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RESUMEN

Una dificultad en el manejo de semen para la Inseminaciéon Artificial en
porcinos, es precisamente el control de la conservacidon de las células
espermaticas, ya que hay que considerar la composicion del plasma seminal. En
el presente trabajo con la incorporacion del diluyente (BTS) al eyaculado
recuperado de tres sementales porcinos (en monta artificial con la técnica de la
mano enguantada) y con la adicién de cafeina en su funcion capacitadora sobre
los espermatozoides, se provocdé una mejor motilidad, ayudando a la
supervivencia espermatica. Haciendo evaluaciones de la motilidad alas 0, 12, 24,
36, 48, 60, 72, 84 y 96 h, siendo los tratamientos con cafeina, adicion de cafeina a
las 48 h y sin cafeina, el agregado de cafeina fue de 10 mM y se mantuvo en una

heladera a 17° C. Se observoé su actividad espermética hasta los 96 h.

Se encontré diferencia significativa en la motilidad del semen entre los
tratamientos de cafeina y entre los sementales, también se observé diferente

motilidad a través del tiempo (12 a 96 h).

Los resultados mostraron que no hubo interaccion entre sementales y
tratamientos, por lo que las diferencias entre los tratamientos de cafeina son
independientes de la motilidad del semen presentada en cada semental; es decir
gue la motilidad del semen se incrementa con la adicion de cafeina en sementales

con alta o baja motilidad del semen.



l. INTRODUCCION

La inseminacion artificial es una técnica de manejo reproductivo utilizada desde
hace muchos afios en los sistemas de produccién pecuaria. El esperma eyaculado
por los sementales, ya sea fresco, refrigerado o congelado, en el caso de las granjas
porcinas, es inseminado en las cerdas para fertilizar los 6vulos, debiéndose

considerar con esto, el mejoramiento genético de la granja.

Para mejorar los parametros de un programa de inseminacién artificial, hay que
considerar aspectos que van desde el manejo, la alimentacion, la sanidad, ademas de
la obtencion y conservacién del semen eyaculado. Un aspecto de manejo que
impacta importantemente en la calidad del semen es la seleccion apropiada de los
sementales donadores. La motilidad espermatica es una variable que refleja la
vitalidad del eyaculado en funcion de la cantidad de células en movimiento.
Sementales que tienen semen con espermatozoides anormales o dafiados, generan

gran cantidad de sustancias oxidantes, las cuales dafian al eyaculado.

Existen tratamientos, entre ellos el uso de vitaminas y minerales, que mejoran
durante un corto tiempo, la libido y la calidad seminal del cerdo. Por otro lado, es
posible incrementar el movimiento de las células espermaticas con la adicion de
estimulantes como el lactato de sodio y la cafeina, al momento de diluir el semen,
mejorando la capacitacion, y consecuentemente, la fecundacién. La cafeina y el
lactato de sodio pueden resultar de utilidad practica para mejorar la conservacion del
semen de cerdo refrigerado o congelado, mejorando su vigor motriz, al actuar como

activador de las células esperméticas.



1.1 Objetivos.

Evaluar el efecto de la adicion de la cafeina diluida en BTS (Betsville Thawing
Solution) sobre la motilidad de las células esperméticas de cerdo en diferentes
tiempos (0, 12, 24, 36, 48, 60, 72,84 y 96h.).

1.2 Hipotesis.

Al agregar cafeina diluida en BTS, se obtendra un aumento de la motilidad, vigor y

resistencia de los espermatozoides.



. REVISION DE LITERATURA

2.1 Inseminacion artificial y conservacion de semen porcino.

En la actualidad, la Inseminacion Artificial (I.A.) porcina es una técnica
reproductiva de amplia aplicacién en todo el mundo desarrollado. Sin embargo, el
grado de utilizacion en los diversos paises es muy variable. En los paises europeos
de nuestro entorno, la aplicacion de la inseminacion artificial es muy elevada,
superando en muchos paises el 80% de las reproductoras (Holanda, Francia,
Alemania, Espafa, Noruega, Finlandia, etc.). Por el contrario, en los Estados Unidos
el porcentaje de utilizacién de la inseminacion artificial es aun reducido (del orden del
50%), aunque en los ultimos afios se ha producido un incremento muy destacable.
Segun las ultimas estimaciones, la practica total de las inseminaciones (99%) se

realiza con semen refrigerado a 15—20°C.

El uso de semen congelado queda hoy dia limitado a casos muy especificos, o
bien asociado a la introduccion en las explotaciones de nuevo material genético de
alto valor para inseminar determinados animales puros en las granjas de seleccion, o
asociados a labores de investigacion. Sin embargo, el uso de semen congelado
puede hoy en dia aportar ciertas ventajas sobre el semen refrigerado como son el
transporte a largas distancias o la conservacién durante un tiempo muy prolongado
(aflos) con unos resultados productivos que progresivamente mejoran y se acercan a

los obtenidos con semen refrigerado (Gadea et al., 2004 ).

Un método alternativo para la obtencion del eyaculado del cerdo, es el método
de la mano enguantada. El equipo necesario es un guante de plastico y un recolector
compuesto por un termo de boca ancha, con una gasa sujetada con ligas en la
entrada, el cerdo es estimulado a realizar la monta como si fuera a usarse la vagina
artificial (Colenbrander y Kemp, 1990). Sorensen (1979) y Ergo (2007) consideraron
gue el método mas practico para la coleccion de semen es el “método de la mano

enguantada”.



Este método consiste en agarrar y estimular manualmente el pene del verraco.

Previo a la coleccion de semen, la vaina prepucial debe exprimirse para
limpiarla de contenidos de orina y mucus. Para esta operacion se debe utilizar el
sobre-guante higiénico, para evitar la contaminacion del guante de coleccion con
secreciones prepuciales u otro tipo de impurezas. Después de completar los

preparativos higiénicos, se retiray descarta el sobre-guante.

Tan pronto como el verraco inicie las protrusion del pene, el colector debe
agarrarlo dejando libre unos 2 6 3 centimetros de su extremo, a fin de evitar que el
eyaculado escurra sobre el guante, la aprehension debe ser lo suficientemente fuerte
para evitar la rotacion del pene; asi la ereccion completa del pene debe de ocurrir al
adecuado estimulo manual. Nunca traccione el pene. Al iniciarse la eyaculacion, los
primeros chorros deben limpiar la uretra y no deben de colectarse, ya que es liquido

seminal.

El eyaculado se compone de cuatro fases:

1. Secreciones uretrales: las secreciones uretrales son los primeros chorros, cuya
funcion es la limpieza de la uretra. Son transparentes y no contienen células
espermaticas.

2. Fase rica en semen: de aspecto lechoso, contiene aproximadamente 70% de
las células esperméticas del volumen eyaculado.

3. Fase pobre en semen:. de aspecto entre transparente y lechoso, contiene
menor cantidad de espermatozoos y puede ser observada alternando con la
fase rica en semen.

4. Secrecion gelatinosa: generalmente hacia el final de la eyaculacion. El gel
debe descartarse.

El tiempo de coleccion puede variar de 5 a 15 minutos, siendo su término
determinado por la retracciébn espontanea del pene. Descarte la porcion superior
desprendida con el filtro que contiene la secresion gelatinosa. Terminada la coleccion,
el eyaculado debe ser llevado inmediatamente al laboratorio para su evaluacion y
dilucion. Durante la evaluacion y hasta la dilucion el eyaculado debe mantenerse a

una temperatura constante, entre +30° Cy 34° C.



Aunque las contracciones uterinas poseen indudablemente gran importancia
en el transporte rapido de las células espermaticas, en la mayor parte de las
especies, no deben considerarse carentes de importancia en el proceso reproductivo,
otros mecanismos de transporte de espermatozoides. La inseminacién suele ocurrir
varias horas antes de la ovulacion y la velocidad del transporte de espermatozoides
quizd sea menos importante para los indices de concepcion y fecundacion que el

namero de los mismos en el area de fecundacién a nivel de la ampolla del oviducto.

Como factores adicionales que influyen en el transporte de espermatozoides
cabe incluir su movilidad, presion intrauterina negativa, movimientos de liquidos
genitales, predisposicion de los espermatozoides para reotaxis (orientacion a
contracorriente), movimientos siliares en el oviducto y volumen y concentracion de
células espermaticas en la dosis inseminada. El volumen del semen tiene influencia
en la proporcion de las hembras en las que el esperma llega a los oviductos mientras
gue la concentracion de las células afecta el nUmero de estas en los oviductos.
(Colenbrander et al., 1993).

La coleccion del semen de verraco, requiere de un procedimiento totalmente
diferente. Durante el servicio natural, el verraco eyacula, cuando el glande en forma
de espiral se encuentra encerrado dentro del cervix de la cerda. La presion de este
encierro estimula la eyaculacion. Si se utiliza una vagina artificial para colectar el
semen del verraco, debe estar disefiada de tal manera que el pene reciba una presion
adecuada. A medida que el glande sale del prepucio se aplica una presion continua
para estimular la eyaculacion, lo cual puede durar de 10 a 20 minutos. La eyaculacion
se interrumpe si no se obtiene la presion deseada para el estimulo. (Garcia et al.,
1994).



2.2 Evaluacién espermaética

Los espermatozoides de los mamiferos, estan formados basicamente por dos
zonas, con distintas funciones, la cola y la cabeza, la cola se divide en tres
segmentos, que, por orden craneo-caudal se denomina parte principal, intermedia y
caudal (Quintero, 2003).

El ndcleo de la cola, esta formado por un axonema eucariota tipico, con una
estructura radial, de pares de micro-tubulos, la parte intermedia como la principal
contienen una serie de elementos semi-rigidos, cuya funcibn es otorgar
direccionalidad y flexibilidad al movimiento, flagelar; la parte intermedia contiene
también la mitocondrias, cuya funcion es la de generar la energia necesaria para el
movimiento del axonema, todo esto genera que la cola presente un patron de
movimiento rotacional y eliptico, el cual se transmite a la cabeza del espermatozoide
a traves del cuello el movimiento rotacional subsidiario de la cabeza, es el que otorga
la progresividad del movimiento. Como consecuencia de la actividad metabdlica del
espermatozoide, se produce acido lactico que disminuye el pH del medio, esto a su
vez provoca un efecto inhibitorio del metabolismo energético y de la motilidad
(Quintero, 2003).

En la historia cronoldgica relacionada con la adicion de la cafeina al semen se
encontré que en 1949, el Dr.C.Polge en Cambridge, utilizd por primera vez el glicerol,
en 1970, junto a Salomén e lan Wilmut, usan la deposicion de semen congelado a
nivel uterino (cirugia) en 1971, Crabo y Einarsson y et al.,obtienen las primeras
camadas asi como Watson y Holt en 1990, dieron las bases de la crioconservacion y
particularidades del proceso; observaron la limitacion del uso de semen congelado,
debido al proceso de congelacién —descongelaciéon y la limitacion del uso de semen
fresco, debido a muerte de células por shock térmico y la falta de nutrientes al
espermatozoide y el uso de semen refrigerado mantenido a 17 grados con diluyentes
gue lo mantienen hasta 7 dias. (Colenbrander et al., 1993).



2.3 Caracteristicas del eyaculado

La eyaculacién en los cerdos es de larga duracién, de 10-15 minutos. Durante

el proceso, el total del eyaculado se divide en tres fracciones bien determinada.

2.3.1. Fraccion pre-espermatica

Esta constituida por las secreciones de las glandulas accesorias,
principalmente de la préstata, vesiculas seminales y algunos grumos procedentes de
la glandula de Cowper, que comunmente se conocen como tapioca. Esta fraccion es
transparente sin espermatozoides, con alto contenido de bacterias y tiene un volumen

aproximado de 10 ml. Rillo (1982); Colenbrander et al., (citado por Cordova,1993).

2.3.2 Fraccion espermatica

También se le llama fraccion rica en espermatozoides, es de color blanco
lechoso, constituida principalmente de espermatozoides y secreciones de las
vesiculas seminales y de la prostata. Su volumen esta entre 30-40 a 90-100 ml.
dependiendo de factores como: estacién del afio, duracion del dia, temperatura
ambiente, medio ambiente social, nutricion, raza, edad y tamafio de los testiculos.
Rillo (1982); Colenbrander y Kemp (1990), citado por Cérdova, 2006).

2.3.3. Fraccion post-espermaética

A esta fraccion también se le llama fraccion pobre en espermatozoides, esta
constituida por las secreciones de la préstata y glandulas de Cowper (tapioca),
principalmente al final de la fraccion. Es de color blanquecino transparente con
abundantes grumos de tapioca, con volumen de 200 ml o mas. Esta fraccion puede
estar intercalada de fracciones ricas en espermatozoides, sobre todo cuando se

presentan interrupciones en la eyaculacion Rillo (1982); (citado por Cordova, 2006).



2.4 Evaluacién practica del semen

La evaluacion seminal es fundamental y ayuda a evitar problemas de fertilidad
en los verracos, las caracteristicas de volumen del eyaculado, color, concentracion de
espermatozoides (numero/ml), motilidad y morfologia espermética deben ser
analizadas de manera rutinaria y practica, inmediatamente después de la recoleccion
Colenbrander y et al., (1990); (citado por Cérdova |, 2006).

2.4.1 Volumen y color

En una primera valoracion se observan las caracteristicas macroscopicas del
eyaculado. Se mide el volumen utilizando para ello en probetas o bolsas plasticas
graduadas, se observa si el color blanco lechoso es normal o estd mezclado con otros
colores como marrén, rojizo o amarillento y olores anormales, lo cual puede ser
debido a alteraciones patoldgicas del aparato reproductor o a la contaminacion con

orina durante la eyaculacion.

2.4.2 Motilidad o movilidad

Indica la capacidad de movimiento de los espermatozoides, se valora la
motilidad individual. Esta evaluacién es cuantitativa y cualitativa, es decir, se valora el
porcentaje de espermatozoides en movimiento (de 0 al00%) y la calidad se

determina en una escala de 0 a 5, segun el tipo de movimiento:

Inmoviles o muertos.

Girando entre si, sin movimiento progresivo.
Movimientos anormales, en ocasiones progresivo.
Con movimiento progresivo lento y ondulatorio.

Con movimientos progresivo rapido.

a b~ N PO

Con movimiento progresivo rectilineo muy rapido.



Existen otros métodos mas sofisticados para la evaluacién del semen y estan
apoyados en sistemas eléctricos y técnicas fotoeléctricas. En la actualidad, estas
técnicas de valoracion seminal estan conectadas a computadoras y de los cuales se
obtienen varios indicadores del movimiento espermético como: velocidad, tipo de
movimiento, trayectoria recorrida, desplazamiento angular, entre otros. Estas técnicas
son llamadas comunmente como sistemas de analisis espermatico asistido por
computadora, CASA (computer-assisted semen analysis). Sin embargo, estos
sistemas tienen inconvenientes al utilizarlos con los espermatozoides de verraco por
su alta variabilidad en funcion de la temperatura, actividad inhibitoria del plasma

seminal y la concentracion espermatica (Martin, 1982).

2.4.3 Concentracion

Es la determinacion del numero de espermatozoides por unidad de volumen en
el eyaculado. La valoracion de este parametro es fundamental, ya que junto con el
volumen del eyaculado, determinan el nimero de dosis seminales para la .A.. Se
emplean varios métodos, sin embargo, desde el punto de vista practico, la técnica
gue aqui se describe es muy util. La técnica se denomina Recuento Directo, en la
cual se utiliza un hematocitometro (camara de Neubauer) y una pipeta de Thomas
para globulos rojos. La solucién utilizada para la inmovilizacion de los
espermatozoides esta compuesta de citrato de sodio y formol al 3% en diluciones con
el esperma de 1:200 6 1:100. El conteo se realiza directamente en el microscopio
contando los espermatozoides de cinco cuadros grandes del rayado de la cAmara en
ambos lados. Las frecuencias en las eyaculaciones tienen un efecto significante sobre
las caracteristicas del semen, tales como el volumen del eyaculado y la concentracion
de espermatozoides por ml, la produccién diaria de espermatozoides puede ser
estimada mediante la recoleccion del semen de un verraco tres veces por semana
(lunes, miércoles y viernes, por ejemplo) y calculando la produccién de 5y 6 semanas
consecutivas. Un método mas practico es estimando la capacidad de produccion de
espermatozoides mediante una frecuencia intensiva de recoleccion del semen, por
ejemplo cada dos h, seguido por una recoleccion diaria por cuatro dias (Colenbrander
and Kemp, 1990).



2.4.4 Morfologia

La evaluacion morfoldgica de los espermatozoides a través del microscopio se
considerada como una excelente contribucion a la prediccion de la fertilidad de los
verracos. Un eyaculado normal no debe contener mas del 10% de espermatozoides
con alguna anormalidad, lo cual debe ser valorado rutinariamente después de la
recoleccién y antes de preparar las dosis para I.A., para ello se emplean técnicas de
tincion totales que nos permiten observar el aspecto general de los espermatozoides
(Garcia et al., 1994).

La presencia de gotas citoplasmicas se corresponden con gametos que no han
completado el proceso de maduracion espermética en el que hay una perdida del
material citoplasmatico. Estas gotas se clasifican en proximales y distales en relacion
a su proximidad a la cabeza espermatica. Esta alteracion morfolégica es la mas
frecuente de las encontradas (Gadea et al., 1998) y su presencia indica una falta de

adaptacion entre la produccion espermatica y el ritmo de recogida.

La cola en latigo y la cola en ovillo tienen su origen en el transito por el
epididimo (Holt, 1982). La frecuencia de aparicion de estas alteraciones suele ser
reducida, sin embargo tienen una gran importancia funcional, ya que imposibilitan el

movimiento progresivo del espermatozoide.

Se han descrito un gran nimero de alteraciones de la forma y tamafio de la
cabeza, entre las que se encuentran, micro- y macro-cefalia, cabezas redondeadas,
piriformes, etc. El origen de estas malformaciones es tipo primario, es decir de origen
testicular, sin embargo no esta bien aclaradas las causas que llevan a la formacion de

estas alteraciones morfoldgicas. (Martin, 1982).

2.5 Diluyentes

Las peculiares particularidades que presenta el espermatozoide porcino hace
gue sea muy sensible al shock por frio (Pursel et al.,1973a), que produce una
alteracion de la viabilidad espermatica. En concreto la composicion lipidica de sus

membranas parece ser la responsable de esta situacion. Asi, cuando se reduce la
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temperatura, los movimientos laterales de los fosfolipidos que componen la
membrana se ven reducidos y se producen separaciones de fases lipidicas, situaciéon
asociada a alteraciones irreversibles de las proteinas de las membranas. Todo hace
gue se altere la funcionalidad de la membrana espermatica y la viabilidad celular se
vea comprometida (White, 1993). Esta susceptibilidad al choque por frio, supone en la
practica que las muestras seminales deban ser conservadas a 15-20°C, ya que una
reduccion en la temperatura de almacenamiento limita la viabilidad de las muestras

seminales.

La conservacion a estas temperaturas moderadamente reducidas limita la
capacidad de almacenamiento de las muestras. Por una parte, porque no puede
reducirse el metabolismo celular y por otra porque no pueden controlarse las
condiciones microbiologicas con la misma efectividad de temperaturas inferiores
(5°C). (Paulenz et al., 2000).

Por otra lado, el efecto de dilucién lleva a que determinados compuestos
presentes en el plasma seminal estén en muy bajas concentraciones en el semen
diluidos y alteren la viabilidad espermatica, como por ejemplo la reduccion de la
concentracion de K+ (Potasio) (Harrison et al., 1978), o de proteinas plasmaticas.
Estas perdidas deben compensarse con la adecuada formulacion del diluyente, asi
por ejemplo la adicién de albumina sérica bovina (BSA), ya que se ha demostrado
gue esta adicion estimula la motilidad y mejora las tasas de fertilidad del semen

conservado (Waberski et al., 1994a).

2.6 Funciones del diluyente

Para llevar a cabo su mision el diluyente debe aportar los nutrientes necesarios
para el mantenimiento metabdlico de la célula espermatica (con glucosa), la
proteccion frente al shock térmico por frio (BSA), controlar el pH del medio
(Bicarbonato, TRIS, HEPES), la presion osmética (sales NaCl, KCI) y la inhibicion del
desarrollo microbiano (antibiéticos).
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2.6.1 Nutrientes

El espermatozoide tiene capacidad de producir la energia necesaria para mantener
su metabolismo celular y generar el movimiento del flagelo, principalmente a través
de las vias glicoliticas. Estos procesos se desarrollan en las mitocondrias localizadas
en la porcion intermedia del espermatozoide. La fuente de energia mas
frecuentemente utilizada en la composicion de los diluyentes es la glucosa, aunque se
han usado otras (galactosa, fructosa, ribosa o trehalosa) sin que los resultados hayan

superado a la glucosa.

2.6.2 Regulacioén del pH

El pH del semen recién eyaculado se encuentra proximo a 7.4 +0.2, al igual
gue otros fluidos organicos, y cuando se reduce este pH al mismo tiempo se reduce el
metabolismo energético del espermatozoide y su motilidad. EI metabolismo glicolitico
que desarrolla el espermatozoide (con el carbohidrato principal es glucosa) hace que
el pH intracelular disminuya y el metabolismo celular quede reducido. El acido lactico
es el principal metabolito de este proceso y ha sido utilizado como indice de calidad
seminal (Rigau et al., 1996).

La adicion de agentes tamponeadores ayudan, por tanto, a controlar el pH del
medio. Entre los tamponadores mas simples se encuentran el bicarbonato y el citrato
(sodico) que presentan una capacidad de tamponar limitada, mientras que otros
tamponadores mas complejos (TES, HEPES, MOPS, TRIS) pueden regular el pH en

un rango mas amplio y no son dependientes de la temperatura (MOPS y HEPES).

El pH de los diluyentes normalmente utilizados oscila entre 6.8 y 7.2 pero se
debe de tener en consideracion que el pH de estos medios no se estabiliza hasta
pasado unos 60-90 minutos del inicio de la dilucion en agua y que los distintos
diluyentes presentan un diferente patron de cambio de su pH a lo largo del tiempo
(Newth y Levis, 1999). Por lo que se han de tomar las medidas oportunas en el
proceso de preparacion de los diluyentes antes de su uso, para evitar problemas en el

proceso de conservacion.
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2.6.3 Presion osmotica

El espermatozoide porcino presenta una presion osmoética de 290-300 mOsm,
y es capaz de tolerar un rango de presiones osmoticas bastante amplio (240-380
mOsM). Diversos estudios han evaluado la tolerancia a diversas presiones osmoticas,
llegando a la conclusién que ni la motilidad ni la viabilidad espermética se ve afectada
por la presion osmatica en rangos comprendidos entre 250 y 290 mOsm (Fraser et
al., 2001), mientras que cuando se reduce por debajo de 200 mOsm se detecta una

reduccion significativa de la motilidad (Gilmore et al., 1996, Fraser et al., 2001).

En cualquier caso, los diluyentes isotonicos (300 mOsm) o ligeramente
hiperténicos son los que mejores resultados han dado en condiciones de utilizacién
comercial. Para regular la presibn osmotica se utiliza principalmente sales de iones

inorganicos como el cloruro sédico y potasico.

2.7 Tipos de diluyentes

A nivel practico en las condiciones actuales de produccién los diluyentes se
han clasificado en dos grandes grupos, los que tienen como objetivo la conservaciéon
a corto plazo (menos de 1-3 dias), o aquellos que tienen por objetivo la conservacion
a largo plazo (méas de 4 dias) (Tabla 1). Los primeros se utilizan principalmente en
estructuras de distribucién de las dosis seminales a corta distancia (propias de los
sistemas europeos, donde la produccion de dosis seminales en la misma granja es
frecuente) mientras que los de largo plazo son propios de estructuras como las
presentes en los USA o Noruega donde las distancia entre el lugar de produccion

seminal y el lugar donde va a ser utilizado es grande.

Las ventajas que aportan los diluyentes de larga duracion son la posibilidad de
transporte a largas distancias, permiten realizar pruebas diagndsticas sobre el semen
antes de ser utilizadas, como pruebas mediante técnicas PCR (Polymerase Chain
Reaction) para detectar la presencia de diversos virus o analisis completos de la

calidad seminal, permite una mejor organizacion de las tareas en los centros de
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recogida seminal y facilita en gran medida la distribucion de las muestras a las

granjas de reproduccion.

Los primeros diluyentes rusos estaban basados en soluciones de glucosa con
tartrato de sodio o potasio o sulfato sodico y peptonas, manteniendo en cualquier
caso bajos niveles de electrolitos. Posteriormente en la década de los 50, se produjo
el desarrollo de los diluyentes para el ganado bovino, basados en yema de huevo con
fosfato o citrato y leche, y se hicieron algunas adaptaciones para conservar semen
porcino. De entre todos, cabe destacar la adaptacion del diluyente lllinois Variable
Temperature que se utilizaba para la conservacion de semen en el ganado vacuno a
temperatura ambiente. Este IVT medio esta basado en una solucion de glucosa,
citrato, bicarbonato y yema de huevo, pero necesitaba ser gaseado con CO2 para

reducir la actividad metabdlica

En la década de los 60, se produce una gran innovacion consistente en la
adicion de un agente quelante (EDTA), que permitiria bloquear la accion del calcio
como mediador de los procesos de capacitacion y reaccién acrosémica. Es cuando
aparece el diluyente Kiev, que posteriormente ha sido modificado y recibido otras
denominaciones (EDTA, Merck I, Plisko, Guelph). Este medio Kiev permiti6 una
amplia difusion de la IA porcina y todavia sigue utilizdndose con éxito en nuestros
dias. (Gadea y et al 2004).

Tabla 1. Diluyentes agrupados por la duracion

Corta duracion (1-3 dias) Larga duracion (mas de 4 dias)
Beltsville Liquid (BL-1) Acromax®
Beltsville Thawing Solution (BTS) Androhep®
Illinois Variable Temperature (IVT) Modena
Kiev MR-A®
Vital® MULBERRY IllI®
Reading
X-Cell®
Zorlesco
Zorpva

Fuente: Gadea, et al 2004.
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A nivel mundial existen varios tipos de diluyentes y numerosos métodos de dilucion,

sin embargo, algunos principios basicos permiten clasificarlos en varias categorias.

2.7.1 Diluyente base (Beltsville Thawing Solution): formula BTS.

Formula ideada por el Dr. V.G. Pursel en Estados Unidos, constituye una formula
de base que, si bien actualmente ha quedado un poco antigua, nos permite explicar el

papel de un diluyente a través de sus componentes:

a) Glucosa: aporta la energia indispensable para la supervivencia del
espermatozoide.

b) Citrato de sodio, bicarbonato de sodio y cloruro de potasio: aporte mineral
para garantizar el equilibrio fisico-quimico (pH, equilibrio i6nico).

c) EDTA: anticoagulante que permite evitar la aglutinacion y la precipitacion de
los espermatozoides en el diluyente.

d) Antimicrobiano: garantiza que no proliferen las bacterias durante la

conservacion.
2.7.2 Diluyentes para una conservacion de corta duracion.

Del tipo de la féormula BTS pero con variantes, se utilizan generalmente para

conservaciones no superiores a 48 h con semen refrigerado.

2.7.3 Diluyentes modernos para una conservacion de larga duracién.

Son diluyentes complejos que permiten conservaciones de 5 a 6 dias con ciertas

exigencias particulares relacionadas con:

1. Lafraccién a recoger: en general la fraccion rica.

2. Un tipo de dilucion de 1/10 a 1/15 con agua destilada.

3. Un control muy elevado de la contaminacion bacteriana con un antimicrobiano
no espermicida.

4. Una refrigeracion progresiva por etapas para alcanzar 15-17°C con una

variacion minima de temperatura.
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2.8 La Cafeina

Asi mismo la cafeina es un alcaloide del grupo de las xantinas (a la que también
pertenecen la teofilina del té, la teobromina del chocolate, la guaranina del guarana, la
mateina del mate y también la kola y el yopo) cuyo consumo tiene efectos
estimulantes sobre el sistema nervioso autbnomo (estimula el estado de vigilia y la
resistencia al cansancio) y sobre el corazén (provoca vasodilatacion). En humanos
resulta muy atil para el tratamiento de ciertos tipos de cefaleas, asma bronquial y
célicos de la vesicula biliar, pero su abuso produce arritmia cardiaca, insomnio y dolor
de cabeza. No se considera una droga en sentido legal, ni tampoco una sustancia
psicotrépica, pero si produce un sindrome de abstinencia y posee una actividad unas
diez veces menor que la cocaina aunque no funciona a nivel bioquimico sobre los
mismos receptores que ésta. Es un ingrediente principal o accesorio de numerosos

medicamentos, y su tolerancia es muy alta y se establece muy rapidamente.

La cafeina se encuentra principalmente en los frutos de la planta de café, en la
planta de té, en la hierba mate, y en las bayas de guarana. En pequefas cantidades
se puede encontrar en el cacao y en la nuez de kola. En general, la cafeina se
encuentra en las semillas, hojas, y frutos de mas de 60 plantas, en las que actla
como un pesticida natural que paraliza y mata ciertas clases de insectos cuando se

alimentan de éstas.

La cafeina es un estimulante del sistema nervioso autbnomo que puede quitar la
somnolencia y restaurar el nivel de alerta. Las bebidas que contienen cafeina, como
el café, té, refrescos de cola y bebidas energéticas tienen una gran popularidad: la
cafeina es la sustancia psicoactiva mas ampliamente consumida en el mundo. En
Norteameérica, el 90% de los adultos consumen cafeina todos los dias. (Wilmore et al;
2007)
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Fig.1 Esquema molecular de la cafeina (se omiten algunos a&tomos de carbono y de

hidrégeno)

La cafeina es un alcaloide de la familia metilxantina, que también incluye los
compuestos teofilina y teobromina, con estructura quimica similar. En estado puro es
un polvo blanco muy amargo. Fue descubierta en 1819 por Ruge y descrita en 1821
por Pelletier y Robiquet.

Su formula quimica es CgHioN4O2, su nombre sistemético es 1, 3, 7-
trimetilxantina o 3,7-dihidro-1,3, 7-trimetil-1H-purina-2,6-diona y su estructura puede

verse en la figura 1.

En un estudio realizado con cafeina adicionada en el reconstituyente de semen
congelado bovino (pellets), no resulté efectiva (Wilde et al., 1989; 1990).En tanto que
su utilizacién en los diluyentes previo a la criopreservacion dio resultados positivos
con el agregado de 10 mM, no asi con 6 mM (Wilde et al., 1996; de la Vega et al.,
1997).

Cuando se afiadio cafeina 6 pentoxifilina al semen a 2.5, 5, 6 10 mM, no se vio
efecto significativo en la movilidad de los espermas del pavo, sin importar si estos
componentes habian sido afiadidos a semen no almacenado, estuvieron presentes
durante 6 h de almacenamiento, o si habian sido afiadidos después del periodo de 6
h de almacenamiento. Estos estudios demuestran que la movilidad de los espermas y
capacidad de fertilizacion de semen de pavos criados en grupo disminuye con el
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almacenamiento, y que la adicion de cafeina o pentoxifilina ya sea durante o después

del almacenamiento, no afecta la movilidad de los espermas. (Parkhurst et al., 2000).

Teniendo en cuenta que en el espermatozoide porcino, se requiere la
presencia de acrosoma intacto, luego de la capacitacion para completar el proceso
de fertilizacion, la cafeina podria ser utilizada, como agente capacitante, solo a bajas
concentraciones, considerando al bicarbonato 40 mili Moles (mM) y a la adenosina
10 mM, como inductores 6ptimos de la capacitacion, se sugiere la utilizacion de la
adenosina, 10 mM, para optimizar la capacitacion en el espermatozoide porcino
crioconservado. (Breininger et al.,2003).

Rillo et al. citado por Herrera (2000) determinaron una serie de parametros a
partir de los cuales no recomiendan el uso de dosis seminales diluidas y conservadas
(cuadro 1).

Cuadrol.Parametros establecidos para no usar dosis seminales conservadas

Parametro 24 hrs.de 48 hrs.de 72 hrs. de
conservacion conservacion conservacion
Mot.sin cafeina -10% -10% 0
Mot.con cafeina 20% -10% 0
Acrosomas normales -30% -30% -30%
Colas anormales >40% >40% >40%

Gota citoplasmética

Proximal >50% >50% >50%

Gota citoplasmaética

Distal >80% >80% >80%

Fuente: Rillo et al., citado por Herrera (2000)

Asi mismo, Wilde et al. (2004) obtuvieron los siguientes resultados, probando
el efecto de la adicion de la cafeina y lactato sobre la motilidad del semen equino

diluido en leche descremada —glucosa.

18



2.9 Adicién de lactato y cafeina al momento de la dilucion.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 2. Existe una marcada
diferencia, estadisticamente significativa, entre las formulaciones conteniendo lactato
y cafeina respecto a la muestra extendida con Diluyente Base (DB) solo, induciendo
éstas movimientos espermaticos mas vigorosos desde el inicio de la dilucién. Este

levantamiento de la motilidad se prolonga significativamente en el tiempo.

B0 -
70 o
—— 11
G0 - R
& 50 o —— T3
E 40 -
E 30 -
210 -
10 =
I:I | L | L | L | L
0 24 48 T2 ai

Tiem po (h)

Figura 2.- Porcentaje de espermatozoides moviles en semen equin

almacenado a 5°C lactato y cafeina incorporados al moment:
de la dilucion.

Fuente: Wilde, O.R., et al 2004.
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2.10 Adicién de lactato y cafeina a las 48 h y posterior conservacion a
5°C

El semen diluido en DB (T1) presentd en el experimento de Wilde; et al, al
inicio del almacenamiento a 5°C, entre un 60 y un 70% de espermatozoides moviles
para los tres padrillos en estudio. A las 48 h el porcentaje de espermatozoides
moviles habia decaido aproximadamente al 30% con pérdida manifiesta del vigor. La
adicion, tanto de lactato (T4) como de cafeina (T5) produjo en este punto una notable
recuperacion del numero de espermatozoides en movimiento con una elevada
proporcién de espermatozoides moviéndose vigorosamente. En la Figura 3. Se
pueden observar las curvas desde el momento de la dilucion. Existen diferencias

significativas a favor de las muestras con cafeina.

70
60 —p— T

—-—T4
—a—T5

= 50
40
30
20
10
0

Motilidad (%

0 24 48 48 72 96
Tiempo (h)

Figura 3. Porcentaje de espermatozoides moviles en semen equino

almacenado a 5°C lactato y cafeina incorporados luego de 48
en heladera.

Fuente: Wilde, O.R., et al 2004.
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2.11 Adicion de lactato y cafeina a las 48 h. y posterior cultivo a 37°C.

Siguiendo con lo registrado por Wilde.,et al (2004) los resultados se presentan
en la Figura 4. Cuando a las 48 h se incubaron alicuotas de 2 ml de semen a 37°C,
con o sin lactato o cafeina adicionados, los espermatozoides acondicionados en DB
presentaban, a los 30 minutos de incubacién, un pobre porcentaje de
espermatozoides moviles (5%), para decaer aun mas durante los 30 minutos
siguientes. Se registraron diferencias significativas con el testigo, en tanto que entre

los aditivos estudiados fue superior significativamente la cafeina (P<0.01).

60 ——T1
50 ——T4

\ —A—T5
A

I
=

Mg
(-]

Motilidad (%)
Cad
(]

—_—
o O

0 30 60 120

Tiempo (min)

Figura 4. Porcentaje de espermatozoides moviles en semen equin
cultivado a 37°C previo almacenaje de 48 h a 5°C con lactato

cafeina incorporados luego de este periodo.

Fuente: Wilde, O.R., et al 2004.
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Comparando los tratamientos en base al momento de la incorporacion de los aditivos
(T2 vs. T4y T3 vs. T5),Wilde., et al (2004) obtuvieron los resultados observados en
los cuadros 2 y 3, no se registraron diferencias estadisticamente significativas, salvo
en el caso del diluyente con cafeina a las 72 y 96 h de almacenaje, en el primer caso

a favor del T3y en el segundo del T5.

Cuadro 2. Motilidad en las muestras adicionadas con Lactato.

Tratamiento 48 72 96
____________________ 0= mmmmmmmmm e
T2 45ns 25ns 10ns
T4 49ns 21ns 10ns

1T2: DB con Lactato, incorporado al momento de la dilucién. T4: DB
con Lactato, incorporado a las 48 h. de almacenaje a 5°C. ns:

Diferencias no significativas entre tratamientos en un mismo tiempo

Cuadro 3. Motilidad en las muestras adicionadas con Cafeina.
Tiempo (h)
Tratamiento
48 72 96
____________________ A
T3 47ns 35* 10*
T5 49ns 25* 15*

1T3: DB con Cafeina, incorporado al momento de la dilucion. TE
DB con Lactato, incorporado a las 48 h de almacenaje a 5°C. -
Diferencias estadisticas entre tratamientos (P<0,01). ns: Diferencia

no significativas entre tratamientos.

Fuente: Wilde, O.R., et al 2004.
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Valdebenito (2007) estudio el efecto de la cafeina en la motilidad y fertilidad
espermatica en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se encontré que la densidad
espermatica obtenida en el pool de semen fue de 12,7 + 1,6 x 10° espermatozoides
por ml. El menor tiempo de motilidad se registré con la solucion control (80,8 + 12,5s)
y el mayor valor (165,0 £+ 18,8s) en el tratamiento de 10mM de cafeina, observandose
un descenso del tiempo de motilidad con el tratamiento de 20mM (Fig. 5). Las
diferencias fueron significativas entre el control y los tratamientos 2, 3 y 4. Se

determin6 ademas, diferencias significativas entre los tratamiento 1-3 y 2-3.

El espermatozoide de salmoénidos se caracteriza por estar inmévil en el fluido
seminal y s6lo al tomar contacto con el agua y el Ca™ (Calcio) que contiene, se activa
su motilidad so6lo por aproximadamente 30 seg., esto ha motivado el uso de
soluciones activadoras que prolongan la motilidad esperméatica y ademas, mejoran su
fertilidad protegiendo la célula de un choque osmatico y mejorando su capacidad de
generacion de energia. Los resultados obtenidos en esta investigacion, demuestran la
capacidad de la cafeina de prolongar la motilidad espermatica en truchas, ya que los
valores de actividad registrados son muy superiores a los informados por la literatura
para salmonidos. Valdebenito (2007) sefiala que la motilidad del espermatozoide de
salménidos puede ser intensificada y prolongada agregando cafeina en el diluyente
esperméatico (Fig. 6). Este efecto se debe a que la cafeina inhibe a la enzima
fosfodiesterasa permitiendo la acumulacién de nucleétidos ciclicos, especialmente del

AMPc intracelular, provocando un aumento de la actividad flagelar.
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Fig. 5: Valores (promedios + Desviacidon estandar) de la motilidad (s) del
espermatozoide de trucha arcoiris, obtenidos con diferentes

concentraciones de cafeina.

Fuente: Valdebenito, N.I. 2007
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Fig. 6: Valores (promedios + Desviacion estandar) de la fertilidad (%) del
espermatozoide de trucha arcoiris, obtenidos con diferentes

concentraciones de cafeina.

Fuente: Valdebenito, N.I. 2007
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La adicion de cafeina durante la fertilizacion, mejoré significativamente la
duracién de la motilidad, pero no la fertilidad del semen, criopreservado de trucha
arcoiris activado con soluciones que contenian metilxantinas, usualmente
incrementaron la motilidad y fertilidad, pero no significativamente con respecto a dosis
de 5mM de teofilinas evitan la reduccién de la motilidad espermatica en esturiones

hasta cinco minutos después de la activacién (Valdebenito, 2007).

El incremento significativo de la motilidad espermatica que produce la cafeina
debiera reflejarse en un incremento de la fertilidad para justificar su incorporacion en
los activadores espermaticos de salmonidos, por lo que se deben realizar nuevas

investigaciones que lo confirmen.

La cafeina a una concentracion de 10mM en el medio isoténico de fertilizacion
de ovas de trucha arcoiris, permite incrementar significativamente la motilidad

espermatica en trucha arcoiris (Fig.6).

Levis, (1990).Investigé la adicion de cafeina al semen de cerdo y encontré que
al envejecer los espermatozoides, los tratamientos con cafeina hicieron que

aumentara su motilidad (Tabla 2).

Tabla 2. Motilidad de células con o sin adicién de cafeina (diluyente BTS)

Edad del semen en Sin cafeina Con cafeina Diferencia
dias
la?2 64% 78% +14
3a4 53% 72% +19
5a6 37% 62% + 25
7a8 23% 48% + 25

Fuente: Levis, D.G. 1990.

Boar Semen preservation Il, Reproduction in Domestic Animals, Supl.1:369, 373,
1990.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion

El presente trabajo se realizé en la Granja Porcina “Las Palmas” localizada en el
camino a Carrizalejo sin niumero en el Municipio de Zuazua N.L. También en la
Granja Porcina y Laboratorio de Reproduccién Animal de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Autdbnoma de Nuevo Leodn, los cuales se encuentran en el Km.17.5
de la carretera Estatal Zuazua-Marin, en Marin, N.L. El trabajo de campo se realiz6
en el periodo de un afio, de abril del 2007 a abril del 2008.

3.2 Sementales

Se utilizaron tres cerdos, uno de la raza Hampshire (No.1) de 12 meses de
edad proveniente de la Granja Porcina de la FAUANL y otros dos, el TIC 4 (No.2) y
Tempo, Tepic (No.3) de la Granja “Las Palmas”, de 13 y 18 meses de edad,

respectivamente.

Los sementales; se prepararon, revisando el manejo de los animales, su
estado de salud y conformacion, ademas fueron entrenados para realizar las montas
en un potro de montas, el cual fue impregnado con orina de hembra en celo, se

observo la libido de cada uno de los machos durante mas de 16 semanas.

La extraccion del semen fue por el método de monta artificial y la técnica de la
mano enguantada. Las muestras de semen se recolectaron en termos con bolsa de
plastico y fueron llevadas al laboratorio para su evaluacion y se mantuvieron a una

temperatura de 37.5° C.
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3.3 Aprendizaje y manejo de los sementales

El aprendizaje de los verracos se inicié desde la entrada de los animales en
cuarentena (primer semana). El contacto de los verracos con el maniqui fue
supervisado por la persona habitualmente encargada de la granja y en el mismo
corral donde se alojo6 el verraco, para no distraer su atencion con un nuevo local. Para
la monta de los verracos se utiliz6 un maniqui simple, muy bajo y cubierto con fuerte
olor de esperma de verraco u orina de cerdas en celo. Se dej6 que el verraco
interactuara con el maniqui, bajo la estricta vigilancia del encargado. El verraco se
coloc6 en el eje del maniqui, y se facilitd asi la monta, volviéndose a realizar la
operacion varias veces, hasta que funcion6 ya que esto no fue a la primera vez.
Cada intento de monta dur6 de 15 a 30 min. Los verracos se acostumbraron a tener
contacto con el maniqui y la mano del encargado de la granja. Para conservar el
aprendizaje, se realizd una recoleccién cada semana o cada 15 dias hasta el primer

control microscopico o primer espermiograma.

3.4 Técnicade la mano enguantada

La coleccion del semen se hizo con la técnica de la mano enguantada, se
agarro y estimul6  manualmente el pene del cerdo, se utiliz6 guante estéril para dicho
procedimiento, cuando se iniciaba la eyaculacion, los primeros chorros, limpiaban la

uretra 'y no se recolectaba.

Se dejo libre un espacio del pene al inicio para evitar, el escurrimiento del
eyaculado sobre el guante. Se hizo presién fuerte y suficiente para la aprehension
del pene para que no se soltara, se di6 estimulo manual al pene pero nunca se
traccion6 para no causar irritacion al mismo, se recolectaron las 4 fases del

eyaculado.
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a.) La primera secrecion uretral: estas secreciones son los primeros chorros y no
hay células espermaticas, solo sirve para limpiar el &rea prepucial.

b.) Secrecién con semen: de aspecto blanco lechoso, con 70% de las células
espermaticas del total del volumen eyaculado.

c.) Secrecion pobre en semen: de aspecto claro acuoso, contiene menor
cantidad de espermatozoos y puede ser observada alternando con la fase
rica en semen.

d.) Secrecion gelatinosa: generalmente hacia el final de la eyaculacién. El gel

debe descartarse.

La recoleccion tuvo una duracién por semental entre 10 y 20 minutos, siendo
su término cuando el pene era retraido. Se descartd la porcion superior desprendida
con el filtro que contiene la secrecion gelatinosa, después de recolectar el eyaculado
se llevd inmediatamente al laboratorio para su evaluacion y dilucién. Durante la
evaluacion y hasta la dilucion el eyaculado se mantuvo a una temperatura constante
de 37.5° C.

Después del adiestramiento que duré 3 a 4 meses, a los sementales se les

hizo una extraccion de semen por semana, durante el transcurso de un afo.

3.5 Técnicas de laboratorio

Primeramente se hizo la preparacion del diluyente para el eyaculado, se
disolvié la muestra del diluyente comercial para cerdo, Beltsville Thawing Solution

(BTS) en agua bidestilada y posteriormente se mantuvo a 37.5° C.

Para la evaluacion macroscépica del semen se tomé en cuenta: volumen, color
y pH. Para evaluar microscépicamente se consideraron los siguientes parametros:
motilidad, morfologia, y concentracion espermatica. Estas variables espermaticas solo

fueron consideradas para evaluar la fertilidad del semental.

Se tomaron tres alicuotas de 50 ml cada una, con muestras de semen y
diluyente BTS, las cuales quedaron de la siguiente manera, con cafeina (10 mM),

adicion de cafeina (10 mM) a las 48 horas y sin cafeina, fueron colocados en una
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heladera a 17° C y evaluados en su motilidad con doble repeticion, esta evaluacion
fue hecha en los siguientes tiempos 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 h.

3.6 Diseflo experimental
Se utiliz6 el programa SPSS version 12.0 con un Disefio de arreglo factorial de

3 por 3 con dos repeticiones, donde la variable a medir fue la motilidad de las células

espermaticas.
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IV. RESULTADOS

El andlisis de varianza para motilidad de las células esperméticas a las 12 h
no mostré diferencia significativa (P>0.05) entre los tratamientos (Cuadro 6 ver
anexo). Sin embargo, a las 24 h se encontré diferencias significativas (P<0.05) entre
los tratamientos de cafeina y entre los sementales (Cuadro 9 ver anexo). La
comparacién de medias mostré que el tratamiento con cafeina tuvo una mayor
motilidad comparado con el testigo. En cuanto a los sementales, el semental TIC 4
(No 2) fue superior al Hampshire (No.1) y no tuvo diferencias significativas con el
Tempo, Tepic (No 3) (P > 0.05).

En los resultados a las 36 h se mantuvieron las tendencias obtenidas a las 24
h, el analisis de varianza mostro diferencias significativas para los tratamientos
(P = 0.001) y los sementales (P = 0.032) (Cuadro 10 ver anexo). El tratamiento del
semen con cafeina se mantuvo con mayor motilidad, comparado con el tratamiento
sin cafeina (Cuadroll ver anexo). En cuanto a los sementales, también se mantuvo
la misma tendencia, el semental (No.2) tuvo una mayor motilidad, aunque no fue

diferente significativamente del semental (No.3) (Cuadro 12 ver anexo).

Los resultados obtenidos a las 48 h también mostraron diferencias
significativas entre tratamientos y sementales (Cuadro 13 ver anexo). En el analisis
de la comparacién de medias de los tratamientos de cafeina ya se incluye el
tratamiento aplicado a las 48 h, en este andlisis se encontré que la aplicacion de
cafeina al inicio 0 h tuvo una mayor motilidad de semen comparado con la aplicacion
a las 48 h y el testigo (Cuadro 14 ver anexo). En cuanto a la comparacion de medias
de los sementales, se mantuvieron las mismas tendencias, la mayor motilidad se

encontr6 en el semental (No.2) (Cuadro 15 ver anexo).

En el andlisis de varianza de la motilidad del semen a las 60 h también se
encontro diferencias significativas entre tratamientos de cafeina y sementales
(Cuadro 16 ver anexo). En el Cuadro 17 se puede observar que los tratamientos de
aplicacion de cafeina alas 0 h y a las 48 h, no tuvieron diferencias significativas, sin
embargo, hay una gran recuperacion de la motilidad en el tratamiento de aplicacion
de cafeina a las 48 h (Cuadros 14 y 17 ver anexo). El tratamiento con la menor
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motilidad fue el testigo. En cuanto a la motilidad del semen de los sementales,

mantuvieron la misma tendencia, el semental (No. 2) tuvo la mayor motilidad.

Los resultados del estudio de la variabilidad del semen a las 72 h tuvieron las
mismas tendencias de los analisis anteriores. El analisis de varianza mostro
diferencias significativas para los tratamientos de cafeina y para los sementales
(Cuadro 19 ver anexo). En cuanto a la diferencia entre los tratamientos de cafeina,
sobresali el tratamiento a las 48 h comparado con el tratamiento de cafeina a las 0
h, este resultado indica que una aplicacién de cafeina incrementa considerablemente
la motilidad en las horas siguientes a la aplicacion y posteriormente el incremento se
mantiene. El tratamiento con menor motilidad fue el testigo (Cuadro 20 ver anexo).
Los sementales tuvieron el mismo comportamiento en cuanto a la motilidad del
semen que en las horas anteriores. La mayor motilidad se observé en el semental

(No. 2) (Cuadro 21 ver anexo).

El analisis de varianza para la motilidad del semen a las 84 h también mostro
diferencias significativas entre los tratamientos y los sementales (Cuadro 22 ver
anexo). El tratamiento de aplicacion de cafeina a las 48 h. tuvo una mayor motilidad,
seguido del tratamiento de aplicacion de cafeina a las 0 h y finalmente, con la menor
motilidad el testigo (Cuadro 23 ver anexo). En cuanto a la comparacion de
sementales, se mantienen las tendencias de los analisis anteriores, el semental (No

2) resulté con la mayor motilidad (Cuadro 24 ver anexo).

Los resultados de los andlisis de motilidad a los 96 h tuvieron semejantes
tendencias a los resultados anteriores. El andlisis de varianza presentd diferencias
significativas para los tratamientos y los sementales (Cuadro 25 ver anexo). En
cuanto a la diferencia de los tratamientos de cafeina a las 0 h y las 48 h, no se
encontré diferencia entre ellos, sin embargo, el testigo mostré una menor motilidad
(Cuadro 26 ver anexo). La diferencia entre los sementales siguié con la misma
tendencia, el semental (No. 2) obtuvo la mayor motilidad (Cuadro 27 ver anexo). Los

resultados y sus tendencias se pueden observar en los cuadros 4 y 5y en la figura 7

y 8.
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Tratamiento

Con Cafeina

Adicion de Cafeina las 48 h

Sin Cafeina

Tiempo de medicion (h)

24 36 48 60 72 84 96
55.7a 52.2a 49.0a 46.7 a 41.2b 356b 326a
43.8b 504 a 47.4 a 438 a 39.2a
495bh 43.4b 40.7b 36.3b 336¢ 26.9c 24.3b
0.014 0.001 0.024 0.000 0.000 0.000 0.001

Cuadro 4: Comparacién de medias en motilidad (%) de las células espermaticas del

cerdo de acuerdo al tratamiento y hora de exposicion a la cafeina.
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Figura 7. Comparacién de medias de motilidad (%) de células espermaticas del cerdo,

segun tratamiento y a diferentes tiempos.
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Tratamiento

Hampshire
(Semental No. 1)

TIC4
(Semental No. 2)

Tempo, Tepic
(Semental No. 3)

P

Tiempo de medicion (h)

24 36 48 60 72 84 96
48.8 b 43.7b 40.3b 415b 394D 336b 27.2b
56.4 a 518a 50.2 a 49.2 a 46.2 a 439 a 419 a
52.6 ab 47.9 ab 43.1b 42.7b 36.6 b 28.7b 27.0b
0.033 0.032 0.004 0.010 0.005 0.000 0.000

Cuadro 5. Comparacién de medias en motilidad (%) de las células espermaticas del

cerdo de acuerdo al semental y hora de exposicion a la cafeina.
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Figura 8. Comparacion de sementales de acuerdo al tratamiento y hora de exposicion

a la cafeina.
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Las tendencias de los resultados de la aplicacion de cafeina se muestran en la Figura
9y 10.
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0 12 24 36 48 60 72 84 96

Horas de mediciéon

Figura 9. Motilidad (%) de los espermatozoides de acuerdo al tratamiento de cafeina
(T1=Con cafeina desde las 0 h T2=Con cafeina aplicada alas 48 h y
T3=Testigo) en funcion del tiempo.
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Figura 10. Motilidad espermatica del semen de los tres sementales (S1, S2, S3) en

funcion del tiempo.
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V. DISCUSION

La motilidad de los espermatozoides es evaluada debido a que esta
correlacionada con la fertilidad, cuando la motilidad es menor al 60%, el semen
debera rechazarse debido a que la fertiidad se ve afectada. Los tratamientos de
aplicacion de cafeina al semen incrementaron notoriamente la motilidad del mismo;
este resultado se observé en el tratamiento a las 0 h y a las 48 h Ademas, se
observod que el efecto de la cafeina sobre la motilidad del semen permanece hasta
los 96 h que duro el estudio. Este resultado coincide con lo reportado por Reed y
Curnock (1990), quienes evaluaron tres diluyentes para la conservacion de semen de
cerdo con y sin adicion de cafeina; los resultados mostraron un incremento
significativo en motilidad del semen en los tres diluyentes con la adicién de cafeina,
permaneciendo las diferencias en motilidad en todos los periodos estudiados, como

ocurrio en el presente estudio.

Este efecto se debe a que la cafeina inhibe a la enzima fosfodiesterasa
permitiendo la acumulacion de nucleodtidos ciclicos, especialmente del AMPc
(Adenosin monofosfato ciclico) intracelular, provocando un aumento de la actividad
flagelar (Aitken et al., 1983; Morisawa, 1994).

En cuanto a la diferencia en motilidad espermatica de los sementales, se
encontré que el semental No. 2, tuvo una mayor motilidad del semen en todos los
periodos de tiempo analizados(figura 8), indicando que existe variabilidad entre los
sementales. Este resultado es similar al reportado por Roca et al (2006), quienes
estudiaron diferentes factores que influyen en la supervivencia del semen después de
congelado y descongelado; el estudio reporté que el factor que mas influy6é en la
supervivencia fue el de semental. En observaciones con adicion de cafeina como
reconstituyente otros autores (Wilde et al., 1989; 1990) encontraron que al agregar
cafeina al reconstituyente del semen congelado en bovinos, no funciond. Haciendo
comparacion con este trabajo de investigacion en donde al semen de cerdo, se le
agregaron 10mM de cafeina al diluyente, en refrigeracion a 17° C., con
observaciones a diferentes tiempos, se coincidié con la utilizacion de 10 Mm. Al

igual que en trabajos con semen de pavos (Parkhurst, et al., 2000). Encontrando que
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la cantidad utilizada de cafeina es la apropiada y coincide con Breininger et al 2003
donde sugieren la utilizaciéon de pequefias cantidades de cafeina para que funcione

como agente capacitante.

En cuanto a la temperatura adecuada para la preservacion de semen de cerdo
a 17 °C, se tomaron en cuenta las caracteristicas del mismo a la resistencia al
congelado, no coincidiendo con la utilizada para las demas especies. Tal es el caso
de Wilde, et al (2004), quienes probaron el efecto de la adicién de la cafeina y lactato
sobre la motilidad del semen equino diluido en leche descremada —glucosa. En la
utilizaciéon de cafeina y lactato de sodio agregados al momento de la dilucién,
posterior a las 48 h y mantenido a 5°C. y posterior a las 48 h y posterior cultivo a
37°C. encontrandose diferencia significativa entre tratamientos con adicion de

cafeina.

Se encontr6 concordancia de este trabajo de investigacion, con trabajos
realizados (Tabla 2.) con Levis (1990). En cuanto a la adicion de 10 mM, a las 48 h
obteniéndose diferencias significativas en cuanto los demas tratamientos, sin adicion

de cafeina y con cafeina al inicio de la dilucién.
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VI. CONCLUSIONES

Se encontré diferencia significativa en la motilidad del semen entre los
tratamientos de cafeina y entre los sementales, también se observé diferente

motilidad a través del tiempo (12 a 96 h).

Los resultados mostraron que no hubo interaccion entre sementales y tratamientos,
por lo que las diferencias entre los tratamientos de cafeina son independientes de la
motilidad del semen presentada en cada semental; es decir que la motilidad del
semen se incrementa con la adicibn de cafeina en sementales con alta o baja
motilidad del semen. La cafeina es un estimulador y capacitador de las células

espermaticas.

VIl. RECOMENDACIONES

Por lo tanto se asume que:

1. La cafeina adicionada en cantidades adecuadas ( 10 mM ) al diluyente,
tratandose de la especie porcina es tolerada perfectamente por las células
espermaticas.

2. La duracién de vida de las células con adicién de cafeina, puede ser utilizada
para la realizacion de inseminaciones artificiales en hembras porcinas dada su
caracteristica poliestral. Adicionando la cafeina, después de las 48 h.

3. Los efectos de la cafeina son variados en la especie porcina.
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ANEXOS

Cuadro 6. Andlisis de varianza para la motilidad del semen a las 12 h.

FV SC GL CM F Sig.
Tratamientos (T) | 160.794 1 160.794 2.983 .094
Semental (S) 192.465 2 96.232 1.786 185
T*S 51.960 2 25.980 482 622
Error 1616.887 | 30 53.896

Total 2051595 | 35

Cuadro 7. Andlisis de varianza para la motilidad del semen a las 24 h.

FV SC GL CM F Sig.
Tratamientos (T) | 336.093 1 336.093 6.819 .014
Semental (S) 379.390 2 189.695 3.849 .033
T*S 60.869 2 30.435 617 .546
Error 1478.686 30 49.290

Total 2300.070 35

Cuadro 8. Comparacién de medias de la motilidad de Los espermatozoides

después de 24 h de tratamiento con cafeina.

Trata Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L.S.

Con cafeina 55.708 a | 1.670 52.297 59.120

Sin Cafeina 49.539b | 1.670 46.128 52.951




Cuadro 9. Comparacién de medias de sementales en la motilidad del semen a

las 24 h.
Semental Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L. S.
No.1 48.807 b 1.876 44.975 52.639
No. 2 56.465a | 2.027 52.326 60.604
No. 3 52.600 ab | 2.220 48.066 57.134

Cuadro 10. Analisis de varianza para la motilidad del semen a las 36 h.

FV SC GL CM F Sig.
Tratamientos (T) | 701.914 701.914 12.696 .001
Semental (S) 429.103 2 214.551 3.881 .032
T*S 77.688 2 38.844 .703 .503
Error 1658.558 30 55.285

Total 2944.012 35

Cuadro 11. Comparaciéon de medias de tratamientos de cafeina en la motilidad del

semen a las 36 h.
Trata Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L. S.
Con Caf. | 52.284 a 1.769 48.670 55.897
Sin Caf. |43.369b 1.769 39.755 46.982

Cuadro 12. Comparacion de medias de sementales en la motilidad del semen a

las 36 h.
Semental Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L. S.
No.1 43.728 b 1.987 39.669 47.786
No. 2 51.866 a 2.146 47.482 56.250
No. 3 47.884 ab 2.351 43.082 52.686
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Cuadro 13. Andlisis de varianza para la motilidad del semen a las 48 h.

FV SC GL CM F Sig.
Tratamientos (T) | 621.762 2 310.881 4.062 .024
Semental (S) 974.276 487.138 6.365 .004
T*S 136.338 34.085 445 775
Error 3444.045 45 76.534

Total 5263.954 53

semen a las 48 h.

Cuadro 14. Comparaciéon de medias de tratamientos de cafeina en la motilidad del

Trata Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L. S.
Con Caf. | 49.038 a 2.082 44.846 53.231
Ad.Caf. |43.898b 2.082 39.705 48.090
Sin Caf. | 40.725b 2.082 36.533 44918

Cuadro 15. Comparacién de medias de sementales en la motilidad del semen a

las 48 h.
Semental Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L.S.
No. 1 40.324 b 1.909 36.479 44.169
No. 2 50.184 a 2.062 46.030 54.337
No. 3 43.154 b 2.259 38.604 47.703

Cuadro 16. Analisis de varianza para la motilidad del semen a las 60 h.

FV SC GL CM F Sig.
Tratamientos (T) | 1899.875 2 949.938 15.097 .000
Semental (S) 648.051 324.026 5.150 .010
T*S 119.106 29.776 473 .755
Error 2831.525 45 62.923

Total 5548.104 53




Cuadro 17. Comparacion de medias de tratamientos de cafeina en la motilidad del

semen a las 60 h.

Trata Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L. S.
Con Caf. | 46.716 a 1.887 42.914 50.517
Ad. Caf. |50.417 a 1.887 46.616 54.219
Sin Caf. | 36.276 b 1.887 32.474 40.077

Cuadro 18. Comparacion de medias de sementales en la motilidad del semen a

las 60 h.
Semental Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L.l L. S.
No. 1 41.465 b 1.731 37.978 44.951
No. 2 49.250 a 1.870 45.484 53.016
No. 3 42.694 b 2.048 38.569 46.819

Cuadro 19. Analisis de varianza para la motilidad del semen a las 72 h.

Fv SC GL CM F Sig.
Tratamientos (T) 1672.456 2 836.228 11.787 .000
Semental (S) 836.169 2 418.084 5.893 .005
T*S 74.442 4 18.611 .262 .901
Error 3192.505 45 70.945

Total 5855.986 53

Cuadro 20. Comparacion de medias de tratamientos de cafeina en la motilidad

del semen alas 72 h.

Trata Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L. S.
Con Caf. | 41.179b 2.004 37.143 45.216
Ad. Caf. | 47.407 a 2.004 43.371 51.444
Sin Caf. | 33.666 ¢ 2.004 29.630 37.703




Cuadro 21. Comparacion de medias de sementales en la motilidad del semen a

las 72 h.
Semental Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L. S.
No. 1 39.363 b 1.838 35.662 43.065
No. 2 46.247 a 1.985 42.249 50.246
No. 3 36.642 b 2.175 32.262 41.022

Cuadro 22. Analisis de varianza para la motilidad del semen a las 84 h.

FV SC GL CM F Sig.
Tratamientos (T) | 2514.487 1257.243 12.164 .000
Semental (S) 2051.343 1025.672 9.923 .000
T*S 194.525 48.631 471 757
Error 4651.169 45 103.359

Total 9485.537 53

Cuadro 23. Comparaciéon de medias de tratamientos de cafeina en la motilidad

del semen a las 84 h.

Trata Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L. S.
Con Caf. | 35.569 b 2.419 30.697 40.441
Ad.Caf. |43.797 a 2.419 38.925 48.669
Sin.Caf |26.925¢ 2.419 22.053 31.797

Cuadro 24. Comparacion de medias de sementales en la motilidad del semen a

las 84 h.
Semental Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L. S.
No. 1 33.610b 2.219 29.141 38.078
No. 2 43.962 a 2.396 39.135 48.788
No. 3 28.719b 2.625 23.432 34.006
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Cuadro 25. Andlisis de varianza para la motilidad del semen a las 96 h.

FV SC GL CM F Sig.
Tratamientos (T) | 1973.826 2 986.913 8.036 .001
Semental (S) 2630.755 1315.378 10.710 .000
T*S 324.493 81.123 .661 .623
Error 5526.541 45 122.812

Total 10587.312 53

del semen a las 96 h.

Cuadro 26. Comparaciéon de medias de tratamientos de cafeina en la motilidad

Trata Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L. I L.S.
Con Caf. | 32.626 a 2.637 27.315 37.936
Ad. Caf. |39.269 a 2.637 33.959 44.580
Sin Caf. |24.349 b 2.637 19.039 29.660

Cuadro 27. Comparacion de medias de sementales en la motilidad del semen a

las 96 h.
Semental Media Error Est. Intervalo de Confianza 95%
L.l L. S.
No. 1 27.235b 2.418 22.364 32.106
No. 2 41.962 a 2.612 36.701 47.223
No. 3 27.047 b 2.861 21.284 32.810
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