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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la adicién del extracto de
Aloe vera en un medio de criopreservacion sobre la congelabilidad del semen
porcino. Se utilizaron 16 eyaculados de 4 verracos sexualmente maduros, de 1 a 3
afos, adaptados y mantenidos en una granja en el cantén Guachapala, los analisis
seminales y la congelacion se realizé en el laboratorio de Biotecnologias de la
Reproduccion Animal de la Universidad de Cuenca; los eyaculados fueron divididos
en dos alicuotas para los tratamientos: T1.- Congelacion de semen porcino en
diluyente a base de citrato de sodio y yema de huevo; y, T2.- Congelacién de semen
porcino en diluyente a base de citrato de sodio, yema de huevo mas 10% v/v de Aloe
Vera del agua de preparacion. Se valoré posdescongelaciéon parametros de:
motilidad individual progresiva, vitalidad e integridad de membrana (HOS Test). Se
utilizé un disefio completamente al azar. El analisis estadistico se realizé con prueba
t de student y U de Mann-Whitney. No se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos (P>0,05) sobre las variables: motilidad, vitalidad y anormalidades;
sin embargo, en HOS Test se obtuvo porcentajes mas altos (P<0,05) en T2 en
comparaciéon con T1 (respectivamente: 15,54+0,50% y 13,89+0,65%). Se concluye
que la adicion del extracto de Aloe vera al 10% v/v del agua de preparacion de los
medios no produjo diferencia en los parametros de motilidad, viabilidad; no obstante,
disminuyo los efectos deletéreos de la crioconservacion sobre la integridad de la

membrana plasmatica del espermatozoide porcino.

Palabras claves: SEMEN PORCINO, CRIOPRESERVACION, ADITIVOS, ALOE
VERA.

Manuel Humberto Guachun Yanza
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of the addition of Aloe vera
extract in a cryopreservation medium on the freezing of porcine semen. We used 16
ejaculates of 4 sexually mature boars, from 1 to 3 years, adapted and maintained in a
farm in the Guachapala canton, the seminal analyzes and the freezing was carried
out in the laboratory of Biotechnologies of the Animal Reproduction of the University
of Cuenca; The ejaculates were divided into two aliquots for the treatments: T1.-
Freezing of porcine semen in diluent based on sodium citrate and egg yolk; And, T2.-
Freezing of porcine semen in diluent based on sodium citrate, egg yolk plus 10% v /
v of Aloe Vera in the preparation water. Post-freeze parameters were: progressive
individual maotility, vitality and membrane integrity (HOS Test). A completely random
design was used. Statistical analysis was performed with Student's t test and Mann-
Whitney U test. There were no significant differences between the treatments (P>
0.05) on the variables: motility, vitality and abnormalities; However, HOS Test
showed higher percentages (P <0.05) in T2 compared to T1 (respectively: 15.54 +
0.50% and 13.89 £ 0.65%). It is concluded that the addition of the Aloe vera extract
to 10% v / v of the media preparation water produced no difference in the parameters
of motility, viability; However, decreased the deleterious effects of cryopreservation

on the integrity of the plasma membrane of porcine spermatozoa.

Keywords: PORCINE SEMEN, CRYOPRESERVATION, ADDITIVES, ALOE VERA.

Manuel Humberto Guachun Yanza
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La criopreservacion de semen es una biotecnologia importante para el
mantenimiento y la diversidad genética de muchas especies animales. A pesar de
los avances alcanzados hasta el momento en la criopreservacion de semen, se
evidencia la necesidad de nuevos estudios vislumbrando el uso de otras sustancias
que pueden ofrecer mayor proteccion a la célula espermatica (Souza et al., 2014).
El proceso de crioconservacion reduce la capacidad fecundante del semen porcino
debido a la alta sensibilidad del esperma al choque por frio y al dafio peroxidativo
por la composicion de la membrana plasmética (niveles elevados de fosfolipidos
insaturados y bajos niveles de colesterol); el proceso de enfriamiento, congelacion y
descongelacién inducen cambios de la membrana espermatica desestabilizadndola y
alterando la homeostasis del calcio, dafiando el acrosoma y ocasionando trastornos
lipidicos (Yeste, 2015). En definitiva, el estrés que el proceso de congelacion causa
a la estructura de la célula esta relacionado con la circulacion del agua a través de la
membrana y la deshidratacion, asi como con la posibilidad de que se forme hielo

intracelular si el enfriamiento es rapido (Gonzalez, 2010).

Se han realizado diferentes intentos para contrarrestar los efectos detrimentales
generados por los protocolos de criopreservacion, entre los cuales destacan la
basqueda de marcadores de congelabilidad, la seleccibn y preparacién de
espermatozoides y la suplementacion de los medios de congelacion vy

descongelacion con plasma seminal, antioxidantes y otros aditivos (Yeste, 2015).

Los protocolos de criopreservacion de semen porcino requieren centrifugar la parte
rica de espermatozoides del semen; con lo que se pierde enzimas responsables de
la metabolizacién de los Radicales del Estrés Oxidativo (ROS) y la disminucion de
los compuestos antioxidantes en el medio extracelular (Williams, 2013). Los dafios
espermaticos causados por los ROS se generan durante la congelacion y
descongelacién e incluso en el almacenamiento en nitrogeno liquido. Para reducir el
efecto de los ROS se ha empleado desde el suministro de dietas alimenticias a los

verracos suplementadas con selenio para mejorar la viabilidad espermatica en

12
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semen fresco y refrigerado, hasta la suplementacion de antioxidantes a los medios
de congelacion-descongelacién como la vitamina E, Glutation reducido, Acido
ascoérbico (Bathgate, 2011), asi como el uso de extracto de plantas como el de
hinojo, aceite de salvado de arroz, romero, Te verde, agua de coco y otros (Yeste,
2015).

Dominguez et al., (2012) indican que el extracto de Aloe vera contiene sustancias
quimicas como vitaminas, minerales, enzimas, lipidos, compuestos organicos y
aminoacidos; los fitoquimicos activos del mucilago (gel) como el acido ascérbico,
tocoferoles (Vitamina E) y compuestos fendlicos son capaces de reducir los
radicales libres que causan las reacciones de oxidacion, dandole al aloe vera la
propiedad de antioxidante.

En estudios realizados sobre la criopreservacion espermatica empleando Aloe Vera
como aditivo o como crioprotector en diluyentes de congelacién para
espermatozoides de otras especies de animales, se determin6 que en los ovinos al
congelar semen con diluyentes en combinacion con el extracto sefialado y yema de
huevo se pudo obtener una tasa de motilidad progresiva de hasta 20% superior al
testigo (60% vs 40%) al emplear una concentracién de 1:1 con el medio a base de
agua de coco y citrato de sodio antes de ser adicionado yema de huevo. Valores
superiores al 50% de aloe vera resultaron nocivos. Al emplear el extracto de Aloe
vera al 20% en la criopreservaciéon de semen ovino como crioprotector en reemplazo
de la yema de huevo en diluyentes a base de agua de coco, fue ineficaz como
criprotector externo debido probablemente a la viscosidad del gel mucilaginoso de
esta planta de modo que para obtener los beneficios del aloe vera, el diluyente a

preparar debe contener yema de huevo (Gutiérrez et al., 2006).

La informacion existente del uso de Aloe vera en la criopreservacion de semen
porcino es escaza. Sin embargo, su empleo en la criopreservacién espermatica de
otras especies a resultado beneficioso, probablemente, debido a las glicoproteinas
presentes en su estructura y a que su actividad biolégica estimula la proliferacion
celular, ademas de actuar como antioxidante al disminuir las concentraciones de

peroxidos lipidicos de alto nivel (Toledo, 2003).

13
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Investigaciones realizadas demostraron que las defensas propias de los
espermatozoides porcinos contra los ROS estdn mucho mas reducidas que en otras
especies y que el refuerzo de estas defensas mediante la adicién de antioxidantes a
los diluyentes tiene un mayor efecto en el esperma porcino (Bathgate, 2011), al
emplear el extracto gel de Aloe Vera, gracias a algunos de sus compuestos con
propiedades antioxidantes, se esper6 mejorar la calidad esperma porcino
posdescongelacién; con el propdsito probar lo expuesto, en esta investigacion se
analizé la adicion de aloe vera que sustituye el 10% del volumen total de agua
utilizado en la preparacién de un diluyente de congelacién seminal a base de citrato

de sodio y yema de huevo.

14
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1.1 Hipétesis.

La adicion del gel de Aloe vera, que sustituye un 10% del volumen total de agua
utilizado para la preparacion de un diluyente de congelacion a base de citrato de
sodio y yema de huevo, genera una variacion positiva en los parametros de

viabilidad de los espermatozoides porcinos descongelados.
1.2 Objetivos.

1.2.1 Objetivos General.

Evaluar el efecto de la adicion del extracto del Aloe vera (Aloe barbadensis miller),
que sustituye un 10% del volumen total de agua necesario para la preparacion de un
medio de congelacibn a base de citrato de sodio y yema de huevo, sobre la

congelabilidad del semen porcino.

1.2.2 Objetivos especificos.

Evaluar la viabilidad espermatica pos-descongelacion de semen porcino
criopreservado mediante la vitalidad, motilidad e integridad de la membrana
plasmética.

15
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Criopreservacién de semen porcino.

La criopreservacion de semen de verraco permite preservar a los espermatozoides
por un periodo de tiempo indefinido si es mantenido en nitrégeno liquido a -196 °C
(Cosme, 2005) en la que se interrumpe el metabolismo celular, lo que permite
mantener indefinidamente el estado celular y la capacidad fecundante de los
espermas una vez descongelados, proporcionando al porcicultor mejores opciones

para un adecuado manejo reproductivo (Cérdova et al., 2005; Mercado, 2011).

Los procedimientos de criopreservacion y descongelacién infligen dafios que
reducen la capacidad fecundante del espermatozoide y el comportamiento
reproductivo del verraco, dafios que se deben en gran parte a la alta sensibilidad de
los espermatozoides de cerdo al choque por frio y al desbalance en la relacion
colesterol_fosfolipidos de la membrana espermética que se desestabiliza por los
procesos de criopreservacion, afectando la homeostasis del calcio asi como la
integridad del acrosoma y del ADN (Mercado, 2011; Yeste, 2015). Posiblemente
estas serian las causas de una baja supervivencia espermatica y una fertilidad
menor en comparaciéon con el semen fresco o refrigerado, conllevando a una
utilizacion reducida de semen congelado de verraco en la inseminacién (Cérdova et
al., 2005).

Medrano, (2005) indica que la exposicion del espermatozoide porcino a bajas
temperaturas, genera una capacitacidon espermatica con cambios en la estructura
lipidica de la membrana, provocando cambios en su permeabilidad, asi como una
reduccion en la eficiencia de las enzimas homeostaticas y la presencia de una
osmolaridad inadecuada durante los procesos de enfriamiento, congelacion y

descongelacion.

Se ha observado en la congelacion espermatica del porcino una reducida formacion

de gotas hiperosmoéticas no congeladas dentro de la célula, que son las encargadas
16
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de minimizar los dafios intracelulares provocados por la formacién de cristales de
hielo intracelular, esto implica que la presencia de agua osmoéticamente inactivada
formadora de cristales de hielo intracelular sea incluso el doble en el esperma
porcino que las observadas en otras especies (humanos y bovinos), de esa manera
aumentando el dafio espermatico en la congelacion del semen porcino (Medrano,
2005).

Cifras recientes indican que la tasa de paricion tras la IA con semen congelado-
descongelado esta entre 75-80% empleando IA intrauterina profunda y una doble
inseminacioén con una buena tasa de prefiez, supervivencia de los embriones y

namero de fetos normales (Yeste, 2015).

2.1.1 Diluyentes de criopreservacion porcino.

Los diluyentes protegen a los espermatozoides durante el enfriamiento, congelacién
y descongelacion (Cosme, 2005). Estos diluyentes deben proporcionar accion
tampoén, ser de bajo costo, asi como de prestar proteccion contra los cambios de
temperatura y estabilidad de los sistemas enzimaticos e integridad de la membrana
espermatica; por lo que los diluyentes de congelaciéon son uno de los factores que
afectan de manera determinante la calidad espermaética post-descongelacion
(Mercado, 2011; Souza et al., 2014)

Los diluyentes para criopreservar el semen porcino contienen citrato de sodio,
bicarbonato de sodio, tris-hidroximetil aminometano (TRIS); acido 2-N-morfolino
etanosulfénico (MOPSn) y el &cido N-2hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico
(HEPES) que son sustancias amortiguadoras o Bufer que permiten controlar el pH y
mantenerlo entre 6.4 a 6.8. Estos compuestos pueden combinarse y titularse en
rangos mas amplios de pH y osmolaridad y son relativamente inocuos para los

espermatozoides (Ochoa & Ortega , 2008).

Comunmente, se agregan azucares a los diluyentes como la lactosa, sucrosa,
rafinosa, fructosa, trehalosa y glucosa, este ultimo es el mas utilizado habitual en los
diferentes diluyentes para semen porcinos, los azucares funcionan como fuente de

17
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energia para la motilidad y reservas energéticas para el espermatozoide, ademas
contribuyen en la osmolaridad del diluyente; asi, azucares como la glucosa, lactosa y
en menor medida la fructosa, del mismo modo como el polivinil pirrolidona (PVP)
forman moléculas que ejercen su efecto crioprotector sin necesidad de traspasar al
interior de la célula espermética (Rodriguez, 2005; Ochoa & Ortega , 2008; Duran et
al., 2009; Gonzalez, 2010; Williams et al., 2015).

Proteinas como la albumina sérica bovina (BSA) adicionado a los diluyentes de
criopreservacion, tendrian efectos estimulantes de la motilidad espermatica,
propiedades antiperoxidantes, Gtil como sustrato energético e incluso inactivaria los
subproductos del metabolismo espermético y bacteriano al combinarse con ellos
(Ochoa & Ortega , 2008). Asi también se han venido utilizando con continuidad la
yema de huevo para el control de los dafios ocasionados en el plasmolema
espermatico y prevenir su desestabilizacion durante la criopreservacion, se
considera un componente indispensable en los diluyentes crioprotectores del semen

del verraco, empleando cominmente en un 20% (Gonzélez, 2010).

Por la presencia tanto de agentes microbianos patdogenos exdgenos asi como la
microbiota propia del diverticulo prepucial, uretra y pene que produce toxinas y la
consiguiente putrefaccion de los componentes de origen biolégico del diluyente,
afectando negativamente en la fertilidad del semen, por lo que es necesario la
inclusion de antibiéticos en los diluyentes seminales (penicilina, estreptomicina,
lincomicina, espectinomicina, gentamicina, polimixina, ceftiofur, = amikacina y
dibekacina) para la inhibicion del crecimiento bacteriano, pero sin afectar la motilidad
y morfologia acrosomal del espermatozoide (Rodriguez, 2005; Ochoa & Ortega,
2008)

Ademas de los antibioticos y proteinas, se ha venido usando en los diluyentes de
congelacion, crioprotectores que penetran el espermatozoide como es: el glicerol,
dimetilsulféxido (DMSO), etilenglicol (EG) y propilenglicol (PG), los mismos que
minimizan los dafios causados por congelacion, interviniendo en la formacién de
hielo extracelular, deshidratacion del esperma y en la hiperconcentracion toxica de

solutos dentro de la célula espermatica después de la descongelacion (Rodriguez,

18
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2013). De todos estos crioprotectores mencionados, el glicerol es el crioprotector
mas utilizado para los espermatozoides porcinos; no obstante, el esperma es muy
sensible a los efectos toxicos del glicerol por lo que se ha establecido una
concentracion oOptima que esta entre 2 a 4%, que debe ser afadido a los

espermatozoides a los 5°C para obtener mejores resultados (Juarez, 2009).

2.1.2 Aditivos en la criopreservacion espermatica porcina.

Con base en el principio, de que la adicién de solutos en agua reduce la temperatura
de congelacién retardando la aparicion de cristales de hielo (Souza et al., 2014), y
que la presencia de los antioxidantes frente a los sustratos oxidables, retrasan o
anulan la oxidacién de dicho sustrato (Williams S, 2013), se hace necesario el uso
de los crioprotectores adicionales que modifiquen los componentes en los diluyentes
de criopreservacion con el fin de mejorar la viabilidad espermética pos
descongelacién; una serie de compuestos como es: el hinojo, aceite de salvado de
arroz, cafeina, romero, té verde y agua de coco han sido adicionados a los
diluyentes con buenos resultados en la criopreservacion espermatica; asi también se
informa sobre el uso de otros aditivos criopretectores como: vitamina E, glutation
reducido, acido ascérbico que mejorarian la viabilidad espermatica (Bathgate, 2011;
Yeste, 2015).

Se ha realizado investigaciones suplementando a los medios de congelaciéon y
descongelacién plasma seminal, con mejoras en la motilidad, integridad de la
membrana y controlando la precapacitacion del esperma tras los procesos de
congelacién-descongelacion (Okazaki et al., 2014). La adicién de plasma seminal en
un 10% (v/v) en la solucion de descongelacion para la 1A, generé una tasa de
concepcioén del 80,2% y un tamafio de la camada de 10,1 lechones (Bathgate, 2011;
Okazaki et al., 2014).

2.1.3 Antioxidantes.

Los procesos de dilucion y/o centrifugacion previa a la congelacion disminuye la
concentracion de compuestos antioxidantes como alfa-tocoferol, acido ascérbico,
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taurina, hipotaurina, entre otros presentes en el plasma y que junto con los proceso
de enfriamiento que provocan alteraciones estructurales, reduciendo Ila
permeabilidad selectiva de la membrana espermatica; esto induce que se pierda en
el esperma enzimas intracelulares responsables de la metabolizacion de las ROS
(Radicales del estrés oxidativo), asi como trastornos en el balance iénico, con una
consecuentes trastornos en el metabolismo aerdbico y anaerobica del glucogeno,
comprometiendo todas aquellas funciones celulares energético-dependientes como
la motilidad; de igual manera por lo expuesto anteriormente se ocasiona pérdida del
balance ionico del sodio, zinc y calcio, que se acumulan en el espacio intracelular, y
del potasio y magnesio que salen masivamente de la célula en detrimento de una

adecuada criopreservacion del semen porcino (Dominguez et al., 2010).

Se sabe que parte de la reduccion en la motilidad y fertilidad espermética asociada
con la criopreservacion podria ser debido al dafio oxidativo por una excesiva e
inapropiada formacion de ROS, que potenciara el fenébmeno de peroxidacion lipidica
en los espermatozoides funcionales, lo cual da lugar al “envejecimiento prematuro”,
gue provocara la muerte espermatica en corto periodo de tiempo, que a su vez
induciria un estrés funcional que terminard a corto plazo con la muerte de los

espermatozoides (Vasco et al., 2007).

Para controlar los efectos de los ROS en la lipoperoxidacion que podria ser uno de
los mecanismos bioquimicos responsables de los cambios espermaticos durante la
criopreservacion, se ha venido utilizando antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
que actian mediante diferentes mecanismos, pues los antioxidantes cuando se
encuentran presentes en bajas concentraciones respecto a los sustratos oxidables,
retrasan o anulan la oxidacién de dicho sustrato (Williams, 2013); no obstante, los
ROS son producidas por todas las células vivas bajo condiciones aerdbicas y en los
espermatozoides requieren de este proceso fisiolégico para que tenga lugar la
capacitacién y reaccién acrosomica necesarios para la fertilizacion de los ovocitos.
(Vasco, et al., 2007; Bathgate, 2011).

Los acidos grasos poli-insaturados son abundantes en la membrana plasmatica de

los espermatozoides porcinos, por lo que se tornan muy susceptibles al ataque de
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los radicales del estrés oxidativo (ROS) y que se ve agravado por los mismos
procesos de maduracion espermatica por la cual pierden una gran parte de su
citoplasma, y con ello el conjunto de defensas enziméticas que los protegen de los
dafios peroxidativos. Buscando reducir los dafios por oxidacion en el esperma
criopreservado se han utlizado algunos elementos como: Plasma seminal,
sustancias con actividad similar a la superoxidodismutasa o catalasa, a-tocoferol,
acido ascorbico, glutation, piruvato, taurina, hipotaurina, y albumina (Henao, 2008;
Bathgate, 2011).

Hay dos métodos para la suplementaciéon de los antioxidantes que tienden a
utilizarse en el intento de mejorar la calidad de les espermatozoides
posdescongelacién; la primera es la suplementacién dietética afiadiendo
antioxidantes no enzimaticos en el alimento del verraco, buscando aumentar los
niveles de antioxidante en el plasma seminal y espermatozoides, que posteriormente
irA a proteger al esperma durante los procesos de criopreservacion; y el segundo
método es la suplementacion con antioxidantes directamente a los medios de
refrigeracion, congelacion y descongelacion (Bathgate, 2011), como se ha
observado con el licopeno extraido de tomate y que ejerce un efecto protector de los
principales Acidos grasos (AG) no saturados de la membrana espermatica frente a

los procesos de lipoperoxidacion espermatica (Holt et al., 2005; Williams, 2013).

Los antioxidantes enzimaticos utilizados en la suplementacion de medios de
criopreservacion son: el superoxido dismutasa (SOD) neutraliza el anion superoxido
y la convierte en H202 y oxigeno. El H202 a partir de esta reaccion es atrapado por

la catalasa y la peroxidasa, para convertirlos en agua y oxigeno (Bathgate, 2011).

Se han utilizado sustancias antioxidantes como el Hidroxitolueno Butilado (BHT) que
adicionado al medio de dilucién espermatica, incrementd la movilidad e integridad
acrosémica tras un choque por frio a 5 °C y redujo considerablemente la
peroxidacién lipidica del semen criopreservado, permitiendo un mayor desarrollo
embrionario; asi también se han adicionado otras sustancias antioxidantes en el
medio de enfriamiento, congelacion y descongelacion como son la el a- Tocoferol

(Vitamina E), el Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid),
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glutation (GSH) y el superéxido dismutasa con resultados satisfactorios (Gonzalez,
2010; Bathgate, 2011).

Se han probado también antioxidantes naturales tales como tocoferoles, acido
ascorbico, acido docosahexaenoico y otros aditivos como el extracto de romero,
aceite de salvado de arroz, extractos de té verde y algunos flavonoides que a pesar
de no ser definidos como antioxidantes, que al ser afiadidos a los medios de
congelacion ejercen un efecto protector sobre la membrana plasmatica de los
espermatozoides, conservando tanto su actividad metabdlica, funcionalidad y
supervivencia al disminuir el estrés oxidativo, contrarrestan las crio lesiones vy
aumentando el sistema de defensa de los espermatozoides contra los procesos
oxidativos producto de la criopreservacién espermética (Henao, 2008; Williams,
2013; Yeste, 2015). Por otro lado se ha encontrado que algunos polisacaridos del
gel de sabila poseen propiedades antioxidantes y efectos protectores en células de

origen animal (Dominguez et al., 2012).

2.2 Aloe Vera (Aloe Barbadensis miller).

De la especie Aloe Vera la variedad Barbadensis Miller es la mas activa
biolégicamente entre 400 especies, es una planta perenne con hojas verdes
turgentes unidas en el tallo en un patron de roseta, estas hojas en su madures llegan
a tener mas de 63 cm de largo con picos de sierra a lo largo de sus margenes
(Gupta et al., 2012; Dominguez et al., 2012).

La hoja de Aloe Vera proporciona dos fuentes principales de secrecion, el latex
amarillo (exudados) y el gel transparente (mucilago) que proviene del parénquima o
pulpa localizada en la parte central de la hoja y representa del 65 al 80 % del peso
total de la planta (Gupta et al., 2012). Posee propiedades antiinflamatorias
inmunoestimulante, antioxidante, antitumoral, Anti-Ulcera incluso antidiabética
(Dominguez et al., 2012; Shahzada et al., 2013).
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2.2.1 Gel de Aloe Vera.

Aspectos importantes de la planta de Aloe Vera en cuanto a sus componentes

actividad y procesamiento se detallan a continuacion:

Ingredientes activos.- El mucilago de Aloe Vera (Aloe Barbadensis miller)
contiene 98,5 % de agua y una fraccion solida del gel en 0,8 a 1,5%; de esta
fraccion solida estd compuesta por: azlcares en un 25% (glucosa, fructuosa,
manosa, sacarosa y galactosa), saponinas en un 3%, enzimas (fosfatasa
alcalina y acida, amilasa, lactato deshidrogenasa, lipasa, catalasa, peroxidasa
y oxidasa), acidos salicilicos, aminoacidos (proporciona 17 de los 22
aminoacidos necesarios para el hombre y 7 de los 8 aminoacidos esenciales),
esteroles (colesterol, campesterol, lupeol y B-sitosterol), vitaminas (B1, B2,
2005; Sanches & Santa, 2009;
2013). El Aloe vera tiene otros

B6, niacinamida y colina) (Vega et al.,
Dominguez et al.,, 2012; Sahu et al.,
compuestos con propiedades activas a los que se ha podido cuantificar en el

siguiente cuadro.

Cuadro 1.- Componentes quimicos del gel de aloe vera.

Compuestos Concentracion Referencia

Humedad 98,5 % (Miranda et al., 2009;

Solidos totales 085 — 1,55 % Hernandez & Giraldo,

Ph 5,0 2011,

Calcio 0,78 mg/100ml Dominguez et al., 2012)

Fosforo inorganico 14 mg/100ml

Sodio 436,81 mg/100ml

Potasio 840,65 mg/100ml

Calcio 0,378 mg/ml

Magnesio 3,95 mg/100ml

Manganeso 16,92 ppm (Pulgarin, 2010)

Hierro 75,53 ppm

Zinc 10,44 ppm

Cobre 9,95 ppm

*Vitamina C (Acido ascérbico) | 127,6 + 5,5 mg/100g (Miranda et al., 2009;

*Vitamina E (Tocoferoles) 0,217 * 0.003 | Dominguez et al., 2012)
mg/100g

*Fenoles totales(Acido gélico) | 79,2 mg/100g

*Vitamina A (Carotenoides) | ----------------

*.- Con propiedades antioxidantes.

Manuel Humberto Guachun Yanza
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Actividad bioldgica del gel.- Se ha reportado que el Aloe vera proporciona
un alto nivel de capacidad antioxidante dependiendo del estado de madurez,
lo que sugiere que la planta posee diferentes concentraciones en sus
compuestos activos y diversos grados de capacidad antioxidante con relacion
a su fase de desarrollo fenolégico (Miranda et al., 2009). Para fines
medicinales se emplean plantas de 3 a 5 afios de edad de las que se toman
las hojas inferiores por ser las mas maduras y las que tienen mayor cantidad
de principio activo (Quiroz, 2013). Las propiedad antiséptica del Aloe vera se
debe a la presencia de agentes como: lupeol, acido salicilico, nitrégeno
ureico, acido cinnamonico, fenoles, azufres erpenoides, flavonoides, taninos
glucomanano y el acemanano antroguinona, estos compuestos tienen accion
inhibidora sobre hongos, virus y bacterias como son: Streptococcus, Shigella,
Trichophyton mentagrophytes, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans
(Sahu et al., 2013; Shahzada et al., 2013). El papel exacto del gel de Aloe
vera no se conoce pero después de la administracion en la piel, se genera
una proteina antioxidante, la metalotioneina, que limpia los radicales hidroxilo
e impide la supresion de superoxido dismutasa y glutation peroxidasa (Sahu
et al., 2013). Varios compuestos de bajo peso molecular como las Vitaminas
C, E y A que estan presentes en el gel de Aloe, y que son capaces de
conportarse como antioxidantes que neutralizan los ROS e inhibiendo su
liberacion (Mejia, 2011).

Procesamiento del gel.- Existen varios métodos para la obtencién del gel,
tales como: escurrimiento simple, escurrimiento con adicibn de calor,
separacibn mecanica por prensado, separacion mecanica manual por
frotacion de las hojas, separacién manual por fileteado y licuado; fileteado y
triturado (Dominguez et al., 2012). Se ha observado que el gel de Aloe Vera,
al ser estabilizado con otras sustancias, genera citotoxicidad a las células
normales (Sahu et al., 2013); el uso y procesamientos que implica
calefaccion, deshidratacion, estrujado y los inadecuados procesos durante la
preparacion o estabilizacion del gel, causa modificaciones irreversibles que

afectan la estructura original y que promueven cambios importantes en las
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propiedades bioquimicas de los componentes bioactivos del gel, como en los
polisacaridos y compuestos antioxidantes. Esto hace que muchos de los
productos procesados contengan muy poco o casi ningun ingrediente activo
comparado con lo encontrado en un gel de reciente extraccion, inclusive
cuando el gel de Aloe vera se expone al aire, este se oxida rapidamente y se
descompone perdiendo gran parte de su actividad biolégica (Dominguez et
al., 2012), por lo que es preferible que las hojas se procesen inmediatamente
después del corte para evitar las modificaciones expuestas anteriormente que
probablemente son debida a reacciones enzimaticas y a la actividad de las

bacterias normalmente presentes en las hojas (Marquez, 2012).

2.2.2 Aloe Veraen lacriopreservacion seminal.

El extracto gel de Aloe Vera se ha venido utilizando en los diluyentes de
preservacion y congelacion de semen de algunas especies, como las observadas en
la dilucion del semen de ganado ovino, asi como en su congelacion (Sahu et al.,
2013; Shahzada et al., 2013). Se ha demostrado que el gel de aloe vera en un 40 %
en combinacién con un diluyente de citrato de sodio al 3%, obtuvo 49.5% de
motilidad progresiva en semen descongelado de ovino con tasas satisfactorias de
fertilidad con inseminacion intrauterina, recomendando no utilizar més de 50% de gel
de Aloe Vera por reducir la motilidad a niveles inferiores a las requeridas para

células espermaticas criopreservadas (Cosme, 2005; Gutiérrez et al., 2006).

Souza en el 2010 indica que la adicion del extracto puro de Aloe Vera en un 5% a un
diluyente empleado para semen de caprino, fue capaz de mantener los parametros
espermaticos por un periodo de 48 horas a 4°C, considerado como un crio protector
eficiente en la conservacion de células espermaticas de los machos caprinos. En
publicaciones recientes se ha asociado el uso de Aloe Vera con trabajos en semen

de canino, peces y cerdos salvajes (Souza et al., 2014; Souza, 2015).
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2.3 Procedimientos para la crio preservacion seminal porcina.

En el proceso de criopreservacion del semen porcino se hace necesario conocer
informaciones béasicas sobre los procedimientos para la congelacion seminal, que
permitirdn tener un conocimiento mas amplio desde la extraccion hasta la evolucion

espermética pos descongelacion.

2.3.1 Extraccion, prediluccion y enfriamiento.

La coleccion del semen se lo hace en una sala de coleccion e incluso en el corral del
verraco, para lo cual se puede utlizarse una vagina artificial (VA) o hacerlo
manualmente con mano enguantada (el llamado método japonés) o introduciendo el
pene en un cilindro de goma descartable (IMV, Francia) (Rodriguez, 2005),
tardandose entre 5 y 15 minutos dependiendo del verraco. El eyaculado que se
obtiene es fraccionado y consiste de una primera fraccibn que solo contiene
secreciones prostaticas y algo de gel de las glandulas bulbouretrales (acuosa,
translicida a opaca en color); la segunda porcion de color blanco a lechoso que es
la fraccién rica en espermatozoides con una concentracion de entre 5*108 a 13*108
espermatozoides/ml el que es colectado y procesado y por ultimo esta la una tercera
fraccion llamada post-espermatica donde el numero de espermatozoides es
reducida, el plasma en esta fraccion contiene una alta concentracion idnica que es
estimulante del metabolismo espermatico (Rodriguez, 2005; Leon, 2006; Ochoa &
Ortega, 2008).

2.3.2 Evaluacioén inicial.

La evaluacion inicial del semen del verraco es de vital importancia pues representa
el 50 % del éxito en los resultados productivos de las hembras, e implicando un
aspecto relevante y punto critico en el proceso de la inseminacién artificial, puesto
gue mediante este examen rutinario del eyaculado se puede detectar alteraciones

seminales y sementales con fertilidad reducida (Almaguer et al., 2015).
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En la evaluacion inicial se incluyen varios parametros como: volumen,
concentracion, movilidad, vitalidad y morfologia, asumiendo que estas medidas
proveeran informacion de la calidad del eyaculado y de la espermatogénesis (Leon,
2006; Hernandez & Carrillo, 2015). Estos parametros obtenidos permiten
implementar criterios de seleccion de eyaculados para la incorporacion en
programas de criopreservacion; los eyaculados deberia tener las siguientes
caracteristicas: Motilidad total superior al 80%, calidad de movimiento de 4 0 mas en
un rangos de (1-5), positivos al test de endésmosis celular > 80% (HOST y ORT) y

namero de espermatozoides normales/eyaculado > 85% ( Quintero, 2012).
2.3.3 Dilucion y enfriamiento.

Se recomienda que la temperatura del semen al momento de la dilucion debera
estar entre 30°C, y la disminucion de ésta a 15-18°C, tendra que realizarse
lentamente durante un lapso de 3 a 10 horas previo al procesamiento de
criopreservacion para permitir incrementar la criotolerancia espermatica y
mantenimiento de la arquitectura lipidica de la membrana (Ochoa & Ortega , 2008;
Yeste, 2015), no obstante, una incubacién por mas tiempo reduce la viabilidad
espermatica (Okazaki et al.,, 2014); el enfriamiento por debajo de los 15 °C, el
esperma porcino demuestran ser extremadamente sensible en cuanto a su

integridad estructural y homeostatica (Mercado, 2011).

La centrifugacion, necesaria para concentrar los espermas previo al proceso de
congelacion tiene un impacto nocivo en la calidad del esperma post-descongelacion
(Bathgate, 2011); sin embargo, estudios demostraron que el uso de sustancias como
iodixanol y percoll en la centrifugacion permiten separar espermatozoides muertos o
no funcionales de los viables, mejorando las tasas de recuperacion esperméatica
(Yeste, 2015).

2.3.4 Congelacion.

A pesar de los avances en la metodologia de criopreservacion y descongelacion, los

espermatozoides porcinos aun sufren una serie de cambios en el proceso que
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comprometen la estructura y capacidad funcional de la membrana, cabeza y pieza
intermedia que estan relacionados con la disminucién en la movilidad y viabilidad de
los espermatozoides; sin embargo, los espermatozoides criopreservados son
capaces de fertilizar los ovocitos, pero su esperanza de vida del esperma en el tracto
reproductor de la hembra es mas corto, en comparacion a los espermatozoides

recién eyaculados (Leon, 2006).

Cuando tienen lugar descensos rapidos de temperatura en la criopreservacion el
fendbmeno fisico mas notable es la formacion de cristales de hielo en el espacio
intracelular, hecho que induce la aparicion de severas lesiones o incluso la muerte
del espermatozoide; sin embargo, la severidad de este fendbmeno dependen del
tamafo de los cristales de hielo que se formen, lo que depende a su vez del ritmo de
enfriamiento mantenido, asi por ejemplo: si el enfriamiento es lento lleva a la
formacion de cristales voluminosos que estd asociada potencialmente a alteraciones
importantes en la célula dando lugar a bajos indices de supervivencia espermatica; a
diferencia con lo anterior el enfriamiento muy rapido forma cristales de tamafio
pequefio (microcristales), que probablemente no causen dafio al esperma, es asi
que la velocidad optima de enfriamiento recomendado oscila entre 30 y 50°C/min

para el semen de verraco (Gonzalez, 2010; Mercado, 2011).

Al alcanzar la temperatura de -5 °C, el agua extracelular e intracelular, a pesar de
estar por debajo de su punto de congelacion, no esta solidificada y se mantiene en
un estado de equilibrio débilmente estable llamado sobrefusion o superenfriamiento.
Es entre los -5 °C y -10 °C, cuando se produce la formacion de cristales de hielo
extracelulares, permaneciendo el espacio intracelular en sobrefusién. Esto hace que
el agua del interior de la célula espermatica salga al exterior y la célula se
deshidrate, y dependiendo de la velocidad de deshidratacién la célula sufrira dafio
en mayor o menor grado en relacion a la cantidad de cristales de hielo presente

dentro de la célula espermatica (Mercado, 2011).

Mas concretamente, se considera que el verdadero desafio al que se enfrenta la
célula en el proceso de criopreservacion se encuentra en superar con éxito una

franja de temperaturas de -15 a -60 °C que afecta muy negativamente a su
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integridad, y por la que debe pasar en dos ocasiones, una vez durante el

enfriamiento y otra durante la descongelacién (Gonzélez, 2010).

Durante el proceso de congelacibn de semen porcino, el descenso de la
temperatura, induce una inevitable reduccion de la integridad de la membrana
espermatica que esta compuesta de una ultra estructura y una composicion
bioguimica muy susceptible al descenso de la temperatura en comparacion con
otras especies (Mercado, 2011), para reducir las alteraciones en el esperma en la
criopreservacion, se utiliza una serie de crioprotectores como el glicerol que penetra
rapidamente en el espermatozoide y que se puede afiadir momentos antes de la
congelacion sin necesidad de periodos de equilibrado, puesto que el glicerol penetra
en los espermatozoides en segundos, alcanzando el equilibrio a los 30 segundos,
aumentando la concentracion total de todos los solutos en el sistema celular
espermatico, reduciendo asi la cantidad de hielo formado a cualquier temperatura
por debajo de cero (Mercado, 2011; Rodriguez, 2013; Williams, 2013).

Se ha descrito que el glicerol actia disminuyendo el punto de congelacién del
espermatozoide y que consecuentemente minimiza los efectos nocivos que podria
tener los solutos en el esperma durante la criopreservacion, estos solutos
intervendrian en el estrés osmoético del esperma, perjudicial para la viabilidad del
mismo (Mercado, 2011).

Los crioprotectores no penetrantes constituidos por azucares como: glucosa,
lactosa, fructuosa y otros; que se utilizan normalmente en los diluyentes de
criopreservacion que intermedian en la deshidratacion celular disminuyendo la
concentracion de sales en la fraccidbn acuosa extracelular del semen que seria

necesario para inducir una deshidratacion en la célula espermatica (Williams, 2013).

2.3.5 Almacenamiento.

Los espermatozoides en la criopreservacién se envasan en pajuelas de 0,5 ml o en
pajuelas planas de 5ml. Se ha reportado que tanto en laboratorio como en campo no

existen diferencias estadisticas en cuanto a eficiencia reproductiva en estas
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pajuelas, a pesar de estos hallazgos no ha cambiado la preferencia por usar
pajuelas de 0,5ml como medio de empaquetamiento de los espermas porcinos en la

criopreservacion (Galo & Uclés , 2003; Yeste, 2015).

2.4 Evaluacion seminal pos congelacion.

Como consecuencia de la amplia gama de alteraciones que tienen lugar durante el
proceso de criopreservacion, el 40 a 50% de las células esperméticas no consiguen
sobrevivir, inclusive utilizando protocolos optimizados para intentar minimizar los
dafios por la criopreservacion, la mayoria de los espermatozoides sobrevivientes van
a presentar propiedades distintas a las que tenian con anterioridad al proceso de
congelacion/descongelacion que repercutiran en su capacidad fecundante
(Gonzalez, 2010).

En la evaluacion pos descongelacion del semen porcino, se utiliza los métodos mas
simples, sencillos y rapidos para obtener parametros que permitan determinar el
grado de dafio celular del esperma luego de los procedimientos de enfriamiento,

congelacion y descongelacion (Rodriguez, 2005).

La supervivencia de las células al proceso de criopreservacion implica superar con
éxito no sélo la etapa de congelacion, sino también otra de descongelacion, puesto
gue durante esta Ultima también pueden producirse efectos con consecuencias
letales para la célula, por lo que la efectividad de una congelacién bien llevada a la
practica podria quedar anulada si no se realiza la descongelacion de forma

adecuada (Gonzélez, 2010).

El analisis de la viabilidad se puede hacer usando colorantes observables en
microscopia de campo claro, siendo la mas usada la tincidn supravital de eosina-
nigrosina, empleada para diferenciar y determinar el porcentaje de espermatozoides
vivos de una muestra seminal al tefiir de rosa los espermatozoides muertos o con
membrana alterada (Leon, 2006; Jara, 2012; Montenegro & Chimarro, 2013; Corona,
2014).
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La evaluacion de la motilidad morfologia de la célula espermética es un parametro
esencial en la evaluacion de la calidad seminal y en el establecimiento de las
correlaciones entre la calidad seminal y la fertilidad (Juarez, 2009), pero sélo un 20 o
30% de los verracos son donantes satisfactorios de semen para congelacion con un
minimo exigible de motilidad espermético de 30 a 40% (Galo et al., 2003). Se analiza
subjetivamente en un microscopio a 10 o 20X mediante un frotis humedo
proporcionandole valores porcentuales a lo observado; sin embargo, los resultados
dependen enteramente de la habilidad y experiencia del evaluador (Leon, 2006)
(Almaguer et al., 2015).

Las observaciones en forma subjetiva son de validez limitada, pues existe una gran
variabilidad en la estimacién de los parametros de motilidad de los mismos
eyaculados, por lo que se ha hecho necesario aumentar la objetividad del andlisis de
motilidad espermatica, utilizando analizadores de movilidad espermética
computarizados (sistema CASA); no obstante, esta forma de evaluacion de la
motilidad es la mas utilizada para las muestras seminales debido a su sencillez
(Juarez, 2009).

La morfologia espermatica es usada como indicador de la habilidad de los
espermatozoides para sobrellevar los procesos de almacenaje, enfriado, congelado
y descongelado, evaluando aspectos de la cabeza y cola que indica dafios a nivel de
membrana, acrosoma y flagelos, evitando el uso de semen inadecuado para la

inseminacion artificial (Rodriguez, 2005; Corona, 2014).

La evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica se incluye hoy como un
pardmetro valioso por su relacion con la fertilidad, el método méas simple de andlisis
consiste en exponer a los espermatozoides a una solucién hipoosmoética (HOS) por
30 a 45 minutos a 37°C y analizar su respuesta endosmotica que en el porcino se
han encontrado desde un 17 hasta 53% posdescongelacion (Jara, 2012). Esta
prueba de hipoosmosis se usa para la evaluacién de la integridad y funcionalidad de
la membrana espermatica para transportar fluidos y esta asociada a su capacidad de
penetracion en el ovulo, convirtiendose en una herramienta adicional en el analisis

de semen (Rodriguez, 2005; Hernandez, 2013).
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales.

3.1.1. Fisicos.

Balanza analitica de precision (Boeco BPS Modelos 40 / 41) , Bafio maria (Memert®
10Lts.), estufa (Memert®), microscopio olimpus (Cx31RBSFA), camara para
microscopio HD, placa calefactora (Premiere Slides Warmer XH-2001), fotometro
SMD1 (Minitube®) para muestra de semen, refrigerador, unidad térmica de
congelacion, Caballete metalico de extraccion, pajuelas de 0,5 ml, centrifuga,
empaquetador manual de pajuelas, marcador permanente de pajuelas, termo
recolector de semen, caja de transporte de espuma expandible, vasos de
precipitacion de 50 y 100 ml, bolsas de coleccién de semen, guantes de polivinilo,
termémetro de mercurio (Promo Lab), tijeras, gradillas, tubos de centrifuga de 15 ml,
tubos eppendorf, pipetas de 10 - 100-1000 ul, porta y cubre objetos; gasas estériles,
hojas de campo, materiales de escritorio (papel bond, calculadora, 1apiz, esferos) y

un computador.

3.1.2. Quimicos.

Eosina-nigrosina, glicerol, diluyente de prediluccion (Androhep® Plus), diluyente de
enfriamiento y congelacion (Androstar® CryoPlus), diluyente de refrigeracion
(Androstar® Plus), citrato de sodio, fructuosa, agua bidestilada estéril y alcohol
polivinilico, nitrégeno liquido y alcohol 72% GL.

3.1.3. Bioldgicos.

Se utilizé 16 eyaculados de semen porcino, 128 ml de yemas de huevo fresco y 32
ml del gel puro de Aloe vera.
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3.2. Métodos.

3.2.1. Ubicacién de lainvestigacion.

La granja en la que se alojaron y adaptaron los verracos, usados para colectar los
eyaculados requeridos en la investigacion, se encuentra ubicado en el sector
Gullancay del cantdon Guachapala perteneciente a la provincia del Azuay con altitud
de 2200, con las siguientes coordenadas: longitud 75°38'00" latitud 96°95'30" y con
una temperatura templada de 18°C promedio (GAD Guachapala, 2016).

La congelacién y evaluacion del semen se realizé en el laboratorio de Biotecnologia
de la Reproduccion Animal de la granja Irquis de la Universidad de Cuenca, ubicado
en el Km 23 de la via Cuenca— Girén, perteneciente a la parroquia Victoria del
Portete, perteneciente al cantén Cuenca, provincia del Azuay, con una altitud 2663
msnm; se localiza en las siguientes coordenadas 79° 03’ 42” longitud w y 3° 03’ 36”
latitud sur; con un clima templado a frio de entre 9,8 a 12,8°C; Con una pluviometria
de 800 - 2000 mm anual y humedad relativa 80%.

3.2.2. Descripcion de las unidades de andlisis.

Se utilizaron los eyaculados de 4 verracos de lineas sintéticas especializadas en la
produccion de carne, entrenados, sexualmente maduros, de 1 a 3 afios de edad, con
pesos entre los a 187 Kg de peso vivo, clinicamente sanos, alimentados con 2,5
Kg/dia (3.200 Kcal de energia digestible/Kg y de un 14% de proteina cruda) mas 2
Kg de forraje verde de alfalfa.

Los eyaculados que se utilizaron en la investigacion tuvieron un volumen no < a 20
ml de la fraccion rica en espermatozoides con caracteristicas de: Color.- blanco a
blanco cremoso; olor suigéneris, concentracion superiores a 400 x 10°
espermatozoides/ml, motilidad individual progresiva >80%, espermatozoides

anormales <15% vy vivos > a 90% (Duran, 2009).
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3.2.3. Evaluacion, procesamiento y criopreservacion del semen de verraco.

Extracciéon y prediluccidn.- Previo a la extraccion seminal, a los verracos se
aseo la zona prepucial con agua para luego secarlo con toallas desechables;
como montadero del verraco se utiliz6 un maniqui metalico, extrayendo el
eyaculado mediante la técnica de mano enguantada como lo describe Rueda
et al., (2009). Se recolecto 20 a 30 ml de la fraccién rica en espermatozoides
(tonalidad més blanquecina o lechosa) del eyaculado, en un termo a 37°C
recubierto con una bolsa de recoleccion y provisto de dos capas de gasa
estéril como filtro, al eyaculado se agrego el prediluyente Androhep® Plus en
proporcion 1:1,5 (V/V), a una temperatura aproximada de +30°C, de inmediato
se trasladando al laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal de
la granja Irquis de la Universidad de Cuenca, manteniendo en una

temperatura entre 15 a 17°C durante 3 horas.

Evaluacion inicial.- En el laboratorio se determiné la concentracién con un
fotbmetro (SMD1) calibrado para proporcionar resultados en millones por
milimetro (x10%/ml); se evalué subjetivamente la motilidad en masa con el
lente 10X del microscopio de campo claro en una gota de semen puro a 37°C
designado valores en una escala de (1-5); de igual manera se realizé la
evaluacion de la motilidad individual progresiva del semen prediluido
observando con (lente 20X) 10ul entre porta y cubreobjetos temperados a
37°C expresando sus resultados en porcentaje; la vitalidad del esperma fue
expresada porcentualmente al contar 200 espermas con el lente 40X del
micoscopio en un frotis seco realizado en un porta objetos con una mescla de
5ul de semen prediluido con 10ul de la tincién supravital de eosiona_nigrosina

(1 parte de eosina + 2 partes de nigrosina).

Extraccion del gel de Aloe vera.- La hojas de Aloe Vera utilizadas en la
investigacién procedié de la misma planta, la cual estaba en un estado de
desarrollo fenolégico mayor a 3 afios (en floracion); Las que fueron cortadas a
las mismas horas de la mafana, descartando las hojas basales por su

envejecimiento y las hojas mas nuevas por su falta de madurez. El gel se
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obtuvo mediante la técnica de raspado, para lo cual se lavd las hojas con
abundante agua y se desinfectdé externamente con alcohol 72° GL, luego de
evaporarse el alcohol se procedié a eliminar la corteza para exteriorizar la
pulpa inmediatamente procediendo a extraer el gel que para ser utilizado fue
filtrado con 3 capas de gasas estériles, obteniendo la cantidad suficiente para
sustituir el 10% del volumen de agua necesario para preparar el diluyente de
enfriamiento y congelacion utilizados en el tratamiento 2. La muestra del aloe
vera fue enviado al laboratorio bromatolégico de Multianalityca Cia. Ltda. de la
ciudad de Quito para el analisis de antioxidantes (vitaminas A, E y C), lo cual

se detalla en el cuadro 2.

Cuadro 2.-Concentracién compuestos activos/ml presentes en el gel de aloe
vera.

Compuestos activos mg/100g del gel de Aloe vera

Vitamina C (Acido ascorbico) 126,67
Vitamina E_(Tocoferoles)

Vitamina A (Carotenoides)

Preparacion de los diluyentes, enfriamiento y centrifugacion.- La
preparacion de los diluyentes se lo realizé siguiendo los procesos
recomendados por la casa fabricante (Minitube). En la preparacion del
diluyente de prediluccién se agregd 4,65 g de Androhep® Plus por cada 100
ml de agua bidestilada a una temperatura de 32 °C; de la misma manera se
realiz6 la preparaciéon del diluyente Androstar® Plus. Para someter a
congelaciéon y previo conocimiento de la concentracion por ml de los
eyaculados prediluidos, se tomaron dos alicuotas para cada tratamiento en
cantidad suficiente que permita congelar 20 pajuelas por cada uno con una
concentracion de 0.5*10° espermas/pajuela (0,5ml). Estas alicuotas se
centrifugaron por 10 minutos a 800 G, eliminandose el sobrenadante para
obtener el pellet de espermas, al que se afadi6 el diluyente A de enfriamiento

hasta alcanzar el 50% del volumen calculado para las 20 pajuelas
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procediendo a bajar la temperatura de 17°C hasta alcanzar los 5°C en un
periodo de 2 horas; para lo cual se prepar6 100ml del diluyente “A” qué
consistia en adicionar 8,5 g de Androstar Crio Plus + 20 ml de yema de
huevo en 77 ml de agua bidestilada con una temperatura de 32°C.
Adicionalmente, se preparé 50 ml del diluyente B de congelacion para el
tratamiento testigo T1 (4,25 g de Androstar Crio Plus + 10 ml de yema de
huevo + 3ml de glicerol, en 38,5 ml de Agua bidestilada a 32°C); Asi también
se prepar6 50 ml de un diluyente B2 para el tratamiento T2 (4,25 g de
Androstar Crio Plus + 10 ml de yema de huevo + 3ml de glicerol + 7,7 ml de
gel de Aloe Vera en 30,8 ml de Agua bidestilada a 32°C). Ambos diluyentes

fueron enfriados a 5°C.

Empaqguetado, congelacién y almacenaje.- El semen de los tratamientos T1
y T2 suspendido en el diluyente A y enfriado a 5°C; se les agreg6 los
diluyentes de congelacion B y B2 respectivamente, hasta alcanzar el volumen
total a congelar, de inmediato se empac6 en las pajuelas de 0,5 ml
identificadas y temperadas previamente a 5°C para cada tratamiento. En la
unidad de congelacion se expuso a vapores de nitrdgeno a 4 cm sobre el
nivel del nitrogeno liquido por un periodo de 10 minutos antes de ser
sumergidos en el mismo. Una vez congeladas las pajuelas se procedio a
almacenarlas en un termo de criopreservacion con nitrégeno liquido para su

posterios evaluacion.

Descongelacion y Evaluacion.- Para evaluar el semen criopreservado, 10
dias después de la congelacion, las pajuelas fueron descongeladas en bafio
maria a una temperatura de 37°C por 30 segundos, Se diluyo el contenido de
cada pajuela en 3 ml de Androstar® Plus e inmediatamente se procedi6 al
analisis de la motilidad individual progresiva (MIP) efectuando estimaciones
visuales subjetivas y designandole una calificacion porcentual de los
espermas motiles, usando una gota de semen delgada y uniforme que fue
colocada entre porta y cubreobjetos temperados para evaluar con lente 20X

del microscopio siempre sobre la platina térmica a 37°C tomando como
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referencia el campo con mayor porcentaje de espermatozoides que se
mueven en forma rectilinea; al esperma se realizé una tincidon supravital de
eosiona_nigrosina (1 parte de eosina + 2 partes de nigrosina), para estimar el
porcentaje de vivos-muertos (VE) y anormalidades (AE), la observacion se lo
hace en un frotis a 40X aumentos, se contd 200 células entre vivos y muertos,
los muertos se observaron de color rosado mientras que los vivos no se
tiieron, en el mismo campo que se determind la vitalidad espermatica, se
estableci6 el porcentaje de espermas anormales que consistia principalmente
de colas desprendidas de las cabezas, macrocabezas, microcabezas y colas
dobladas. Para medir la integridad de la membrana con el test de solucién
hipo osmaético (HOST), se tuvo que elaborar la solucién hipoosmética (100
mOsm/ L), Pera lo cual se utilizé 100 ml de agua bidestilada a 37°C en la que
se afiadié 490mg de citrato de Sodio + 900mg de fructuosa (Gonzalez et al.,
2013), de este preparado se tomoO 4 partes y se adiciono 1 parte semen
descongelado, procediendo a incubandose en una estufa a 37°C por 30 a 45
minutos, observandose con el microscopio (40X) en un porta y cubreobjetos
temperados, se contd un total 200 espermatozoides, considerando como
membrana plasmatica integra a los espermatozoides que presentan una

reaccion de la cola, doblandola o enrollandola a distinto grado.

Recoleccién de datos.- Los datos se levantaron 10 dias posteriores a la
criopreservacion del semen, descongelado y evaluado 3 pajuelas por cada
unidad experimental bajo los parametros de motilidad individual progresiva,
vitalidad espermatica y test de hipoosmosis (HOST), obteniéndose la media

porcentual por cada tratamiento.

3.2.4. Diseio experimental.

Se plantedé un disefio completamente al azar con dos tratamientos y dieciséis

repeticiones, de las que se analizaron por cada repeticién 3 pajuelas descongeladas.

37

Manuel Humberto Guachun Yanza



).

a UNIVERSIDAD DE CUENCA
il _.du

| i |

3.2.5. Tratamientos.

Se evaluaron dos tratamientos a continuacion detallados:

- T1.- Congelacion de semen porcino en diluyente a base de citrato de sodio y

yema de huevo.

- T2.- Congelacién de semen porcino en diluyente a base de citrato de sodio y
yema de huevo mas extracto de Aloe vera al 10% v/v del agua de preparacion

del medio.
3.2.6. Variables de la investigacion.

Las variables de la investigacion planteada fueron evaluadas y cuantificadas

mediante diferentes técnicas para cada variable a estudiar en el laboratorio.

- Variables independientes.-
o Congelacion de semen porcino en diluyente a base de citrato de sodio
y yema de huevo.
o Congelacién de semen porcino en diluyente a base de citrato de sodio
y yema de huevo mas extracto de Aloe vera al 10% v/v del agua de

preparacion del medio.

- Variables dependientes.- las variables dependientes fueron:
o Vitalidad espermética.- media en % de espermas Vivos;
o Motilidad Individual Progresiva.- medida en % de espermas que se
mueven con direccion lineal progresiva.
o Integridad de la membrana plasmética.- medida en % esperma con

reaccion positiva al test HOST.
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3.2.7. Analisis estadistico.

Las variables de motilidad individual, vitalidad espermatica, anormalidad espermética
e integridad de membrana plasmatica fueron evaluadas con las pruebas de t de

student y U de Mann-Whitney empleando el paquete estadistico SPSS Statistics
Version 20.0.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Efecto generado por los tratamientos.

La prueba de Kolmogorov-Smirnov (Anexo 1) comprob6 normalidad en los datos
para dos variables: vitalidad espermatica y test de HOST, por lo que, para su analisis
se empleo la prueba de t de student al presentar homogeneidad en las varianzas
(Anexo 2); mientras que para las variables: motilidad individual progresiva y
anormalidad espermatica, al no mostrar normalidad en sus datos se procedi6 a

analizarlos con la prueba de U Mann-Whitney (Anexo 3) para datos no paramétricos.

La adicién del extracto del Aloe vera en un 10% del volumen total de agua necesario
para la preparacion de un medio de criopreservacion para semen porcino no indujo
diferencias significativas frente al tratamiento testigo en las variables: motilidad,
vitalidad y anormalidad; sin embargo, en la prueba de endosmosis (HOS Test) el T2

indujo significativamente mejores resultados, (Cuadro 3).

Cuadro 3. Comportamiento de las variables de evaluacion seminal frente al efecto

generado por los tratamientos.

T1 T2
Media SE Media SE
Motilidad (MIP)* 43,85 +1,90 44,69 +1,65
Vitalidad (VE)** 45,27 +1,94 41,15 +1,74
Anormalidad (AE)* 8,50 +0,60 11,39 +1,33
Test HOST** 13,89 +0,50° 15,54 +0,652

ab |as letra diferentes en filas indica diferencias significativas (p<0,05); SE.- Error Estandar; *.-
Variables analizadas con Prueba de U de Mann Whitney. **.- Variables analizadas con Prueba de T
de Student.
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CAPITULO V: DISCUSION

La adicion del extracto del Aloe vera (Aloe barbadensis miller) en un 10% del
volumen total de agua necesario para la preparacion de un medio a base de citrato
de sodio y yema de huevo, sobre la congelabilidad del semen porcino, generé
efectos similares (p>0,05%) sobre los parametros porcentuales de motilidad
(43,85+13,14) y viabilidad (45,27 +13,42) con respecto al medio de congelacién
convencional (testigo). Aunque no se han reportado datos sobre el uso de este
aditivo en la especie porcina, se han podido obtener resultados positivos en la
motilidad al criopreservar semen en otras especies: En el ovino gener6 una motilidad
entre 60% al agregar aloe vera en un 40%(Gutiérrez et al., 2006), en el Caprino 47%
de motilidad usando aloe vera en un 20% del diluyente de congelacion (Duenhas et
al., 2015).

En esta investigacion, en las variable motilidad y vitalidad del semen porcino
congelado no se encontré diferencias significativas (P>0,05) entre los tratamientos
planteados, Similar efecto obtuvieron cuando congelaron semen del Pecari tajacu
(cerdo salvaje americano), adicionando Aloe vera en 5, 10 y 20%, en sustitucion a la
yema de huevo (Suaza, 2016); asi también, no presento diferencias con respecto al
testigo, al congelar semen de bovino adicionando el 10 y 15% de aloe vera en el
diluyente de congelacion (Espinosa, 2012). Sin embargo, en la congelacién del
semen de Tambaqui (Colossoma macropomum), utilizando Aloe vera en 5 a 10%
redujo los parametros de viabilidad en comparacion al tratamiento testigo (Melo et
al., 2016); de la misma manera se observo parametros reducidos cuando se utilizd
Aloe Vera en un 5% como aditivo en un diluyente de agua de coco, para refrigerar

semen canino (Souza, 2015).

Posiblemente, las concentraciones de vit. C con 1,27mg/ml y de vit. E con
0,00217/ml de gel Aloe vera (Miranda, 2009; Dominguez et al., 2012), y que fue
adicionado en el T2 no suministraria la cantidad suficiente de estas vitaminas (con
propiedades antioxidante) como para que genere diferencias significativas en la
motilidad y vitalidad del esperma porcino, como las observadas en investigaciones

realizadas por: Satorre en el 2007 que adiciono al medio de congelacion seminal
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200mg de Vit.E/ml de diluyente y Membrillo et al., (2011) adiciono 5 mg de Vit. C 5

mg Vit E/ml de diluyente de congelacion.

Los parametros que miden la integridad de la membrana espermética (HOST),
reflejo resultados diferentes entre los dos tratamiento planteados en la investigacion
(P<0,05) T1=13,89+0,50 y T2=15,54+0,65; este resultado podria deberse al efecto
de los antioxidantes presentes y otros compuestos activos que componen el gel de
Aloe vera. La vitamina C (&cido ascorbico) encontrada en el gel de aloe vera
empleado en esta investigacion, se ha reconocido como el principal antioxidante
presente en el plasma y en la célula, que ademas de bloquear los ROS actuando
independientemente, donaria electrones al radical tocoperoxil de la vitamina E
oxidada, y de esta manera reciclaria la funcion antioxidante del a-tocoferol,
ayudando a proteger a los compuestos lipidicos de la membrana de la per-oxidacion,
por efecto de la vitamina E (May, 1999). Este mismo autor indica que la Vitamina E
actuaria de manera mas efectiva cuando esta en combinacién con la vitamina C,
conclusién corroborada por Membrillo et al.,, (2011), que combino 5mg/ml de
vitamina C + 5 mg/ml de Vitamina E como aditivo al congelar semen de caprino,
obteniendo una sustancial reduccién en el grado de oxidaciéon de la membrana
espermatica, en comparacion al ser utilizado individualmente. Esto sugiere que los
efectos benéficos de los compuestos activos del Aloe vera como la vitamina C y
otros compuestos que no se pudieron determinar en esta investigacion sobre la
integridad de la membrana espermatica posiblemente se deberia al poder sinérgico

de sus compuestos.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En conclusién, la adicion del extracto del Aloe vera puro (Aloe barbadensis miller) en
un 10% del volumen total de agua necesario para la preparacion de un medio a base
de citrato de sodio y yema de huevo usado para congelar semen porcino, no produjo
diferencia significativa en los parametros de motilidad, viabilidad y anormalidad; sin
embargo, el aditivo estudiado influyé positivamente en los resultados de la integridad
de la membrana espermética reduciendo los efectos detrimentales de la

congelacion-descongelacion evaluado por HOST .

Se recomienda profundizar el estudio sobre el efecto que pudiere generar el gel de
Aloe Vera en la conservacion del semen porcino, ya sea en fresco, refrigerado o

congelado.
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ANEXOS

Anexo 1. Prueba de normalidad para las variables.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Motilidad
Individual Vitalidad Anormalidad
Progresiva | Espermética | Espermética | Test HOST
(%) (%) (%) (%)
N 96 96 96 96
Parametros normales®P Media 44,2708 43,2083 9,9427 14,7135
Desviacién 12,26847 12,86870 7,25000 4,08769
tipica
Diferencias mas Absoluta , 190 ,083 ,170 122
extremas
Positiva ,128 ,083 ,170 ,122
Negativa -,190 -,082 -,126 -,071
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,863 ,813 1,661 1,192
Sig. asintot. (bilateral) ,002 ,523 ,008 117

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

La prueba de Kolmogorov-Smirnov establece normalidad en los datos para vitalidad

espermatica y Test HOST, mientras que los datos de las variables motilidad

individual progresiva y anormalidad espermética no muestran normalidad.
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Anexo 2. Prueba de T de student para las variables Vitalidad espermatica y Test HOST.

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la
igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

Sig.

Diferencia

Error tip. de

95% Intervalo de
confianza para la

F Sig. t gl (bilateral) | de medias | la diferencia diferencia
Inferior Superior
Se han asumido
. . 1,583 94,000 4,125 2,606 -1,050 9,300

Vitalidad varianzas iguales 0,713 0,401 0,117
(Eo/sog)ermatlca No se han

asumido 1,583 92,983 0117 4,125 2,606 -1,051 9,301

varianzas iguales '

Se han asumido

varianzas iguales 0,952 0,332 -2,017| 94,000 0,047 -1,656 0821 -3,287 -0,026
Test HOST
(%) No se han

asumido -2,017 88,363 0.047 -1,656 0,821 -3,288 -0,024

varianzas iguales ’

La prueba de Levene determina varianzas iguales para las variables analizadas (p>0,05) permitiendo validar la prueba de T la

cual establece que existe diferencias significativas entre tratamientos con respecto a la variable Test HOST (p<0,05), mientras

gue para la variable Vitalidad espermatica no se observa diferencia estadistica.
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Anexo 3. Prueba de Mann-Whitney para las variables motilidad individual progresiva
y anormalidades espermaticas.

Resumen de prueba de hipétesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
L - Frugha U de
La distribucian de Matilidad : i
1 Individual Progresiva (%) es la weanmnd:“g?l!;gey a4 EiEt.jEtggli E!a
misma entre las categorias de independiente ' nupla.
Tratamientos. <
Frueha U de
La distribucidn de Anormalidad Mann-\Whitney Retener la
2 Espermatica (%) es la misma entre  de muestras 245 hipdtesis
las categorias de Tratamientos. independiente nula.
5

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

La prueba U de Mann-Whitney establece que no existe diferencias estadisticas entre
los tratamientos con respecto a las variables Motilidad individual progresiva y

anormalidad espermatica.
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ANEXO 4. Organigrama del proceso de crioconservacion del semen porcino.

Hoja de rula para la congelacion de semen porcino con Aloe Vera.

Evaluaciin [Matilidad masal, Maotilidad individial vitalidad espermatica, anormales

Evaculado
e Eyaculado +
Prediluyente
Predilyenta (LSh)
" Androhep Plus J - ™
““—-L._p,__llwf : Diluyente de congelacion [A)
_FE”‘“ * (Androstar® CryoPlus + yema
Diluyente A de husvo)
Diluyente de congelacidn (B2 " (1.5h F-Eﬁ:’ g
(Andrastar® CryoPlus + yema de
hewn + glicerol + Aloe Vera) ) j Diluyente de congelacian (B1)
[androstar® CrgoPius + yema de
huen # gligeral )
A5%C
Enpajuelado ' Enpajuelado
Exposicion a vapores ‘ ;
de nitrdgeno 10 min
Sumerjo

Evaluacidn: MIP, VE

En nitrogeno liquido i v HOST

Manuel Humberto Guachun Yanza



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo 5. Extraccion seminal de los verracos.

Fotografia 1. Extraccion seminal.

Fotografia 2. Filtracion del eyaculado.
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Anexo 6. Materiales.

Fotografia 3. La fraccion raca del semen porcino.

Fotografia 4. Materiales utilizados en la investigacion.
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Anexo 7. Aloe Vera.

Fotografia 5. Planta de aloe vera utilizada para la extraccion del gel.

Fotografia 6. Extraccion del gel de Aloe Vera.
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Anexo 8. Proceso de congelacion de semen.

Fotografia 7. Preparacion para la prueba de HOST.

Fotografia 8. Centrifugacion del eyaculado prediluido.
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Anexo 9. Proceso de congelacion de semen.

Fotografia 9. Preparacion del diluyente para congelacion.

Fotografia 10. Extraccion de Aloe Vera.
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Anexo 10. Proceso de congelacion de semen.

Fotografia 11. Congelacion de pajuelas.

Fotografia 12. Almacenaje de las pajuelas en un termo con nitrégeno liquido.
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Anexo 11. Descongelaciéon y evaluacion.

Fotografia 13. Descongelacion de pajuelas para evaluacién.

Fotografia 14. Elaboracion de frotis espermatico con tincion de Eosina — nigrosina.
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Anexo 12. Descongelacion y evaluacion.

Fotografia 15. Frotis en placas con tincién supravital.

Fotografia 16. Evaluacion en el microscopio de las pajuelas descongeladas.
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Anexo 13. Evaluacion seminal.

Fotografia 17. Tincién de eosina — nigrosina de semen fresco.
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Fotografia 18. Tincion eosina-nigrosina de esperma porcino descongelado.
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Anexo 14. Evaluacién seminal.

Fotografia 19. Anormalidades de cola con tincién eosina-nigrosina en esperma porcino criopreservado.

Fotografia 20. Espermas porcinos en un medio hipoosmaético (HOST).
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Anexo 15. Analisis quimico de los antioxidantes en el gel Aloe Vera.
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