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Resumen

Las gotas citoplasmicas (GCs) son remanentes del citoplasma que quedan adheridos al
espermatozoide después de la espermatogénesis, constituyen la anormalidad espermatica
mas frecuente en porcinos, y se relacionan claramente con baja fertilidad. Hay serios indicios
de que la fructosay el AMPc del plasma seminal intervienen en la maduracion espermatica, en
el desprendimiento de las GCs, y en la reaccion acrosémica. El objetivo del presente estudio
fue evaluar el efecto de la adicion de plasma seminal, en el desprendimiento de las GCs
en machos con diagnostico de persistencia de las mismas. En el estudio se emplearon tres
verracos (dos con persistencia de GCs y uno normal) de tres a cinco afios de edad, alojados
en la granja Montelindo de la Universidad de Caldas; a los cuales se les realizaron analisis
seminales semanales, completos, durante cuatro meses. Se llevo a cabo un arreglo factorial
3x3x2 (adicion a la FR de los machos con persistencia de GCs de 0%, 20% de PSMS y 20% de
PSMGCs; 0, 60 y 120 minutos de incubacion, y 16 y 37°C de temperaturas de incubacién) en
un diseiio de bloques completos al azar, analizado mediante analisis de varianza y prueba
de Tukey. La incubacion del semen de machos con persistencia de GCs con PSMGCs redujo
mas del 4% las GCs respecto a la incubacion sin PS y con PSMS; igualmente se registro
reduccion de aproximadamente el 5% en las GCs, al aumentar el tiempo de incubacion de 0
a 120 minutos, y alrededor de 2% al llevar la temperatura de incubacién de 16 a 37°C.

Palabras clave: semen porcino, gotas citoplasmaticas, plasma seminal, evaluacion seminal,
calidad seminal.

EFFECTS OF ADDITION OF SEMINAL PLASMA ON THE
ELIMINATION OF CYTOPLASMIC DROPLETS IN OF SUS SCROFA
LINNAEUS, 1758 BOAR SEMEN

Abstract

The cytoplasmic droplets (CDs) are remnants of the cytoplasm that are attached to the sperm
after spermatogenesis. CDs constitute the most frequent sperm abnormality in pigs and are
clearly related to low fertility. There are serious indications that fructose and the seminal
plasma AMPc are involved in sperm maturation in the CDs detachment and in the acrosome
reaction. The objective of this study was to evaluate the effect of the addition of seminal
plasma in the CDs detachment in males with diagnosis of persistence of such detachment.
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Three boars (two with persistence of CDs and one normal) from three to five years of age,
housed in the Montelindo farm at Universidad de Caldas were used in the study. These
boars were performed complete seminal analysis weekly during four months. A factorial
arrangement 3x3x2 (addition to the males FR with CDs persistence of 0%, 20% of SPHM and
20% of SPMCDs; 0, 60 and 120 minutes incubation, and 16, and 37°C incubation temperature)
was carried out in arandomized complete blocks design, analyzed through variance analysis
and Tukey’s test. Incubation of males semen with persistence of CDs with SPMCDs decreased
more than 4% the CDS with regards to incubation without SP and SPHM; similarly, there was
reduction of approximately 5% in CDs when increasing incubation time from 0 to 120 minutes,
and about 2% when increasing incubation temperature from 16 to 37°C.

Key words: boar semen, cytoplasmic droplets, seminal plasma, semen quality.

INTRODUCCION

frecuente en porcinos (FISCHER et al., 2005; GOMEZ, 2010), y se relacionan

claramente con baja fertilidad (LOBERCAMP et al., 2007). Ademas, se asocian
con descarte de dosis seminales, de machos, y con baja rentabilidad de los
centros de produccion de material seminal. Las GCs son pequefios remanentes del
citoplasma original del espermatozoide, que quedan adheridos al espermatozoide
después de la espermatogénesis (KAPLAN et al., 1984); estas estructuras migran
desde la porcion proximal del tracto intermedio del espermatozoide a la porcion
distal, durante el paso por el epididimo, en el proceso de maduracion (FISCHER et al.,
2005), para luego eliminarse (KAPLAN et al., 1984). HARAYAMA et al. (1996) y KATO
et al. (1996), encontraron que su eliminacion ocurre uno a dos minutos después de la
eyaculacion, cuando los espermatozoides se mezclan con componentes del plasma
seminal (PS) como la fructosa y el adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Se considera
que un macho tiene persistencia de GCs, cuando permanentemente presenta un
porcentaje > a 20% de estas, después del proceso natural de eliminacién. Es comun
encontrar defectos estructurales de la cola asociados a GCs, denominados reflejo
distal de la pieza media y ovillo-gota; el primero consiste en el plegamiento de la
cola entorno a la gota, en un angulo de 180° (FISCHER et al, 2005); y el segundo
se da por el enrollamiento total o parcial de la cola sobre la gota citoplasmica
(BONET et al., 1993).

I as gotas citoplasmicas (GCs) constituyen la anormalidad espermatica mas

El PS es una mezcla de secreciones provenientes de la red testicular, el epididimo
y las glandulas sexuales accesorias (CENTURION et al., 2003; CABALLERO et al.,
2004); funciona como vehiculo y medio de inmersiéon de los espermatozoides
después de la eyaculacion (GARCIA, 2007), participa en la regulacién de procesos
relacionados con nutricion, proteccién, maduracion, movilidad (WABERSKI et
al., 1995), y capacitacién del espermatozoide (CALVETE et al., 1997). El PS tiene,
ademas, factores que influyen en la respuesta inmune, las contracciones uterinas,
la relajacion del istmo oviductal (WABERSKI et al., 1995), la ovulacion de la
cerda (SARAVIA et al., 2009), el transporte de los espermatozoides (ROZEBOOM,
2000) y el reconocimiento y la union entre gametos (CALVETE et al., 1996). Los
componentes del PS varian entre machos (CABALLERO, 2007), y entre las fracciones
del eyaculado en raz6on de su origen. El PS de la fraccion pre-espermatica esta
compuesto principalmente por mucina proveniente de las glandulas bulbouretrales
y uretrales; el PS de la fraccion rica en espermatozoides (FR), particularmente de
la primera porcion (primeros 10 ml), estd compuesto por bicarbonato de origen
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prostatico, y por secreciones proteicas del epididimo y las vesiculas seminales; el
PS de la fraccion post-espermatica o fraccién pobre en espermatozoides (FP), esta
compuesto, también, por bicarbonato de la prostata, y por proteinas, fructosa y
AMPc, secretadas en las vesiculas seminales (HARAYAMA et al., 1996; RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 2005; SARAVIA et al., 2009). La fructosa es el azucar que utilizan
normalmente los espermatozoides como fuente de energia, para llevar a cabo
los procesos metabolicos (FOLEY et al., 1964), y el AMPc funciona como segundo
mensajero, participa en la activacion de la tirosina kinasa y la fosforilacién
proteica, en la capacitacion espermatica y la fecundacion (ADACHI et al., 2008).
Tanto la fructosa como el AMPc, intervienen en la maduracion espermatica, en el
desprendimiento de las GCs (HARAYAMA et al., 1996), en la reaccion de acrosoma,
en la movilidad e hiperactivacion espermatica y en la fecundacion (ADACHI et al.,
2008). Se ha observado que a diluciones bajas, la adiciéon de PS al semen refrigerado
de porcino puede disminuir la capacitacién prematura, mejorar la viabilidad y la
capacidad fecundante de los espermatozoides (WABERSKI et al., 1995; GARNER et
al, 2001). Las espermadhesinas son proteinas del plasma seminal porcino (PSPs,
de su nombre en inglés porcine seminal plasma proteins) y se clasifican como las
AQN (alanina-glutamina-asparagina) I-Ill y AWN (alanina-tript6fano-asparagina),
que tienen capacidad de unién a la heparina y los heterodimeros PSP 1y PSP I, que
no tienen esta propiedad (CALVETE et al., 1997; CABALLERO et al., 2004). Ambos
grupos se encuentran en mayor proporcion en la FP, debido a que aumentan a
medida que decrece la concentraciéon de espermatozoides (RODRIGUEZ-MARTINEZ
et al., 2005; GARCIA, 2007). La importancia de las espermadhesinas radica en que
se unen a la superficie del espermatozoide durante la eyaculaciéon, y contribuyen
a la union con el ovocito (JONAKOVA & TICHA, 2004). Ademas, se ha encontrado
su expresion en la cola del epididimo (EKHLASI-HUNDRIESER et al, 2002), sin
embargo, no esta clara aun su funcién en la maduracion espermatica. Las proteinas
del epididimo también hacen parte de las proteinas del PS, y aunque participan en
la maduracion espermatica (OKAMURA et al., 1992), no se conoce su efecto en el
desprendimiento de las GCs. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de la adicion de plasma seminal, en el desprendimiento de las GCs en machos con
diagnostico de persistencia de las mismas.

MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se emplearon tres verracos de tres a cinco afios de edad, alojados
en la granja Montelindo de la Universidad de Caldas, vereda Santagueda del
municipio de Palestina (Caldas) (1024 msnm, 24°C de temperatura media, 2200
mm de precipitacién anual y 76% de humedad relativa; corrales individuales de 7
X 3 m, 2 kg/animal/dia de un balanceado comercial con 12% de proteina y agua
limpia a voluntad). A los machos se les realizaron analisis seminales semanales,
durante cuatro meses; los espermogramas de los tres primeros meses se emplearon
para establecer la condicién de cada animal con respecto a la presencia de GCs.
Dos machos fueron diagnosticados como persistentes y uno como normal. Las
eyaculaciones se realizaron mediante la técnica de la mano enguantada entre las
04:00 y 06:00 horas; se separo6 la FR y la FP, y se transportaron inmediatamente
al Laboratorio de Control de Calidad Seminal del Instituto de Biotecnologia
Agropecuaria de la Universidad de Caldas. Se efectu6 diluciéon en BTS (de su
nombre en inglés Beltsville Thawing Solution), a una concentracion de 30 x 10°
espermatozoides/ml. El PS se obtuvo por centrifugacion de cada FP a 800 rpm por
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15 minutos, y se almacen6 a temperatura ambiente hasta su uso; asi se consiguio
PS del macho sano (PSMS) y PS de los machos con persistencia de GCs (PSMGCs).

Cada espermograma considerd: temperatura, pH, concentraciéon en fotometro
Spermacue-Minitiib y en camara de Biirker en microscopio de campo claro con
objetivo de 40X; morfologia mediante fijacion con soluciéon salina formolada y
evaluacion de 300 espermatozoides en microscopio de campo claro con objetivo de
40X. La supervivencia espermatica y la integridad acrosémica de la siguiente manera:
se incub6 400 pl de una dilucion seminal a 30 x 10°espermatozoides/ml de BTS con
100 pl de FITC-PNA y 40 pl de PI a 37°C por 15 min y esta mezcla se fijo en 200 nl
de solucion salina formolada (CABALLERO et al., 2004); se depositaron 10 pl de la
combinacion anterior en un portaobjetos, se coloc6 cubreobjeto e inmediatamente
se observo en un microscopio Eclipse 80i Nikon con epifluorescencia, con filtros de
440 nm de longitud de onda. En esta prueba los espermatozoides se clasificaron
seglin su respuesta a los colorantes en 4 categorias celulares: categoria 1 (C1),
espermatozoides muertos con acrosoma intacto o PI+/FITC-PNA-; categoria 2 (C2),
espermatozoides muertos con acrosoma reaccionado (reaccion acrosémica falsa
0 por degeneracion) o PI+/FITC-PNA+; categoria 3 (C3), espermatozoides vivos
con acrosoma intacto o PI-/FITC-PNA- (espermatozoides no coloreados); categoria
4 (C4), espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado (reaccion acrosémica
verdadera) o PI-/FITC-PNA+.

La supervivencia espermatica se evalud, también, mediante tincién con Eosina-
Nigrosina (E/N), en microscopio de campo claro con objetivo de 40X. La integridad
acrosOmica, también fue evaluada mediante fijacion con glutaraldehido al 2% en BTS
en microscopio de contraste de fases (Alphaphot YS2, Nikon) con objetivo de 40X
(PURSEL & JOHNSON, 1974). La Integridad bioquimica de la membrana plasmatica
(IBMP), se evaludé mediante el test corto de hinchazén hipoosmotica (SHOST, de
su nombre en inglés short Hypoosmotic Swelling Test) (PEREZ-LLANO et al., 2001).

El estudio se plante6 como un arreglo factorial 3x3x2 usando: 3 niveles de adicion
de PS a la FR de los machos con persistencia de GCs (0%, 20% de PSMS y 20% de
PSMGCs), 3 tiempos de incubacion (0, 60 y 120 minutos), y 2 temperaturas de
incubacion (16 y 37°C), en un disefio de bloques completos al azar (bloqueo por
fecha de muestreo). Se realiz6 un analisis de varianza mediante el programa GLM
de SAS y las variables que arrojaron diferencias significativas se compararon por
la prueba de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de la interaccion entre los tres factores (tiempo de incubacién, adicion de
plasma y temperatura de incubacién), sobre las variables seminales evaluadas (GCs
totales, % de células normales, integridad bioquimica de la membrana plasmatica,
integridad acros6mica, supervivencia espermatica por E/N e integridad acrosémica
combinada con supervivencia espermatica) no fue significativo (P>0,05). Se registro
efecto significativo (P<0,05) de la interaccion Tiempo de incubacién por Adicién
de PS, sobre la integridad acrosémica y sobre el porcentaje de espermatozoides
muertos con acrosoma intacto. El porcentaje de espermatozoides con acrosoma
normal registrado con la combinacion de 0% de PS a 120 minutos (92,71%), fue
superior (P<0,05) al obtenido con 20% de PSMGCs a 60 minutos (90,58%) (Fig. 1), los
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promedios restantes fueron iguales. Los porcentajes de espermatozoides muertos
con acrosoma intacto no registraron diferencias significativas (P>0,05) en la prueba
de Tukey. Los valores promedio de integridad acrosémica fluctuaron entre 90,58
y 92,71%, muy por encima de 70%, considerado valor minimo aceptable.

o *ah @b a ab ab ah b ab
& §1% 523% 3271 915‘: 91,11 5200 9151 058 .9153
c Vo504 | ’
m
r : |
° BS
% a i Omin
5 a0 -
- ‘ 50 min
m t 75 1 120 min
o
a
10 —
% PS5 200 PSMS 20% PSMGCs
Adicidn de PS

* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0,05).
Error estindar: +0,46.

Figura1l.  Efecto de la interaccién Tiempo por Adicién de PS sobre la variable Integridad
acrosémica con glutaraldehido, en semen de machos con persistencia de GCs.
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Figura 2.  Efecto de la interaccién Tiempo por Adicion de PS sobre la variable Integridad
acrosémica asociada con Supervivencia espermdtica (C1, C2, C3 y C4), en semen
de machos con persistencia de GCs.
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Lainteraccion Adicion de PS por Temperatura de incubacion tuvo efecto altamente
significativo (P<0,01), sobre la Integridad bioquimica de la membrana plasmatica
y sobre el porcentaje de espermatozoides muertos con acrosoma intacto. Los
porcentajes de espermatozoides positivos a HOST tendieron a bajar con la
incubacion a 37°C, sin embargo, esta reduccion solo fue significativa (P<0,05) en
espermatozoides incubados sin plasma (baj6é de 63,76% a 49,74%). En general los
valores de HOST+ estuvieron por encima del 50% considerado como valor minimo
normal (50%) (Fig. 3). Estos resultados concuerdan con el trabajo de SALA-ECHAVE
et al. (2008), donde se encontro6 que la incubacion de semen a temperaturas mayores
de 20°C redujo la funcionalidad bioquimica de la membrana, la movilidad vy el
porcentaje de acrosomas normales. El porcentaje de células muertas con acrosoma
intacto obtenido con 0% de PS a 37°C (13,97%), fue superior (P<0,05) al obtenido
con 20% de PSMGCs (9,83%) a la misma temperatura; los valores restantes para
esta variable fueron iguales (P>0,05) (Fig. 4).
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* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0,05).
Error estdndar: +1,89.

Figura 3.  Efecto de lainteraccién Adicién de PS por Temperatura sobre la variable Integridad
bioquimica de la membrana, en semen de machos con persistencia de GCs.

La evaluacion de la Integridad acrosdmica en asociacion con la supervivencia celular
mediante el empleo de fluorocromos (PI/FITC-PNA), registrada en las Figuras 2 y 4
permite apreciar que los valores de porcentaje de células vivas con acrosoma intacto
estuvieron siempre por encima del 70%, valor considerado como el limite inferior
aceptable para supervivencia espermatica. El porcentaje de espermatozoides vivos
con reaccion acrosémica verdadera fluctu6 entre 9,06% y 14,12%, vy el porcentaje
de espermatozoides muertos con reaccion acrosémica falsa entre 1,15%y 2,47%.

La interaccion Tiempo de incubacién por Temperatura de incubacion, no registro
efecto significativo (P>0,05) sobre las variables seminales evaluadas.

La adicion de PS afect6 de manera altamente significativa (P<0,01) las variables: GCs
totales, % de células normales, y supervivencia espermatica por E/N. El porcentaje
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de gotas totales obtenido con la adicién de 20% de PSMGCs (33,2%), fue inferior
(P<0,05) al obtenido con 20% de PSMS (38,07%) y 0% PS (37,77%), consecuentemente
el porcentaje de células normales fue superior al incubar con 20% de PSMGCs
(66,4%) (Fig. 5). Este resultado concuerda con el trabajo de HARAYAMA et al.
(1996), donde la adicion de fructosa y AMPc del PS propicia la liberacién de las
GCs; y difiere con el trabajo de BERGER & CLEGG (1985), que hallaron mayor
porcentaje de GCs retenidas al adicionar PS. La adicion de 20% de PSMS no propicio
el desprendimiento de GCs, debido posiblemente a diferencias en los componentes
del PS entre machos (CABALLERO, 2007). La supervivencia espermatica presento
porcentaje inferior con la adicion de 20% de PSMGCs (90,48%) y 20% PSMS (91,04%),
comparado al porcentaje obtenido con 0% PS (92,74%) (Fig. 5). Los valores promedio
de supervivencia espermatica fluctuaron entre 90,48 y 92,74%, por encima de 70%
considerado valor minimo aceptable.
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* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0,05). Error
estdndar para C1: +0,68.

Figura 4.  Efecto de la interaccidn Adicién de PS por Temperatura de incubacién sobre la
variable Integridad acrosémica asociada con Supervivencia espermdtica (C1, C2,
C3 y C4), en semen de machos con persistencia de GCs.

El factor Tiempo de incubacién registro efecto altamente significativo (P<0,01) sobre
GCs totales, % de normales, integridad bioquimica de la membrana y significativo
(P<0,05) sobre la supervivencia espermatica por E/N. Los porcentajes de GCs fueron
diferentes (P<0,05) en todos los tiempos de incubacién (40,63% a los 0 min; 35,51%
alos 60 miny 32,9% a los 120 min), con obtencion del porcentaje de GCs mas bajo
alos 120 minutos, a consecuencia de lo anterior el porcentaje de células normales
fue superior al aumentar el tiempo de incubacién (66,46%) (Fig. 6).
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Z0OU & YANG (2000), describieron que la incubacion del semen, sin la adicién
de ningiin componente, propicia la liberacion de las GCs, que ocurri6 en mayor
proporciéon cuando se incubd por un tiempo mayor a 60 min.
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* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0.05). Error
estdndar: Normales (£0,74), GCs totales (+0,74) y Supervivencia EN (+0,48).

Figura 5.  Efecto dela Adicidn de PS sobre las variables: % de células normales, GCs totales y
Supervivencia con eosina-nigrosina, en semen de machos con persistencia de GCs.
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* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0.05). Error
estdndar: Normales (+0,74), GCs totales (+0,74), Supervivencia EN (+0,48) y HOST'+ (+1,89).

Figura 6.  Efecto del Tiempo de incubacién sobre las variables: % de células normales, GCs
totales, Supervivencia con EN, Integridad bioquimica de la membrana, en semen
de machos con persistencia de GCs.
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El porcentaje de espermatozoides positivos a HOST a los 0 min (58,51%) y 60
min (54,48%), fue superior que el tiempo de incubaciéon a 120 min (52,76%), lo
cual coincide con los reportes de SALA-ECHAVE et al. (2008); y la supervivencia
espermatica a los 0 min (92,49%), fue superior que a los 60 min (90,85%) de
incubacion (Fig. 6), concordante con los resultados de KAWANO et al. (2004) y
GARCIA et al. (2010), con semen congelado-descongelado.

La Temperatura de incubaciéon tuvo efecto significativo (P<0,05) sobre las GCs
totales y sobre el % de células normales, y efecto no significativo (P>0,05) sobre
la integridad acrosomica y la supervivencia por E/N. Los porcentajes de GCs
fueron inferiores al incubar a 37°C (35,38%), que la incubacién a 16°C (37,32%),
consecuentemente el % de células normales aument6 a 64,13% en la incubacion
a 37°C (Fig. 7), esto coincide con lo reportado por ZOU & YANG (2000), donde la
liberacion de GCs era mayor a temperaturas 4 y 15°C que las temperaturas de
incubacion a 39 y 20°C.
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* Medias identificadas con letras iguales, fueron iguales para la prueba de Tukey (P>0,05). Error
estdndar: Normales (+0,74), GCs totales (+0,74).

Figura7.  Efecto delaTemperatura de incubacién sobre las variables: % de células normales
y GCs totales, en semen de machos con persistencia de GCs.

CONCLUSIONES

0 Lainteraccién entre los tres factores (tiempo de incubacioén, adiciéon de plasma
y temperatura de incubacion) y la interaccion de Tiempo de incubacién por
Temperatura de incubacion no afectaron de manera significativa las variables
dependientes medidas (P>0,05).

0 A pesar de que se registr6 efecto por lo menos significativo (P<0,05) de la
interaccién Tiempo de incubacién por Adiciéon de PS sobre la integridad
acrosomicay sobre el % de espermatozoides muertos con acrosoma intacto, y de
la interaccion Adicién de plasma seminal por Temperatura de incubacién sobre
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el % de espermatozoides HOST+ y sobre el % de espermatozoides muertos con
acrosoma intacto, estos resultados no trascienden debido a que las variables
en mencion registraron valores siempre por encima de los minimos normales.

0 Laincubacion del semen de machos con persistencia de GCs con PSMGCs redujo
el % de GCs y por ende aumento el % de células normales.

0 Los valores registrados para % de GCs y para recuento de espermatozoides
HOST+ se redujeron de manera por menos significativa (P<0,05), al aumentar el
tiempo de incubacion a 120 minutos, reciprocamente aumento el % de células
normales. A pesar de que el tiempo de incubacién afect6 el % de vivos con E/N,
estos valores fueron muy superiores al limite normal inferior.

0 El porcentaje de GCs en el semen se redujo de manera significativa (P<0,05) al
aumentar la temperatura de incubaciéon de 16 a 37°C, de manera concomitante
aumento el % de células normales.

RECOMENDACIONES

El PS es un componente importante del eyaculado de los porcinos que en
condiciones naturales cumple una funcion especifica que no es muy clara y requiere
de mas estudios, al igual que la incubacion espermatica a diferentes temperaturas.
Adicional a esto, la variabilidad de criterios de recoleccion de semen porcino en
Colombia hace imprescindible encaminar acciones investigativas hacia este punto,
donde se determine con precision el efecto que tienen las diferentes fracciones del
eyaculado sobre la calidad seminal.
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