periodo de
almacenamiento del semen diluido con un extensor comercial en dosis de 2.5x10°

espermatozoides.

La mayoria de los extensores que se encuentran de manera comercial ayudan a
preservar el semen por la presencia de compuestos con ciertas caracteristicas
bioquimicas: la glucosa y otras azlcares proporcionan energia a la célula, la albimina
sérica les brinda proteccién contra el choque por frio, las sales tamponadas como el
bicarbonato de sodio, el acido hidroxietil piperacinil etanosulfénico (HEPES) y el amino
hidroximetil propanodiol (TRIS) tienen la funcidon de estabilizadores de pH, las sales
basicas como cloruro de sodio y cloruro de potasio mantienen el balance osmético y

los antibidticos inhiben el crecimiento bacteriano (Kuster y Althouse. 1999).

El semen de porcino es en extremo sensible a las bajas temperaturas, debido a la
composicion de su membrana plasmatica. Esta sensibilidad obliga a moderar las
temperaturas de almacenamiento las cuales van de 16 - 20 °C, lo restringe la
capacidad del semen de ser almacenado, ya que el metabolismo no disminuye y las
condiciones microbianas no son controladas de manera. Asimismo, se presentan
cambios morfolégicos y fisiolégicos en el semen almacenado en medios liquidos,
parecidos al proceso de maduracion espermatica, cuya intensidad esta determinada
por las condiciones y tiempo de almacenamiento (De Ambrogi et al., 2006). La
maduracién espermatica in vitro ocurre durante el almacenamiento, mientras que la
maduracion in vivo ocurre en el tracto reproductor de la hembra después de ser
inseminada y todos estos cambios se ven reflejados en varias estructuras celulares
como la membrana plasmatica, las mitocondrias y el ADN (Rodriguez-Martinez et al.,
2005).

1.6.3 CRIOPROTECTORES
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La supervivencia de las células al proceso de criopreservacion depende de la
interaccion entre los crioprotectores y el método de congelado y descongelado
(Manzur, 1985). Los crioprotectores no permeables como la glucosa, galactosa,
sacarosa, trehalosa, entre otros azlicares favorecen la deshidrataciéon espermatica
previa al congelado y disminuyen la formacidn de cristales de hielo. El efecto
criopotector de estos azlcares difiere uno de otro de acuerdo al peso molecular de
cada azucar (Molina et al.,, 1994). Estos compuestos no penetran a la célula, pero
incrementan la efectividad osmoética del medio celular, lo que sirve para proteger la

integridad del acrosoma (Woelders et al., 1997).

El glicerol es el crioprotector permeable de uso mas comun para el semen de porcino,
su mecanismo de accidon no se logra entender por completo, pero parece regular la
deshidratacion al reemplazar de manera osmética el agua intracelular. Esto reduce el
volumen celular y minimiza la formaciéon de cristales de hielo; sin embargo, el glicerol
es un mal estabilizador de membrana y en altas concentraciones causa fusion de las
membranas (Graham Y Hammerstedt, 1992). Su uso esta limitado a dosis menores al

4 % debido a su potencial téxico (Gutiérrez- Pérez et al., 2009).

1.7 ESTREPTOLISINA O (SLO)

1.7.1 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

La estreptolisina O (SLO) es una toxina producida por Streptococcus pyogenes, es
una proteina que tiene un peso molecular de 60 kDa que pertenece al grupo A B-
hemolitico de las toxinas citoliticas conocidas como oxigeno-labiles activadas por tiol.
Este grupo de toxinas es producido por bacterias gram positivas y poseen
caracteristicas similares como su relacidén antigénica, requieren de la presencia de un
agente reductor como el ditiotreitol para una maxima expresion de su actividad
bioldgica, la cual es inhibida por la presencia de concentraciones bajas de colesterol y
otros esteroles (Duncan y Schlegel, 1975; Bhakdi et al., 1985; Portnoy et al., 1992).
Este polipéptido se compone de 541 residuos de aminoacidos y posee una regién C-
terminal, la cual juega un papel importante en la uniéon a la membrana plasmatica
(Fawcett et al., 1998).

1.7.2 LA SLO COMO AGENTE PERMEABILIZADOR DE MEMBRANAS
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Ademas de su interés patogénico, la SLO ha sido reportada como una herramienta
ideal en la permeabilizacion de las células. La parte codificadora del gen con actividad
de citolisina de la SLO ha sido clonada y de manera particular los requerimientos
estructurales para la actividad de la misma han sido estudiados, encontrandose que el
reemplazamiento de un simple residuo de cisteina por alanina, no afecta la actividad
hemolitica, pero la sustitucién por serina resulta en una baja de la funcién litica.
Ademas se sabe, que la maduraciéon del extremo N-terminal (de 70 residuos de

aminoacidos) es indispensable para la actividad de la SLO (Yamamoto et al., 2001).

Se ha experimentado con la SLO como agente permeabilizador de membranas de
diferentes tipos celulares. Fawcett et al. (1998) experimentaron con SLO en
concentraciones de 0.2 UI/ml para la permeabilizacion reversible de miocitos de raton
para la introduccion de macromoléculas adheridas a marcadores fluorescentes y
dichas moléculas se mantenian dentro de la célula viva después del sellado de los
poros (Fawcett et al., 1998). Otro trabajo realizado en espermatozoides de ratoén
probdé que estas células se mantenian viables en medios que contenian SLO en
concentraciones hasta de 0.6 UI/ml, sin embargo, el periodo de tiempo que
permanecian viables es corto en comparacion a aquellas células tratadas con

concentraciones mas bajas de SLO (Johnson et al., 1999).

En otros estudios se menciona el uso de SLO como medio de permeabilizacién de
membranas para la introduccion de proteinas a diferentes tipos celulares del sistema
inmune; ademas, al devolver la integridad de membrana de dichas células, estas
mostraron tasas de viabilidad similares a las de las células control que no fueron
tratadas con SLO (Walev et al., 2001). En un trabajo mas reciente, Bo-Woong et al.
(2013) utilizaron a la SLO en dosis de 5 Ul/ml como medio para la introduccién de
ADN exo6geno a espermatozoides de ratdén y demostraron que existe un incremento en
la tasa de produccion de embriones y camadas trasngénicas posterior a la inyeccion

intracitoplasmatica de dichos espermatozoides.

1.7.3 MECANISMO DE ACCION

La SLO se une como mondmero al colesterol presente en las membranas plasmaticas
de las células animales (Ohno Iwashita et al., 1991), al difundirse en la membrana
reacciona con otros monomeros formando dimeros que actlan como puntos de

cristalizacion para dar lugar a estructuras en forma de anillos transmembranales que
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contienen un estimado de 50-80 subunidades (Bhakdi et al., 1985; Sekiya et al.,
1993). Estos poros pueden medir mas de 30 nm (Figura 8) de diametro (Palmer et
al.,, 1998; Fawcett et al., 1998) y exceden en tamafio a los formados por otras
toxinas como la a-toxina (Flssle et al., 1981) o al complejo de ataque de membrana
del complemento (Bhakdi y Tranum-Jensen, 1984). Estos poros permiten el flujo de
iones y moléculas de mayor tamafio a través de la membrana plasmatica (Palmer et
al., 1995), lo que ha convertido a la SLO en una herramienta popular para la

permeabilizacién de membranas celulares (Bhakdi et al., 1993).

Figura 8. Fotografia microscopica de eritrocitos tratados con SLO. La flecha indica
el didametro de las estructuras en forma de arcos y anillos de la membrana plasmatica de eritrocitos de
raton tratados con SLO (Bhakdi et al., 1985).

En teoria estos poros permitirian que la SLO entre a la célula, aunque esto rara vez
ocurre debido a que las moléculas de SLO quedan atrapadas en la membrana
plasmatica donde las concentraciones de colesterol son mayores en comparacion al
de las membranas de los organelos citoplasmaticos, por lo que es poco probable que
ocurra un dafio significativo en estas estructuras (Fawcett et al., 1998; Bhakdi et al.,
1996; Palmer et al., 1995).

La acciéon de la SLO es en extremo rapida, la permeabilizacion ocurre en cuestion de

minutos, pero ademas se ha demostrado que, dependiendo de la seleccién correcta
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de la dosis, la permeabilizacién de las células con SLO es reversible por la adicion del
colesterol no esterificado, por la adicién de suero fetal o por la adicién de calcio al

medio de incubacién (Wannameker, 1983; Walev et al., 2001).

La temperatura a la que las células son incubadas juega un papel importante en el
blindaje de la toxina al colesterol de las membranas, la incubacion a temperaturas de
0°C no permite la formacién de poros y estd demostrado que la permeabilizacion solo
ocurre en temperaturas que van de los 30-37°C (Ahnert-Hilger et al., 1988; Fawcett
et al., 1998).

1.7.4 ESTRUCTURA DE LOS POROS

Al inicio la SLO forma arcos de pocas subunidades que se insertan en la membrana.
Los lipidos de la membrana que se encuentran en la regién coéncava del arco se
retraen creando un poro en forma de media luna (Figura 9). El arco continda
extendiéndose mediante la adicion de mondmeros de SLO en los terminales libres
dando como resultado el poro completo en forma de anillo (Bhakdi et al., 1985;
Palmer et al., 1995; Palmer et al., 1998).

Ademas de estructuras en forma de anillos, es comuUn encontrar en las imagenes de
microscopia electrénica de células tratadas con SLO la presencia de otro tipo de
organizacion en el ensamblaje de los mondmeros (Figura 10) como arcos o
semicirculos, dimeros, trimeros, y forma de “S” (Bhakdi et al., 1985; Palmer et al.,
1998; Duncan y Schlegel 1975; Sekiya et al., 1993).
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Membrana
plasmatica

Figura 9. Esquema de anillo incompleto formado sobre la membrana de un
eritrocito tratado con SLO (adaptada de Sekiya et al., 1993).

Colesterol C Complejos "C"
+ — con terminales
( "adherentes"

agregacién circularizacion

SLO

@ Dimero O
O Diametro = 24nm

Trimero Circunferencia = 75nm
Ilsll

Figura 10. Esquema de las estructuras formadas por la SLO. Formacién y agregacién
de las diferentes estructuras (dimero, trimero y “S”) en la membrana de células incubadas con SLO
(adaptado de Duncan y Shlegel, 1975).
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1.7.5 SELLADO DE POROS

La permeabilizacién ocasionada por la SLO a las membranas plasmaticas se puede
hacer reversible mediante el empleo de suero fetal bovino debido a su alto contenido
de calcio (Fawcett et al., 1998), el mecanismo mediante el cual se reparan estas
lesiones aun no esta claro (Walev et al., 2001). Estudios han reportado que el calcio
regula la fusidn de las vesiculas necesarias para el sellado de los poros mediante la

activacion de las vias de la kinasa (Bi et al., 1995).

A pesar que existen numerosos estudios donde se describen las caracteristicas
bioquimicas de la SLO y su aplicacion como agente permeabilizador de membranas
plasmaticas de diversos tipos celulares llegan a ser escasos aquellos en los que se

utilice a la célula espermatica como modelo experimental.

26



2 JUSTIFICACION

La sustentabilidad de la produccion animal depende del desarrollo e implementacion
de técnicas que incrementen el potencial productivo de los recursos pecuarios. En
particular, dentro de la produccidon porcina es necesario realizar estudios en
metodologias de conservacion de gametos y experimentar con biotecnologias
innovadoras que sienten las bases de nuevos métodos para la criopreservaciéon de
semen, las cuales permitan a los productores y compafias genéticas optimizar los
recursos bioldgicos, para preservar semen por largos periodos de tiempo y con
valores de viabilidad aceptables. Es por estas razones y debido a las numerosas
ventajas que ofrece el uso de semen congelado con respecto al semen fresco o diluido
que se justifica el desarrollo del presente estudio que tiene como objetivo establecer

las bases para la creacion de nuevas técnicas de criopreservacién de semen porcino.
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3 HIPOTESIS

La permeabilizacién de la membrana del espermatozoide de porcino mediante el uso

de estreptolisina O, no altera la funcionalidad de los espermatozoides.
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4 OBIJETIVOS

4.1 OBIJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que ejerce la apertura de poros en la membrana plasmatica

sobre la viabilidad de los espermatozoides de porcino

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Valorar la viabilidad de los espermatozoides permeabilizados con SLO antes y
después del sellado de poros con SFB.

2) Evaluar la integridad de la membrana plasmatica de espermatozoides
permeabilizados con SLO antes y después del sellado de poros con SFB.

3) Valorar la integridad de Ila cromatina nuclear de espermatozoides

permeabilizados con SLO antes y después del sellado de poros con SFB.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 LOCALIZACION

El trabajo experimental de llevd a cabo en las instalaciones del Area de
Reproduccion, asi como en los laboratorios de Biologia de la Reproduccion,
Parasitologia y Biologia Celular de la Unidad de Diagndstico “Augusto R. Mancisidor
Ahuja” ubicados en la Posta Zootécnica “Torreén del Molino” de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Veracruzana, en el km 14.5 de la
carretera Veracruz-Jalapa del municipio de Veracruz. Las coordenadas geograficas

son: 19° 11’ latitud norte y 96° 08’ longitud oeste, con altitud de 10 msnm.

5.2 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron eyaculados de sementales de lineas genéticas comerciales en edad
productiva (2-5 afios), con fertilidad probada. A cada macho se le asignd una clave
(A, B, y C). Los sementales pertenecen a la granja porcicola “San Antonio” de la
localidad de la vibora, perteneciente al municipio de Tlalixcoyan del Estado de
Veracruz Ignacio de la Llave (18° 48'11.27”N 96°3'39.67” O, a 10 msnm).

Las muestras se procesaron en los laboratorios de Biologia de la Reproduccién,
Radioinmunoanadlisis y Parasitologia, de la Unidad de Diagndstico “Augusto R.
Mancisidor Ahuja”, localizado en la Posta Zootécnica “Torredn del Molino” de la
Universidad Veracruzana, (19° 11’ latitud norte, 96° 08’ longitud oeste, altitud de 16

msnm).
5.3 OBTENCION DEL SEMEN

Previo a la recoleccién de los eyaculados se realizé limpieza de la zona del prepucio
con agua Y toallas absorbentes para evitar contaminacion del material bioldgico. Se
obtuvieron 9 eyaculados recolectados por medio de la técnica de la mano enguantada
con ayuda de un maniqui. Se colectaron todas las fracciones del eyaculado, se utilizd
tela de gasa para filtrar el eyaculado y descartar el gel o tapioca proveniente de las

glandulas bulbouretrales asi como particulas contaminantes. (Rillo et al., 1996).

5.4 EVALUACION DE LA MOTILIDAD ESPERMATICA
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5.4.1 MOTILIDAD EN MASA

Se colocd una gota de semen sobre un portaobjetos a 37°C, se observé a 10X
durante un minuto en un microscopio de contraste de fases OLYMPUS CX41. La
estimacion de la motilidad en masa se realizd6 en base al vigor de las ondas
espermaticas de acuerdo a lo descrito por Salamon et al. (1990), con valores entre 0-
5 (Cuadro 1). Las muestras que obtuvieron valores por debajo a 3 fueron

descartadas.

Cuadro 1: Clasificacion de la motilidad en masa.

Valor Clase Descripcion
5 Muy buena Ondas y remolinos de movimientos muy rapidos
4 Buena Movimientos vigorosos, pero las ondas y los

remolinos no son rapidos

Regular Ondas de movimiento lento
2 Pobre No se aprecian las ondas, pero si movimiento de la
muestra
1 Muy pobre Muy poco movimiento
0 Muertos Ningan movimiento

Salamon et al., 1990

5.4.2 MOTILIDAD INDIVIDUAL

Se midi6 el porcentaje de los espermatozoides moéviles entre 0 y 100% (Maxwel y
Evans, 1990). Para realizar la técnica se colocé una gota de semen diluida en una
gota de solucion salina fisioldgica sobre un portaobjetos a 37°C, se le puso un
cubreobjetos y se observo en el microscopio de contraste de fases OLYMPUS CX41 a
100x, se observaron varios campos y se valoro el porcentaje de espermatozoides que
presentaban movimiento rectilineo progresivo; so6lo se aceptaron muestras que

obtuvieron valores >70% de motilidad progresiva.

5.5 EVALUACION DEL ESTADO FUNCIONAL
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Se determind el estado de capacitacion y reaccion acrosomal del espermatozoide
mediante la técnica de Clortetraciclina (CTC). Se colocdé 1 ml de semen en tubos tipo
eppendorf y se lavd por centrifugacion a 1200 rpm durante 3 minutos para retirar el
plasma seminal, la muestra se resuspendié en 1 ml de solucion amortiguadora de
fosfato (PBS). Se tomaron 100 pl del semen centrifugado y se adicionaron 100 ul de
la solucién de CTC la cual se componia por 750 uM de CTC en una solucién
amortiguadora (130 yM NaCl, 5 yM cisteina, 20 yM Tris-HCI pH7.8), la muestra se
agité vigorosamente y se adicionaron 8 pl de p-formaldehido al 12% en una solucién
amortiguadora de 0.5 M Tris-HCI (pH 7.4), se volvié a agitar vigorosamente y sobre
un porta objetos limpio se colocaron 10 pl de la muestra y 10 pl de diaminotretileno
(DABCO) al 0.22 M en una solucion de glicerol: PBS (9:1), se colocd un cubre objetos
y se observd en el microscopio de fluorescencia (Leica 020-518.500 DM/LS) con filtro
azul de excitacion 405-455 nm (Gillan et al., 1997); se revisaron varios campos hasta
evaluar 200 células, las cuales presentaron los siguientes patrones de fluorescencia
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Patrones de fluorescencia por la técnica de Clortetraciclina

Patron Descripcion

Patron A Espermatozoide sin capacitar y sin reaccion acrosomal: Fluorescencia

en cabeza y pieza intermedia.

Patrén B Espermatozoide capacitado y sin reaccion acrosomal: Fluorescencia en

region acrosomal y pieza intermedia del espermatozoide.

Patron C Espermatozoide capacitado y con reaccidon acrosomal: Fluorescencia en
pieza intermedia y una banda con escasa fluorescencia en la regién

ecuatorial del espermatozoide.

DasGupta et al., 1993

5.6 EVALUACION DE LA VIABILIDAD ESPERMATICA
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La evaluacion de la viabilidad espermatica se realizd6 mediante la tinciéon con Eosina-
Nigrosina (EN) en una dilucién 1:8 de la muestra de semen y colorante de EN. La
muestra se incubd durante 5 minutos a 37°C y se realizd un frotis con una gota de la

dilucién sobre un porta objetos limpio y desengrasado (Bjorndahl et al., 2003).

Las laminillas se observaron en un microscopio de contraste de fases OLYMPUS CX41
a 40x, se revisaron varios campos hasta contar 200 células, las cuales presentaron el

siguiente patron de coloracion.

e Células que no presentan eosinofilia o blancas - espermatozoide vivo

e Células Eosindfila o moradas — espermatozoide muerto

5.7 EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA CROMATINA NUCLEAR

La integridad de la cromatina nuclear se evalué mediante la técnica de fluorescencia
con Naranja de Acridina (NA), la cual consistié6 en colocar 1 ml de la muestra de
semen en un tubo tipo Eppendorf para lavar mediante centrifugacion a 1200 rpm
durante 3 minutos y retirar el plasma seminal, la pastilla se resuspendié en 1 ml de
PBS; sobre un porta objetos limpio se colocé una gota de la suspensidon y se realizd
un frotis, el cual se dejo fijar en solucion de Carnoy (metanol y acido acético glacial
3:1) durante 24 horas. A las laminillas fijadas se les agreg6 acido citrico al 0.1 M
(pH2.5) durante 5 minutos, se lavaron con agua desionizada y se dejaron secar, se
les colocd una solucion de Naranja de Acridina (300 mg de colorante de Naranja de
Acridina, 2 ml de etanol y 100 ml de agua purificada) durante 5 minutos y se lavaron
con agua desionizada; se puso el cubreobjetos sobre la laminilla que aun se
encontraba himeda y se leyd inmediatamente en el microscopio de fluorescencia
(Leica 020-518.500 DM/LS) con filtro azul de excitacién 405-455 nm, a 40x, se
revisaron varios campos hasta contar 200 células las cuales presentaron los siguiente

patrones de fluorescencia:

e Espermatozoides verdes: doble cadena de ADN intacto.

e Espermatozoides naranjas o rojos: doble cadena de ADN desnaturalizado.

5.8 PERMEABILIZACION DE LA MEMBRANA PLASMATICA
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Para la permeabilizacion de la membrana se prepararon tres tratamientos con
Estreptolisina O (SLO) liofilizada de la marca Sigma Aldrich®, la cual fue reactivada
mediante el uso de ditiotreitol (DTT) al 4 mM en PBS. Las concentraciones para cada
tratamiento con SLO fueron de 0.3, 0.6 y 1.2 Ul/ml.

Se adicionaron 100 pl de semen a cada uno de los tratamientos y se incubaron
durante cinco minutos a 37°, posterior a la incubacién las muestras se lavaron dos
veces por centrifugacion a 1200 rpm durante 3 minutos, se retird el sobrenadante y

se resuspendieron en 1 ml de PBS (Fawcett et al., 1998).

5.9 RECUPERACION DE LA INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Para la recuperacion de la integridad de la membrana plasmatica o “sellado de poros”
se adicionaron 50 pul de Suero Fetal Bovino (SFB) a cada uno de los tratamientos y se
incubaron a 37°C durante 15 minutos (Fawcett et al., 1998). Al término de la
incubacién con SFB realizaron nuevamente las pruebas de viabilidad espermatica

(EN), estado funcional (CTC) e integridad de la cromatina nuclear (NA).

5.10 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados por comparaciéon de proporciones en cada
tratamiento con el uso del mdédulo de no paramétrica del programa STATISTICA
V10.0, donde se evalud: el porciento de estado acrosomal por la técnica de CTC, el
porciento de integridad de membrana plasmatica por la técnica de Eosina-Nigrosina y
el porciento de la integridad de la cromatina nuclear por la técnica de Naranja de

Acridina.

Se realizé ademas la prueba H de Kruskal Wallis para determinar si los datos de
comportaban de manera normal y si se cumplian los supuestos de homogeneidad y

homosedasticidad.
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6 RESULTADOS

6.1 VALORACION DE LA VIABILIDAD ESPERMATICA ANTES Y DESPUES DEL
SELLADO DE POROS

En la Figura 11 se ilustran los porcentajes de espermatozoides vivos en cada uno de
los tratamientos y se puede apreciar que no se encontraron diferencias estadisticas
significativas (P>0.05) en los grupos testigos (fresco y control), contra los
tratamientos con SLO en diferentes concentraciones. El porcentaje de
espermatozoides vivos aumentd en todos los tratamientos después de la incubacion

con SFB al 5%; sin embargo este aumento no fue significativo (P>0.05).

100% ¢
98% t
96%
94% |
92% |
90% |

88% t

86% t

Espermatozoides vivos

84% |

82% |
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=] control

0.3 U/ml SLO
| 25 0.6 UI/ml SLO
; 1.2 Ul/ml SLO

80% |

78% |
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Antes Después

Incubacién con Suero Fetal Bovino (SFB)

Figura 11. Efecto de las concentraciones de SLO antes y después del sellado

de poros con SFB sobre la viabilidad espermatica.
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Por otra parte, como se muestra en el Cuadro 3 el valor de viabilidad espermatica
mas bajo encontrado fue de 83.15 £ 10.9 del tratamiento con SLO a 0.6 Ul/ml antes
de la incubacion con SFB, mientras que el valor mas alto (91.52 + 4.83) se encontro
en la misma concentracion de SLO pero después de ser incubado con SFB para el
sellado de poros trasmembranales; sin embargo, las diferencias entre

concentraciones e incubacion con SFB no resultaron significativas (P>0.05).

Cuadro 3. Medias y desviaciones estandar del porcentaje de espermatozoides

vivos antes y después de la incubaciéon con SFB al 5%

Porcentaje de espermatozoides

Vivos
Tratamiento/incubacion SFB Antes Después
Fresco 86.85 £ 16.87 90.09 £+ 7.88
Control 84.46 £ 10.31 87.33 £ 6.43
0.3 UI/ml SLO 85.92 £ 8.61 88.14 £ 6.72
0.6 UI/ml SLO 83.15 £ 10.90 91.52 £ 4.83
1.2 UI/ml SLO 87.50 £ 6.83 90.22 £ 5.28

6.2 EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA ANTES Y DESPUES
DEL SELLADO DE POROS

Al realizar el andlisis de la integridad de la membrana plasmatica se observd una
disminucidén en el porcentaje de células sin capacitar que no presentaban reaccion
acrosomal en los tratamientos fresco, control y el de 1.2 UI/ml de SLO antes y
después de la incubacion con SFB; sin embargo, dichas diferencias no fueron
significativas (P>0.05) para dichos tratamientos asi como para los de 0.3 y 0.6 UI/ml

de SLO, tal como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Efecto de las concentraciones de SLO antes y después del sellado

de poros con SFB sobre el estado funcional de los espermatozoides.

En el Cuadro 4 se muestran las medias y desviaciones estandar (DE) de cada uno de
los tratamientos con SLO antes y después del sellado de poros con SFB al 5%, el
valor mas alto (85.34%) se encuentra en el tratamiento fresco antes de la incubacién
con SFB y el mas bajo (79.42%) en el tratamiento con 1.2 Ul/ml de SLO posterior al
sellado de poros; sin embargo, estos resultados no son significativos (P<0.05) para
ninguno de los tratamientos antes o después del sellado de poros debido a que las

desviaciones estandar son > 4.7%.
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Cuadro 4. Medias y DE del porcentaje de espermatozoides sin capacitar y sin

reaccion acrosomal antes y después de la incubacion con SFB al 5%

Porcentaje de espermatozoides
sin capacitar y acrosoma

integro
Tratamiento/incubacion SFB Antes Después
Fresco 85.34 £ 6.35 83.34 £ 5.15
Control 83.68 £ 4.76 83.07 £ 9.17
0.3 UI/ml SLO 80.34 £ 7.80 81.44 £ 7.66
0.6 UI/ml SLO 83.67 £ 5.60 83.66 = 7.37
1.2 UI/ml SLO 81.71 £ 8.18 79.42 £ 5.03

VALORACION DE LA INTEGRIDAD DE LA CROMATINA NUCLEAR ANTES

Y DESPUES DEL SELLADO DE POROS

En la Figura 13 se ve el efecto de la adicién de SFB al 5% para el sellado de poros
transmembranales sobre la integridad de la cromatina nuclear de semen de porcino
tratado a diferentes concentraciones de SLO (0.3, 0.6 y 1.2 UI/ml). Nuevamente no
se encontro diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los tratamientos antes o
después de la incubacién con SFB. Los porcentajes de células con cromatina integra

se mantuvieron > 98% en todos los tratamientos.

Por otra parte, en el Cuadro 5 se muestran las medias y desviaciones estandar del
porcentaje de espermatozoides con cromatina nuclear integra antes y después del
sellado de poros. Las desviaciones estéandar fueron menores que en las otras técnicas,
sin embargo, a pesar que se reportan desviaciones menores al 1%, los resultados

siguen sin ser significativos (P<0.05).
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Figura 13. Efecto de las concentraciones de SLO antes y después del sellado

de poros con SFB sobre la integridad de la cromatina nuclear.

Cuadro 5. Medias y DE del porcentaje de espermatozoides con cromatina

nuclear integra antes y después de la incubacion con SFB al 5%

Porcentaje de espermatozoides
con cromatina integra

Tratamiento/incubacion SFB Antes Después
Fresco 99.37 £ 1.51 99.72 + 0.56
Control 98.56 £ 3.09 99.80 + 0.48
0.3 UI/ml SLO 98.61 £ 3.35 98.76 = 2.60
0.6 UI/ml SLO 98.39 £ 2.87 98.96 + 2.53
1.2 UI/ml SLO 98.99 + 2.04 99.01 + 1.87
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7 DISCUSION

El decremento que se observa en el porcentaje de espermatozoides vivos al ser
incubados con SLO para la permeabilizacion celular (Figura 11), seguido de un
aumento en el porcentaje de espermatozoides vivos posterior a la incubacién con SFB
para el sellado de poros trasmembranales, lo que nos indica que la SLO actua sobre la
membrana plasmatica del espermatozoide, esto permite la entrada del colorante
Eosina al interior de la célula, similar a lo descrito por Tartakoff (1991) que establece
que ciertos colorantes impermeables como el Azur A, Azul tripan y Eosina logran
atravesar la membrana plasmatica de células tratadas con toxinas permeabilizadoras
como la a-toxina, SLO y digitionina y que la exposicion prolongada a dichos
colorantes provoca la tincion de células intactas; sin embargo, en este trabajo no se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos antes y
después del sellado de poros, contrario a lo reportado por Johnson et al. (1999) que
al utilizar la misma técnica con SLO a dosis de 0.6 UI/ml logré permeabilizar el 80%
de espermatozoides de raton; por otra parte, Michaut et al. (2000) y Yunes et al.,
(2002) realizaron un estudio en espermatozoides de humano y lograron permeabilizar
el 100% de las células, estas diferencias pueden encontrarse asociadas al contenido
de colesterol en la membrana, el cual difiere significativamente entre especies siendo
mas bajo en cerdos que en ratdn o en humanos y como se mencion6é con
anterioridad, la SLO es una toxina que actla uniéndose al colesterol presente en las

membranas plasmaticas.

Fawcett et al. (1998), establecen que la temperatura, dosis y periodo de exposicién a
la toxina son factores que estan asociados al efecto de la SLO sobre las membranas
plasmaticas al permeabilizar miocitos de ratén con dosis de 0.2 UI/ml a 37 °C durante
5 min se encontraron el mayor porcentaje de células viables tras el sellado de poros
con SFB (50%) y que periodos de exposicion superiores a los 5 minutos, asi como el
empleo de dosis mas altas resulta en un decremento en el porcentaje de células que
se mantenian viables tras el sellado de poros con SFB; en este estudio la temperatura
de incubacién fue de 37 °C y el periodo de incubaciéon de 5 minutos y se encontré que
tanto la viabilidad como el estado funcional e integridad de la cromatina nuclear se
mantuvieron en porcentajes altos en todos los tratamientos antes y después del
sellado de poros, similar a lo reportado por dichos autores; sin embargo, estos

resultados no pueden ser comparables con estudios realizados en células
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espermaticas como los de Yunes et al., (2000) y Michaut et al. (2000), ya que en
estos trabajos no esta reportado el uso de algin componente para el sellado de poros

con su posterior evaluacién de viabilidad.

Para determinar el efecto de la SLO sobre la fisiologia espermatica se utiliz6 la técnica
de CTC la cual indica el estado de capacitacién y reaccién acrosomal, al realizar el
estudio no se encontrd diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
antes y después de la incubacién con SFB para el sellado de poros; sin embargo, se
observd una tendencia a la disminucién en el porcentaje de células sin capacitar y sin
reaccion acrosomal, esta reduccion puede atribuirse a que al ser eyaculada la célula
espermatica y entrar en contacto con el plasma seminal comienza a desarrollar dichos
procesos de manera natural (Gadella et al., 2008). En este estudio al permeabilizar
espermatozoides de porcino durante 5 minutos con SLO a 0.3, 0.6 y 1.2 UIl/ml se
encontrd que los porcentajes de células sin capacitar y sin reaccion acrosomal eran de
80.34 £ 7.8, 83.67 £ 5.6 y 81.71 + 8.18 respectivamente, similar a lo reportado por
Johnson et al. (1999), que al permeabilizar espermatozoides de ratén con SLO a 0.6
UI/ml durante 5 minutos encontré que la mayoria de las células mantenian el
acrosoma intacto (75%) y que al aumentar el tiempo de exposicion a 15 minutos el
porcentaje disminuia (44%). Estos resultados indican que la permeabilizacion con

SLO lleva a cabo en la membrana plasmatica y no en la membrana acrosomal.

Hasta el momento no existen reportes acerca del efecto que tiene el uso de la SLO
como agente permeabilizante sobre la integridad de la cromatina nuclear de las
células espermaticas; sin embargo, numerosos autores reportan que porcentajes
>50% de espermatozoides con cromatina integra son valores considerados normales
en individuos fértiles, en este trabajo los valores reportados de porcentaje de
cromatina integra fueron >98% para todos los tratamientos antes y después de la
incubacion con SFB para el sellado de poros, lo que nos indica que la SLO no tiene
ningun efecto negativo sobre la integridad estructural de la cromatina nuclear y que

las células permeabilizadas y selladas son capaces de fertilizar.
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8 CONCLUSIONES

1.- Los espermatozoides de porcino tratados con SLO se mantuvieron viables tras el

sellado de poros con SFB.

2.- La SLO actla sobre la membrana plasmatica del espermatozoide sin producir

alteraciones sobre la membrana acrosomal.

3.- No se observd ningun efecto negativo en el uso de la SLO sobre la integridad
estructural de la cromatina nuclear y capacidad fecundante del espermatozoide de

porcino.

4.- la SLO es una herramienta util para la permeabilizacion de la membrana

plasmatica de espermatozoides de porcino.
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9 PERSPECTIVAS Y PROYECCIONES

1.- Introducir sustancias crioprotectoras antes del sellado de poros con SFB y evaluar
el efecto que tiene sobre la viabilidad y estado funcional de los espermatozoides de

porcino.

2.- Criopreservar semen de cerdo previamente permeabilizado con SLO para la

introduccién de sustancias crioprotectoras y evaluar su viabilidad al ser descongelado.
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