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INTRODUCCION
Entre los principales pardmetros utilizados para determinar la calidad espermatica, se
encuentran la evaluacion de la integridad de la membrana y la motilidad. Uno de los
problemas observados en el semen de verraco post-descongelacion, es que en ocasiones
no existe una relacién entre el porcentaje de espermatozoides con la membrana plasmatica
intacta y el porcentaje de espermatozoides métiles, observandose un nimero mas bajo de
espermatozoides moétiles que de espermatozoides vivos. Esta pérdida de motilidad de
algunos de los espermatozoides viables, es potencialmente reversible, pero las causas no
estan del todo establecidas. Algunos autores lo atribuyen a una reduccion del agua
intracelular, que podria incrementar la friccion en la cola causando una inhibicién del
deslizamiento de los microtibulos o de otros elementos estructurales en el flagelo (Gao et
al., 1993; Wolders et al., 1997), mientras que otros autores consideran que puede ser debida
a un fallo metabdlico temporal que causa cambios en el contenido de ATP y un aumento del
calcio intracelular (Januskauskas y Rodriguez-Martinez, 1995; Fraser et al., 2001).
Dicha pérdida de motilidad es reversible, porque Corcuera et al., (2007) demostraron que
mediante el uso de cafeina se podia recuperar gran parte de la motilidad perdida post-
descongelacion en la especie porcina, pero las causas de cémo actua dicha cafeina
tampoco estan del todo establecidas. Un componente esencial para que se pueda llevar a
cabo la motilidad es el bicarbonato. Muchos estudios determinaron que el aumento de este
compuesto desencadena un aumento de la motilidad de la célula (Satake et al., 2006;
Garzdn et al., 2008). Recientemente se ha demostrado que la produccién de bicarbonato en
estas células viene determinada por la glicolisis, la cual a su vez estd mediada por el pH
(Mannowetz et al., 2012), y ya que el pH basico aumenta la motilidad espermatica (Gatti et al.,
1993; Garzén et al., 2008), es posible que el pH del medio influya notablemente en la
recuperacion o activacion de la motilidad espermatica.
Por todo esto, el objetivo de este trabajo fue comparar la cafeina y el pH bésico, solos o en
conjunto, sobre la recuperaciéon de la motilidad espermatica de aquellos espermatozoides de
verraco inmoviles pero vivos post-descongelacion.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se han utilizado los eyaculados de 3 verracos de raza Pietrain (Prosepor
S.A., Segovia, Espafia) recuperados durante 5 semanas consecutivas. Los eyaculados fueron
diluidos 1:1 en una soluciéon comercial de Beltsville Thawing Solution (BTS, Minitube,
Alemania) y transportados a 15 °C hasta el laboratorio donde fueron procesados,
presentando valores minimos de 80 % de espermatozoides vivos y 75 % de
espermatozoides moviles. La congelacion se realizé siguiendo el protocolo desarrollado por
Westendorf et al. (1975) y modificado por Thurston et al. (1999) y Carvajal et al. (2004),
usando como medio de congelacion el diluyente Lactosa-yema de huevo-Glicerol. Las
pajuelas se descongelaron en un barfo de agua a 37 °C durante 20 s.

Se realizaron un total de 8 tratamientos ordenados de forma factorial: 4 diluyentes para la
descongelacién, y presencia o ausencia de cafeina, para cada una de las 5 semanas de
extraccion de semen. Asi, en el tratamiento A fueron descongeladas en BTS con pH 7, en el
tratamiento B en BTS a pH 8, en el tratamiento C en BTS a pH 9 y el tratamiento D a pH 10.
A su vez de cada tratamiento se analiz6 la motilidad con o sin cafeina, incubando las
muestras 10 minutos en BTS solo (tratamientos, A, B, C y D) o en BTS con 2 mM de cafeina
(Sigma—Aldrich Quimica, S.A. (Madrid, Spain) durante 10 minutos (Tratamientos Ac, Bc, Cc y
Dc). La calidad espermatica fue determinada a los 30 minutos de incubacién.
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La calidad del movimiento espermatico fue analizada mediante un sistema CASA
(Computer-Assisted Sperm Analysis System; ISAS version 1.0.17, Proiser; Valencia,
Espafia). Para cada andlisis se depositaron 3 pl de las muestras diluidas (25 x 10°
espermatozoides/ml) sobre una camara Makler atemperada a 39 °C y se analizaron un
minimo de 3 campos con al menos 150 células/campo. En los resultados obtenidos se
tuvieron en cuenta la proporcién de espermatozoides mdtiles totales (% EMT) y mdtiles
progresivos (% EMP). Ademés se midieron los pardmetros cinéticos de velocidad curvilinea
(VCL, pm/s), velocidad rectilinea (VSL, pum/s), velocidad media (VAP, um/s), indice de
linealidad (LIN, %), indice de rectitud (STR, %), indice de oscilacion (WOB, %), amplitud
media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH, um) y la frecuencia
de batida de la cabeza (BCF, Hz). La viabilidad de los espermatozoides fue analizada por
microscopia de fluorescencia mediante una doble tincién fluorescente con loduro de propidio
(Molecular Probes Europe BV, Leiden, Paises Bajos) (espermatozoides con membrana
danada/muertos) y SYBR-14 (Molecular Probes Europe BV, Leiden, Paises Bajos)
(espermatozoides con membrana intacta/vivos): un minimo de 200 células fueron contadas y
solo se tuvo en cuenta el porcentaje de espermatozoides vivos totales (% VT),

Las diferencias entre las variables de calidad post-descongelacion entre tratamientos fueron
contrastadas mediante un analisis GLM con el paquete estadistico SAS (Version 9.0, SAS
Institute Inc., Cary, NC, EE.UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION
Al observar resultados (Tabla 1) teniendo en cuenta solo el pH del BTS, la mayor motilidad
total y progresiva se observé a pH 9 (aunque sin diferencias significativas respecto al control
(Tratamiento A). La combinacion de pH con la cafeina mostré que el de pH 8 tenia mayores
valores de motilidad, siendo diferente significativamente del control (P < 0,05). Como
observé Corcuera et al. (2007) la cafeina es capaz de recuperar parte de la motilidad
inhibida post-descongelacién. Ademas como han observado otros autores (Gatti et al., 1993;
Garzon et al., 2008), el pH basico aumenta la motilidad, y en este caso permite recuperar, al
igual que la cafeina, esa motilidad inhibida. Pero por encima de pH 9 el efecto sobre los
espermatozoides es deletéreo afectando a la viabilidad e inhibiendo casi por completo la
motilidad.
La consecuencia de combinar la cafeina y el pH basico parece tener un efecto beneficioso
cuando el pH es de 8, pero al aumentar el pH el efecto es perjudicial, disminuyendo el
porcentaje de espermatozoides matiles totales y progresivos. Ademas se puede observar
que las velocidades (VSL, VCL y VAP) al aumentar el pH y combinar con la cafeina también
descienden notablemente. Sin embargo las variables de linealidad (LIN, STR y WOB) asi
como ALH y BCF no se ven afectadas salvo en el pH 10 donde todas las variables con o sin
cafeina se ven drasticamente reducidas. El que el aumento de pH cambie el efecto de la
cafeina sobre la motilidad puede ser debido a que las metilxantinas (grupo al que pertenece
la cafeina) tienen un efecto diferente segun el pH sobre ciertas enzimas como la fosfatasa
alcalina (Glogowski et al., 2002), por tanto su actividad esta notablemente influida por el pH.
El que el pH béasico mejore las variables de calidad espermatica tiene su explicacion en que
es fisiologicamente necesario aumentar dicho pH para que se lleve acabo la activacion
enzimatica del espermatozoide (Akama et al., 1994), para la correcta pre-implantacion del
embrién (Ben-Yosef et al., 1996) y también para fomentar la glicolisis que conllevara un
aumento del bicarbonato y con ello de la motilidad (Mannowetz et al., 2012).
En conclusion, se puede determinar que la cafeina en un medio con pH 8 es capaz de
recuperar casi por completo la motilidad inhibida de algunos espermatozoides vivos después
del proceso de congelacién-descongelacion, pero es necesario realizar estudios futuros para
determinar la capacidad fecundante de estos espermatozoides.
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Tabla 1. Calidad espermatica post-descongelacion de los diferentes tratamientos.
A Ac B Bc C Cc D Dc EEM
% VT 52,72 54,92 54,9% 39,2° 2,43
%EMT 42,76 47,82° 533%® 613" 59,88% 2794° 268" 1,72 385
% EMP 37,48 42,16%° 46,82 55,06° 52,16* 24,56° 1,32 1,129 3,65
VCL 68,06® 7425 69,94® 67,52 6508%* 56,66° 32,1° 24,98° 4,45
VSL 48,76® 5533% 51,06 49,56 4502® 39,72° 16,54° 12,42° 2,92
VAP 56,36®° 63,23% 59,18% 57,38 5534® 5678° 20,84° 17,24° 3,45
LIN 71,64 71,942 73% 7344% 69,32 70° 4122° 393" 581
STR 8644 8432 863 8646 8156 846 6254 5804 7,91
WOB 82,8° 8225 8458% 84,94% 84,98% 8254 521° 5452 721
ALH 234% 228° 226° 21° 212 2,022 1,64® 0,9° 0,22
BCF 8,02° 785" 822° 806° 8,36° 8%  7,34* 276° 0,81
Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P < 0,05). EEM: Error
estandar de la media. Tratamientos: A: Control (BTS pH 7); Ac: A + Cafeina (2 mM); B: BTS

pH 8; Bc: B + Cafeina (2 mM); C: BTS pH 9; Cc: C + Cafeina (2 mM); D: BTS pH 10; Dc: D +
Cafeina (2 mM);

POST-THAWING ACTIVATION OF BOAR SPERM MOTILITY

ABSTRACT: The aim of this study is to determinate if the basic pH and the caffeine, factors
that increase the velocity of sperm, are able to recover the latent motility. The effect of the pH
in the thawing extender (BTS) to values of 7, 8, 9 and 10, on sperm motility and on sperm
viability was evaluated. And for each pH the effect of the use of caffeine (2 mM) or not, on
the sperm motility was also evaluated. The results showed that pH above 9, is harmful for the
sperm motility and viability. Without caffeine the sperm motility is recovered in more
proportion at pH 8 and 9 than control sperm (pH 7 and without caffeine), but without
significant difference (P > 0.05). And the combination of basic pH (above 8; pH 9 and 10) and
caffeine, was harmful for the sperm motility and viability. However, the thawing extender at
pH 8 and with caffeine showed greater motility values than control sperm (percentage of total
motile sperm): 42.76 vs 61.3; percentage of progressively motile sperm: 37.48 vs 55.06; P <
0.05). In conclusion, the thawing extender at pH 8 with caffeine (2 mM) is able to recover
almost completely the post-thawing latent motility.

Keywords: boar sperm, motility, pH, caffeine.
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