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RESUMEN

Los estimulantes espermaticos,
conocidos también como potencia-
dores o aditivos seminales, son un
grupo de sustancias, clasificadas en
cuatro categorfas (estimulantes de
la motilidad espermatica, hormo-
nas, enzimas y otras diversas), que
afiadidas al semen en el momen-
to previo a la inseminacion de las
hembras mejoran la fertilidad y/o la
prolificidad. En el presente articu-
lo expondremos nuestras Ultimas
investigaciones sobre un estimulante
espermatico porcino (EEP), de tipo
“combinado”, aplicable a la optima-
cion de los resultados de la insemi-
nacion artificial porcina (IAP).

INTRODUCCION

Los estimulantes espermdticos, cono-
cidos también como “aditivos o poten-
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prolificidad del semen cuando son
aplicadas a las dosis seminales en el
momento inmediatamente anterior



Porcino

a la inseminacién de la hembra, bien
actuando sobre las caracteristicas
intrinsecas del semen (p. e.. incre-
mentando la motilidad, favoreciendo
la capacitacion espermatica, etc.), o
bien implicando en el organismo de
la hembra inseminada reacciones
favorables para el éxito fecundante
de la inseminacién.

La primera referencia histérica a los
potenciadores seminales, la hizo
Milovanov en 1964, al proponer una
nueva clasificacion de los medios de
dilucién seminal en tres categorias:
extensores, serian aquellos cuya Unica
mision es incrementar el volumen
seminal; protectores, cuya finalidad
serfa conservar el semen y prote-
gerlo del efecto deletéreo que pro-
duce la refrigeracion o congelacion;
e implementadores cuya finalidad es
la de mejorar las condiciones de
la fecundacion vy viabilidad embrio-
naria, haciendo referencia expresa
a dos sustancias concretas como
la hialuronidasa (favorecedora de la
conjugacion gamética) y la oxitoci-
na (estimulante de las contracciones
uterotubdricas que intervienen en el
transporte espermatico).

Si bien Milovanov (1964), augurd un
gran porvenir a los potenciadores
seminales, constatando incremen-
tos de la fertilidad en la vaca y la
cerda entre el 13 y el 28%, no es
hasta avanzados los afios 70 del
pasado siglo, cuando con el desarro-
llo de la fecundacién “in vitro” (FIV),
se comienzan a utilizar sustancias,
como la cafefna o los ionéforos de

calcio, para favorecer la hipercinesis
y la capacitacién espermatica nece-
sarias para el éxito fecundante, espe-
cialmente de semen oligospérmico e
hipocinético.

INSEMINACION
ARTIFICIAL
PORCINA (IAP)

La IAP es una tecnologia de la repro-
duccién mediante la cual, sin la parti-
cipacion directa del macho, se depo-
sita semen fecundante en el Utero de
la cerda en un momento adecuado
de su ciclo estral (ovulacion), preten-
diendo conseguir su gestacion (Knox,
20176).

El pionero en utilizar la IAP fue Iva-
nov (1907, 1922), en Rusia, quien
ademas desarrolld el primer dilu-
yente para semen. Ateo al.,, en 1948
recomiendan que el semen porci-
no debia refrigerarse entre 15-20°C,
con objeto de incrementar su tiempo
de conservacion. Esto fue constata-
do por Johnson (1998) y Levis (2000),
demostrando que, si se conserva
entre 15y 17°C, el semen porcino
puede mantener su viabilidad fecun-
dante hasta los 7 dias posrecogida.

IAP es una tecnologia ampliamente
implantada debido a la tecnificacion
del sector y como herramienta nece-
saria para la mejora genética, la sen-
cilla metodologia y los buenos resul-
tados que conlleva. Se adapta a las
necesidades de un sector que esta
en continua evolucién y en un mun-

do en el que se impone “maximo
rendimiento al minimo coste”, si bien
es cierto que, en términos de desa-
rrollo tecnoldgico, se han encon-
trado algunas limitaciones como es
la imposibilidad de la aplicacién de
semen congelado de forma masiva
(Roca et al, 2016). No obstante, Los
paises desarrollados han adoptado
la IAP como una forma rutinaria de
reproducciéon engrandes explotacio-
nes porcinas, llegando a utilizarse en
la actualidad en un rango superior al
90% de las mismas.

La IA ofrece numerosas ventajas;
se evitan los problemas tanto sani-
tarios como de bienestar animal
durante el transporte de sementa-
les (que normalmente era necesa-
rio introducir en las explotaciones
porcinas), se reduce el riesgo de
transmisién y aparicién de enfer-
medades infecto-contagiosas por
via sexual, asi como, el numero
de cerdos que es necesario man-
tener. Se ha conseguido una mul-
tiplicacién de la progenie de alto
valor genético que ha ayudado a
la rentabilidad de las granjas, tan-
to productiva como de calidad, e
incluso con un bajo numero de
espermatozoides por dosis seminal
(Roca et al, 2011). Ademas, ayuda
a la conservacion de la capacidad
fecundante en el tiempo y permite
controlar la calidad espermatica de
los sementales que estan sujetos a
multiples efectos ambientales, de
manejo y sanitarios.

Por otro lado, también tiene sus
desventajas, y estos problemas
son los que habrd que solucionar

ESTIMULANTES ESPERMATICOS (EE)

Los EE se clasifican en cuatro categorias:

Desde las experiencias de Bea-
vo et al. en 1971 sabemos que
las metilxantinas, tales como la
cafeina, teofilina, aminofilina y
pentoxifilina, inhiben la actividad
fosfodiesteresa AMPc, por lo que
alguno de los procesos fisiologi-
cos sobre los que intervienen son
mediatizados por su efecto acu-
mulador de AMPc intracelular. No
obstante, el mecanismo intimo por
el cual la elevacion del AMPc intra-
celular induce a un incremento de
la motilidad espermatica no esta
todavia claramente demostrado.
En opinion de Peterson et al., el
AMPc estaria relacionado con el
control de flujos del ion calcio a
través de la membrana plasmatica
del espermatozoide. Ciertamen-
te, elevaciones de los niveles de

Es evidente que el transporte
espermatico a través del aparato
genital de la hembra no se lleva a
cabo exclusivamente por la pro-
pia cinética espermatica sino que
las contracciones uterinas son las
responsables en gran medida de
dicho transporte. El coito produ-
ce un efecto mecanico del pene
sobre el cuello uterino que provoca
descargas de oxitocina, incremen-
tando las contracciones uterinas
propulsivas, que a su vez crean
diferencias de presion apareciendo
el efecto “succion”. Tanto el peris-
taltismo propulsivo como el efec-
to succién son responsables del
transporte espermatico a través
del aparato genital. Por supuesto
en la IA las descargas de oxitocina
son de mucha menos intensidad
que en la monta natural.

En la formulacion de EE se ha
tenido en cuenta este hecho, y en
algunas especies como la porcina

Estimulantes de la motilidad y de la
capacitacion espermatica

calcio intracelular parecen tener
un efecto de detrimento sobre la
motilidad espermatica, y el AMPc
asociado a la bomba calcica de
la membrana plasmatica parece
ser criticamente importante en la
regulacion del contenido de este
ion en la célula espermatica. Dado
el dafio infligido sobre la membra-
na espermatica durante los proce-
sos de congelacién, es posible que
la bajada en la motilidad que se
observa después de la desconge-
lacion esté relacionada con la inha-
bilidad de dicha membrana esper-
matica dafiada para el control de
los niveles de calcio en el interior
del espermatozoide. Somos de la
opinion de Aitken et al.,, en que las
metilxantinas pueden compensar
el dafio espermatico producido

estd demostrado que la adicion
de oxitocina o carbetocina (com-
puesto de sintesis que presenta
una mayor estabilidad uteroto-
nica que la oxitocina, aunque la
intensidad del efecto es ligera-
mente inferior), a las dosis semi-
nales antes de la inseminacion
es un meétodo contrastado que
mejora la fertilidad al estimular
las contracciones uterinas y faci-
litar el transporte espermatico
(Dominguez et al, 1988, 1989,
1992, Pefia et al., 1997).

Se ha detectado en el plasma
seminal de especies de eyacu-
lacion uterina la presencia de
abundantes hormonas esteroi-
deas tales como: testosterona,
Sa-dihydrotestosterona y estro-
genos conjugados y No conju-
gados (Claus, 1990), cuyo efecto
fisiolégico todavia no es muy bien
conocido, pero que no cabe duda
que durante la preparacion de

por la congelacion y en definitiva
la baja motilidad espermatica que
presenta a la descongelacion, ejer-
ciendo un efecto protector preci-
samente sobre la bomba de calcio
de las membranas espermaticas a
través de la mediacion del AMPc.

La adicion directamente al semen
de nucledtidos (AMPc y GMPc) tam-
bién son considerados como EE
en este grupo vy, al igual que las
metilxantinas, son considerados en
la practica clinica como potencia-
dores y promotores de la fecun-
dacién.

Los ionoforos de calcio eran muy
utilizados en la fecundacion “in
vitro” como inductores de la capa-
citacion espermatica pero en la
actualidad esta prohibido su uso.

las dosis seminales para la IA se
ven notablemente diluidos. Ade-
mas, las hormonas esteroideas
seminales estimulan la sintesis y
liberacion de prostaglandinas F2a
por parte del endometrio, contri-
buyendo también al transporte
espermatico e incluso a la pro-
pia ovulacion (Jouanen, 1985). Por
otro lado, es un hecho amplia-
mente contrastado cémo las
prostaglandinas también influyen
en la mejora de la cinética esper-
matica del semen descongelado
en algunas especies (Dominguez,
1976).

Otra hormona, recientemente uti-
lizada como EE son los analogos
de la GnRH, especialmente en la
IA de conejas, adicionada direc-
tamente al diluyente seminal, con
objeto de producir la necesaria
ovulacién en esta especie (Dal
Bosco et al., 2014).
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En el afio 1983 es la escuela rusa la

que da el primer paso en la utiliza-
cion de enzimas como potenciado-
res seminales. Basados en el hecho
de que es necesaria una concentra-
cion adecuada de enzimas acroso-
micos (hialuronidasa). La hialuroni-
dasa es una enzima polisacarasa,

componente mayoritario del con-
tenido acrosémico cuya finalidad
es destruir el acido hialurénico
de la zona pellcida que rodea el
ovocito, facilitando la penetracion
espermatica (invasina). Antonyuk y
Bezlyudnikov (1983), en Belorusia,
después de adicionar diferentes

concentraciones de hialuronidasa
bovina a dosis seminales porcinas,
comprueban un incremento signi-
ficativo de la fertilidad con 50 mg
por dosis. Otras enzimas que tam-
bién se han utilizado como EE con
relativo éxito han sido la catalasa y
la tripsina.

Otros

Otras sustancias de diversa natura-
leza experimentadas en la tecnolo-
gia de EE son:

e Extractos bacterianos.
Leucocitos.
¢ AlbUmina sérica bovina (BSA).

* Detergentes para el control de la
viscosidad.

e (Carnitina.

* Arginina.
* Calicreina

Acido sidlico

Acido para-aminobenzoico.
¢ Antioxidantes (Vitamina E, etc.).
* Etc

(Roca et al., 2015). La prolificidad y
fertilidad son los dos parametros
con los que se mide el rendimiento
reproductivo y a su vez econo-
mico en las explotaciones porci-
nas (Bichard, 1985), obteniendo
resultados inferiores en la IA. En
el estudio realizado por la British
Meat and Livestock Commision en
1996, se constata que la fertilidad
media en monta natural es del
85% mientras que en la IA es del
77%. En estudios mas recientes
(Broekhuijse Feitsma, & Gadella,
2012) se justifica este problema
con un fallo en las variables a
medir en el semen de cerdo, ya
que no hay parametros que midan
la subfertilidad del macho semen-
tal como individuo. Otro de los
problemas realmente importan-
te en muchas explotaciones es
lo conocido como “sindrome de
infertilidad de verano”, que afecta
tanto a la cerda como al verraco,
produciéndose en los meses de
verano un descenso en la ferti-
lidad y obligando a incrementar
el manejo, lo que supone, ade-
mas, mayor gasto (Ngula, 2015). La

deteccion del celo en la hembra es
un factor importante para deter-
minar el tiempo 6ptimo de la pri-
mera IA (12-30 horas tras detectar
el celo) lo que puede dar fallo si se
detecta erréneamente (Goodwin,
1995; Hughes, 1994). La estructura
y disposicion del aparato genital
femenino dificultan adn mas la IA,
teniéndola que aplicar de forma
intrauterina en la mayoria de los
casos. En cuanto al macho, tene-
mos la dificultad del mal resulta-
do en la congelacién del semen,
siendo un limitante a la hora del
transporte y conservacién de las
caracteristicas del eyaculado (Eri-
kson& Rodriguez-Martinez, 2000).
Ademas, tenemos que contar con
la posibilidad del error humano.

El proceso de la IAP, puede resumir-
se en las siguientes etapas: reco-
leccion del eyaculado con mano
enguantada, diluciéon y preparacion
de las dosis seminales, refrigeracion,
evaluacion de la calidad seminal,
inseminacion de la cerda, transporte
espermatico hasta el oviducto por
contracciones uterinas, fecundacion
y gestacion.

ESTIMULANTES
ESPERMATICOS
COMBINADOS
(EEC)

Es evidente que en la formulacion
de estimulantes espermaticos apli-
cables comercialmente, lo ideal seria
aprovechar conjuntamente todas
y cada una de las potencialidades,
principio conceptual de lo que en
la actualidad hemos denominado
estimulantes espermaticos “combi-
nados” (EEc). Sin embargo, este es un

objetivo excesivamente ambicioso y

problematico, no solo por el reto que
supone desde el punto de vista de
la forma galénica hacer compatible
su aplicacion a las dosis seminales,
obligando al estudio de sus posibles
incompatibilidades, sino por su posi-
ble inactivacion ante la presencia en
el plasma seminal de enzimas que
los destruyen como ocurre con los
analogos de la GnRH en la IA de la
coneja (Dal Bosco et al.,, 2014).

Por otro lado, esta la propia legis-
lacion que ha prohibido la utili-

zacion de hormonas estrogénicas,
uno de los principales compo-
nentes de nuestro primer disefio
comercial de un EEc, como fue
Lechdn-Plus® para la especie por-
cina (Dominguez, 1996, Dominguez
et al, 1997a), o Bovimax® para la
bovina (Dominguez et al, 1997b).
En el afio 2004 se prohibi¢ el uso
de estrogenos por parte de la CEE
(Real Decreto 2178/2004, de 12 de
noviembre, por el que se prohibe
utilizar determinadas sustancias de
efecto hormonal y tireostatico vy
sustancias beta-agonistas de uso
en la cria de ganado).

Asf las cosas, durante los ultimos
seis afios, nuestro grupo de investi-
gacion ha continuado esforzandose
en la linea del disefio de un EEc
de Ultima generacion aplicable a la
IAP, que conjuntamente estimule la
motilidad espermatica, el transporte
espermatico y la capacidad fecun-
dante, y por extension la viabilidad
de los embriones, asegurando unos
altos niveles de fertilidad y prolifi-
cidad en el rendimiento de la IAP
de las explotaciones comerciales.
Recientemente se ha publicado en
el Boletin Oficial de la Propiedad
Industrial (17 abril de 2017, pagina
18), la solicitud de la patente corres-
pondiente. Su composicién, prote-
gida por la patente, esta basada en
una serie de sustancias que asegu-
ren la cascada fisioldgica necesaria

Fotografia 1. Adicion del EEc a la
dosis seminal en el momento previo
ala IA de la cerda, a través del cono
de acople al catéter de inseminacion
previamente abierto (también puede
inyectarse a traves del plastico de las
paredes del tubo de las dosis).

para la fecundacion de la hembra
desde que es inseminada. De forma
y manera que manteniendo la viabi-
lidad espermaticay la estabilidad de
las moléculas que aporta, permita
unos resultados optimizados de la
IAP, e incluso aplicable en determi-
nadas circunstancias desfavorables
como es el caso del “Sindrome de
infertilidad de verano”, o la practi-
ca de destetes muy precoces, y en
general en aquellos casos de sub-
fertilidad por causa desconocida.

Su formulacion se basa en estimu-
lantes de la motilidad espermatica,
agentes uteroténicos que facilitan
el transporte espermatico en el apa-
rato genital de la hembra, e induc-
tores de la ovulacién con objeto de
sincronizarla con la inseminacion
de las cerdas. Su manejo es muy
sencillo, consiste en afiadir 1 mL
por dosis seminal estandar tradicio-
nal (3.000 x 106 spz/ 90 mL), en el
momento previo a su aplicacion a la
cerda en celo (< 15 min) (Fotografia
1). La temperatura de conservacion
es igual al de las dosis seminales
(15°C-17°C) lo que facilita su alma-
cenamiento. El nombre comercial
propuesto es

“SuinFork”,

1. PRUEBAS DE
COMPATIBILIDAD SEMINAL
Y EFICACIA SOBRE

EL INCREMENTO DE
MOTILIDAD

Los objetivos de estas pruebas, reali-
zadas en el Laboratorio de Esperma-
tologia de nuestro Grupo de Investi-
gacion, es comprobar el efecto que
sobre la motilidad tiene el EEc dise-
flado, tanto en el momento de su
adicion, como posteriormente tras
la incubaciéon a 37°C. Determinar
si dicho efecto se mantiene tanto
en el semen recién procesado o
varfa con la conservacién a 15 C
durante varios dias. Y por supues-
to, demostrar que no tiene ningdn
efecto deletéreo o téxico para los
espermatozoides.

Se utilizé un sistema computarizado
CASA® para medir motilidad (tanto
total como progresiva) y comprobar
la concentracién espermatica de la
muestra.

Se puso una gota de 5 pL de cada
muestra (semen control y adicionado
con EEc) en una cdmara de Makler
a 37°C (alterando lo menos posible
la muestra) e inmediatamente se
observaron bajo el microscopio. Se
analizaron todas las muestras cada
media hora, empezando nada mas
afiadir el aditivo (tiempo 0 h), dete-
niendo los analisis cuando no se
observaba apenas motilidad (2 a 4
horas).

Con el software ISAS®, se modifica-
ron parametros permitiendo asf elimi-
nar de nuestro analisis particulas que
no son espermatozoides, trayectorias
rotas o intercambiadas, espermato-
zoides inmoviles que son considera-
dos como moviles, etc.

Los parametros de motilidad regis-
trados fueron los siguientes: MOT:
Motilidad total (%); PROG: Progre-
sién (%); VCL: Velocidad segun la
trayectoria curvilinea (um/s) que
es la distancia recorrida a lo largo
de su trayectoria real en funcién
del tiempo; VSL: Velocidad Rectili-
nea (um/s) es la distancia recorrida
entre el primer punto y el dltimo
de su trayectoria; VAP: Velocidad
recorrida por el espermatozoide
a lo largo de la trayectoria media
(um/s); LIN: Indice de Linealidad
(%); STR: Indice de Rectitud (%);
WOB: Indice de Oscilaciéon (%); ALH
media: Amplitud media del despla-
zamiento lateral de la cabeza; BCF:
Frecuencia de batido.

Paralelamente se llevd a cabo el ana-
lisis con citometria de flujo con obje-
to de estudiar los siguientes parame-
tros de calidad seminal:

* Viabilidad espermética

* Estabilidad de membrana
* Actividad mitocondrial

* (Capacitacion espermatica
* Dafio acrosémico

Con este objetivo se diluyeron las
muestras de semen con PBS-BSA
0,5% vy se les afiadio diferentes tin-
ciones en funciéon de lo que queria-
mos medir.

Para llevar a cabo las tinciones, se
pasaron 3 pl de la muestra (alre-
dedor de 10° espermatozoides/ml
final) a la tincién correspondiente.
Una vez tefiidos todos los tubos
durante 15 min a 37°C, se pasaron
las muestras a tubos de citometria




O Grafico 1. Evaluacion de la motilidad espermatica (%) en grupo control y grupo EEc (SuinFort).
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con 300 pL PBS-BSA 0,5% alicuo-
tados previamente y se analizaron
mediante citometria de flujo (pro-
visto de tres laseres de diodo (405
nm —violeta—, 488 nm —azul—,
635 nm —rojo—).

La mayoria de los parametros estu-
diados en sistema CASA, usados
para valorar la calidad seminal, mos-
traron diferencias significativas en
cuanto al dia y tiempo de incubacion
(p < 0,001), no siendo asf con el tra-
tamiento.

En cuanto a la fisiologia espermatica
no detectamos un efecto significa-
tivo del tratamiento en las variables
evaluadas por citometria, excepto
para la proporcién de espermatozoi-
des con mitocondrias activas. Existen
resultados significativos en la inte-
raccion de las horas de incubacion
y los dias.

Se comprobd como existe un
aumento en la motilidad hasta la
hora y hora y media de incubacion
respectivamente para después dis-
minuir en ambos grupos. El gru-
po EEc (SuinFort) empieza (tiempo
cero) con una MOT y PROG mayor
(60,243,3 y 11,241,5 respectiva-
mente), superior al grupo control
(53,7+4,1 y 6,4+1,1). También hay
que destacar que las dosis semina-
les conservadas a 17°C durante 5
dias antes de ser testadas, la MOT
del grupo del EEc fue superior al
control hasta las 2,5 h de incubacién
a 37°C. (Gréfico 1).

En definitiva se concluye que el efec-
to estimulante del EEc sobre la moti-
lidad se centra fundamentalmente
en la primera hora después de haber

sido afiadido a la dosis seminal, lo
que explica el efecto beneficioso que
sobre la fertilidad y prolificidad se
constata en las pruebas “in vivo”.

Ademas, teniendo en cuenta que en
las dosis conservadas durante 5 dias,
se produce un incremento tanto de
la motilidad progresiva, linealidad y
velocidad rectilinea, con respecto a
los controles, induce a concluir que
la pérdida de calidad seminal por
efecto de la conservacién es com-
pensado por el EEc.

En cuanto a los parametros de cali-
dad estudiados por citometria de
flujo no se encontré ninguna dife-
rencia, estadisticamente significativa,
entre el grupo control y el grupo
experimental que recibia EEc, lo que
demuestra que el EEc es un produc-
to seguro y no toxico para los esper-
matozoides.

Grafico 2. Efecto del EEc sobre la fecundidad (diagndstico gestacion a los
28 dias de la I1A), fertilidad (% partos por cerda inseminada), y prolificidad
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2. PRUEBA DE CAMPO “IN
VIVO”, DE EFICACIA DEL
EEC SOBRE LA FERTILIDAD
Y PROLIFICIDAD

La prueba de eficacia “in vivo” se rea-
liz6 en una granja comercial porcina
de Castilla y Ledn, de 650 madres
Landrace, de clasificacion zootécnica
de multiplicacién con autoreposicion
para la produccion de la F, y clasifi-
cacion sanitaria A3 ESC. Durante dos
afios se aplicd simultaneamente el
EEc a la mitad de las cerdas insemi-
nadas, sirviendo el resto de contro-
les. La eleccidn de las hembras para
destinarlas a cada grupo se hacia de
forma randomizada, de manera que
ambos grupos fueran homogéneos
en cuanto a ciclo reproductivo y ante-
cedentes reproductivos se refiere.

En el Grafico 2, se recogen los resul-
tados globales en cuanto a fecundi-
dad (% de hembras prefiadas en el
momento del diagndstico de gesta-
cion a los 28 dias por ecografia), y
fertilidad (% de paridas), asi como los
parametros de prolificidad (lechones
nacidos totales por camada, nacidos
vivos y nacidos muertos). Los resul-
tados se analizaron estadisticamente
por un método de ANOVA factoral,
LSD Fisher y el paquete SAS.

Todos los parametros reproducti-
vos son favorables al EEc utilizado,
siendo en el caso de la fecundidad y
fertilidad al parto el incremento alta-
mente significativo desde el punto
de vista estadistico. Constatandose
un lechén vivo mas por camada con
respecto a los controles.

En conclusién podemos decir que
el EEc disefiado por nuestro gru-
po de investigacion, proporciona
unos resultados muchos mas pre-
decibles y homogéneos que los que
pudieran ofrecer los componentes
individualmente. Constatandose un
incremento de la fertilidad de 4,4
puntos porcentuales con respecto a
los controles, con caracter estadisti-
co muy significativo, produciéndose
ademas un incremento medio de
un lechoéon vivo por camada. Pro-
porcionando también una unifor-
midad en los resultados tanto de
fertilidad como de prolificidad a lo
largo de todo el afio, y por supuesto
controlando perfectamente la caida
estacional del verano que solo se
aprecié en los controles (Grafico 3).

Grafico 3. Porcentajes de repeticiones al celo tras la IA a lo largo de los
diferentes meses del afio, en el grupo control y el grupo que recibe el
EEc, donde los resultados son mucho mas homogéneos y notablemente
inferiores al control, sin apreciarse el efecto estacional del verano.
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