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Resumen

Los estimulantes espermaticos, conocidos también como
potenciadores o aditivos seminales, son un grupo de sus-
tancias, clasificadas en cuatro categorias (estimulantes de la
motilidad espermadtica, hormonas, enzimas y otras diversas),
que anadidas al semen en el momento previo a la insemina-
cion de las hembras mejoran la fertilidad y/o la prolificidad.
En el presente articulo expondremos nuestras ultimas inves-
tigaciones sobre un estimulante espermatico porcino (EEP),
de tipo “combinado’, aplicable a la optimacion de los resul-
tados de la inseminacion artificial porcina (IAP).

Introduccion

Los estimulantes espermadticos, conocidos también como “adi-
tivos o potenciadores seminales’, son aquellas sustancias que
no siendo necesarias para la conservacion seminal e incluso
perjudiciales para la misma, sin embargo mejoran la fertili-
dad y/o la prolificidad del semen cuando son aplicadas a las
dosis seminales en el momento inmediatamente anterior a la
inseminacion de la hembra, bien actuando sobre las caracte-
risticas intrinsecas del semen (p. e.: incrementando la moti-
lidad, favoreciendo la capacitacion espermatica, etc.), o bien
implicando en el organismo de la hembra inseminada reac-
ciones favorables para el éxito fecundante de la inseminacion.

La primera referencia historica a los potenciadores semi-
nales, la hizo Milovanov en 1964, al proponer una nueva
clasificacion de los medios de dilucion seminal en tres cate-
gorias: extensores, serian aquellos cuya unica mision es incre-
mentar el volumen seminal; protectfores, cuya finalidad seria
conservar el semen y protegerlo del efecto deletéreo que pro-
duce la refrigeracion o congelacion; e implementadores cuya
finalidad es la de mejorar las condiciones de la fecundacion
y viabilidad embrionaria, haciendo referencia expresa a dos
sustancias concretas como la hialuronidasa (favorecedora de
la conjugacion gamética) y la oxitocina (estimulante de las
contracciones uterotubaricas que intervienen en el transporte
espermatico).

Si bien Milovanov (1964), augurdo un gran porvenir a
los potenciadores seminales, constatando incrementos 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
desarrollo de la fecundacion “in vitro” (FIV), se comienzan a
utilizar sustancias, como la cafeina o los ionéforos de calcio,
para favorecer la hipercinesis y la capacitacion espermatica
necesarias para el éxito fecundante, especialmente de semen
oligospérmico e hipocinético.
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Inseminacion artificial porcina (IAP)

La IAP es una tecnologia de la reproduccion mediante la cual,
sin la participacion directa del macho, se deposita semen
fecundante en el utero de la cerda en un momento adecuado

de su ciclo estral (ovulacion), pretendiendo conseguir su ges-
tacion (Knox, 2016).

El pionero en utilizar la IAP fue Ivanov (1907, 1922), en
Rusia, quien ademads desarrollé el primer diluyente para
semen. Ateo al., en 1948 recomiendan que el semen porcino
debia refrigerarse entre 15-20°C, con objeto de incrementar
su tiempo de conservacion. Esto fue constatado por Johnson
(1998) y Levis (2000), demostrando que, si se conserva entre
15 y 17°C, el semen porcino puede mantener su viabilidad
fecundante hasta los 7 dias posrecogida.

IAP es una tecnologia ampliamente implantada debido
a la tecnificacion del sector y como herramienta necesaria
para la mejora genética, la sencilla metodologia y los bue-
nos resultados que conlleva. Se adapta a las necesidades de
un sector que esta en continua evolucién y en un mundo en
el que se impone “maximo rendimiento al minimo coste’, si
bien es cierto que, en términos de desarrollo tecnologico, se
han encontrado algunas limitaciones como es la imposibi-
lidad 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 reproduccion
engrandes explotaciones 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 sanitarios como de bienestar animal durante el trans-
porte de sementales (que normalmente era necesario intro-
ducir en las explotaciones porcinas), se reduce el riesgo de
transmision y aparicion de enfermedades infecto-contagiosas
por via sexual, asi como, el numero de cerdos que es necesario
mantener. Se ha conseguido una multiplicacion de la proge-
nie de alto valor genético que ha ayudado a la rentabilidad de
las granjas, tanto 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 esper-
matica de los sementales que estan sujetos a multiples efectos
ambientales, de manejo y sanitarios.

Por otro lado, también tiene sus desventajas, y estos pro-
blemas son los que habra que solucionar (Roca et al., 2015).

La prolificidad y fertilidad son los dos parametros con los
que se mide el rendimiento reproductivo y a su vez economi-
co en las explotaciones porcinas (Bichard, 1985), obteniendo

resultados inferiores en la IA. En el estudio realizado por la
British Meat and Livestock Commision en 1996, se cons-

tata que la fertilidad media en monta natural es del 85%
mientras que en la IA es del 77%. En estudios mas recientes
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(Broekhuijse Feitsma, & Gadella, 2012) se justifica este pro-
blema con un fallo en las variables a medir en el semen de
cerdo, ya que no hay parametros que midan la subfertilidad
del macho semental como individuo. Otro de los proble-
mas realmente importante 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 fertilidad y obligan-
do a incrementar el manejo, lo que supone, ademas, mayor
gasto (Ngula, 2015). La deteccion del celo en la hembra es
un factor importante para determinar el tiempo optimo
de la primera [A (12-30 horas tras detectar el celo) lo que
puede dar fallo si se detecta erroneamente (Goodwin, 1995;
Hughes, 1994). La estructura y disposicion del aparato
genital femenino dificultan aun mas la IA, teniéndola que
aplicar de forma intrauterina en la mayoria de los casos.
En cuanto al macho, tenemos la dificultad del mal resul-
tado en la congelacion del semen, siendo un limitante a la
hora del transporte y conservacion de las caracteristicas del
eyaculado (Erikson& Rodriguez-Martinez, 2000). Ademas,
tenemos que contar con la posibilidad del error humano.

El proceso de la IAP, puede resumirse en las siguientes
etapas: recoleccion del eyaculado con mano enguantada,
dilucion 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 (EE)

Los EE se clasifican en cuatro categorias:

Estimulantes de
la motilidad y de

la capacitacion
espermatica

Desde las experiencias de Beavo et al. en
1971 sabemos que las metilxantinas, tales
como la cafeing, teofilina, aminaofilina y pen-
toxifilina, inhiben la actividad fosfodiestere-
sa AMPc, por lo que alguno de |os procesos
fisiologicos sobre los que intervienen son
mediatizados por su efecto acumulador de
AMPc intracelular. No obstante, el meca-
nismo intimo por el cual la elevacion del
AMPc intracelular induce a un incremento
de la motilidad espermatica no esta toda-
via claramente demostrado. En opinion de
Peterson et al, el AMPc estaria relacionado
con el control de flujos del ion calcio a tra-
vés de la membrana plasmatica del esper-
matozoide. Ciertamente, elevaciones de los
niveles de calcio intracelular parecen tener

Hormonas

Enzimas

un efecto de detrimento sobre la motili-
dad 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
celula espermatica. Dado el dano infligido
sobre la membrana espermatica durante
los procesos de congelacion, es posible
que la bajada en la motilidad que se obser-
va después de la descongelacion esté rela-
cionada con la inhabilidad de dicha mem-
brana espermatica danada 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 pue-
den compensar el dano espermatico pro-
ducido por la congelacion y en definitiva la

baja motilidad espermatica que presenta
a la descongelacion, ejerciendo un efecto
protector precisamente 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 Y, al igual que las metilxantinas,
son considerados en la practica clinica
como potenciadores y promotores de la
fecundacion.

Los iondforos de calcio eran muy uti-
lizados en la fecundacion “in vitro" como
inductores de la capacitacion espermatica
pero en la actualidad esta prohibido su uso.



Estimulantes espermaticos (EE)

Los EE se clasifican en cuatro categorias:

Estimulantes de
la motilidad y de

la capacitacion
espermatica

Es evidente que el transporte esper-
matico a través del aparato genital de
la hembra no se lleva a cabo exclusiva-
mente por la propia cinética esperma-
tica sino que las contracciones uterinas
son las responsables en gran medida
de dicho transporte. El coito produce
un efecto mecanico del pene sobre el
cuello uterino que provoca descargas
de oxitocina, incrementando las con-
tracciones uterinas propulsivas, que a
su vez crean diferencias de presion apa-
reciendo el efecto “succion”. Tanto el
peristaltismo propulsivo como el efecto
succion son responsables del transporte
espermatico a traves del aparato genital.
Por supuesto en la IA las descargas de

Hormonas

Enzimas

oxitocina son de mucha menos intensi-
dad gue en la monta natural.

En la formulacion de EE se ha teni-
do en cuenta este hecho, y en algunas
especies como la porcina esta demos-
trado que la adicion de oxitocina o car-
betocina (compuesto de sintesis que
presenta una mayor estabilidad utero-
tdnica gue la oxitocina, aungue la inten-
sidad del efecto es ligeramente inferior),
a las dosis seminales antes de la insemi-
nacion es un metodo contrastado que
mejora la fertilidad al estimular las con-
tracciones uterinas y facilitar el transpor-
te espermatico (Dominguez et al,, 1988,
1989, 1992, Pena et al,, 1997)

Se ha detectado en el plasma semi-
nal de especies de eyaculacion uterina
la presencia de abundantes hormonas
esteroideas tales como: testosterona,
S5a-dihydrotestosterona y estrogenos
conjugados y no conjugados (Claus,
1990), cuyo efecto fisiologico todavia
no es muy bien conocido, pero que no
cabe duda que durante la preparacion
de las dosis seminales para la IA se
ven notablemente diluidos. Ademas,
las hormonas esteroideas seminales
estimulan la sintesis y liberacion de
prostaglandinas F2a por parte del
endometrio, contribuyendo también

al transporte espermatico e incluso a
108QL)
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Estimulantes espermaticos (EE)

Los EE se clasifican en cuatro categorias:

Estimulantes de
la motilidad y de

la capacitacion
espermatica

En el ano 1983 es la escuela rusa la
gue da el primer paso en la utilizacion
de enzimas como potenciadores semi-
nales. Basados en el hecho de que es
necesaria una concentracion adecuada
de enzimas acrosomicos (hialuronidasa).
La hialuronidasa es una enzima poli-
sacarasa, componente mayoritario del

Hormonas

Enzimas

contenido acrosémico cuya finalidad es
destruir el acido hialurénico de la zona
pelucida que rodea el ovocito, facilitan-
do la penetracion espermatica (invasi-
na). Antonyuk y Bezlyudnikov (1983), en
Belorusia, después de adicionar diferen-
tes concentraciones de hialuronidasa
bovina a dosis seminales porcinas, com-

prueban un incremento significativo de
la fertilidad con 50 mg por dosis. Otras
enzimas gque también se han utilizado
como EE con relativo éxito han sido la
Catalasa y la tripsina.



Estimulantes espermaticos (EE)

Los EE se clasifican en cuatro categorias:

Estimulantes de Hormonas
la motilidad y de

la capacitacion
espermatica

Otras sustancias de diversa naturaleza
experimentadas en la tecnologia de EE
SON:

Enzimas

Extractos bacterianos.
L eucocitos.
AlbUumina sérica bovina (BSA).

Detergentes para el control de la vis-
cosidad.

Carnitina.

Arginina.

Calicreina

Acido siélico

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

Etc.
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Estimulantes espermaticos combinados (EEc)

Es evidente que en la formulacion de estimulantes espermati-
cos aplicables comercialmente, lo ideal seria aprovechar con-
juntamente todas y cada una de las potencialidades, principio
conceptual de lo que en la actualidad hemos denominado
estimulantes espermaticos “combinados” (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 incompatibi-
lidades, sino por su posible inactivacion ante la presencia en
el plasma seminal de enzimas que los destruyen como ocurre
con los andlogos de la GnRH en la IA de la coneja (Dal Bosco
et al., 2014).

Por otro lado, esta la propia legislacion que ha prohibido la
utilizacion de hormonas estrogénicas, uno de los principales
componentes de nuestro primer diseno comercial de un EEc,
como fue Lechon-Plus® para la especie porcina (Dominguez,
1996, Dominguez et al., 1997a), o Bovimax” para la bovina
(Dominguez et al., 1997b). En el ano 2004 se prohibio el uso
de estrogenos por parte de la CEE (Real Decreto 2178/2004,
de 12 de noviembre, por el que se prohibe utilizar determina-
das sustancias de efecto hormonal y tireostatico y sustancias
beta-agonistas de uso en la cria de ganado).

Asi las cosas, durante los ultimos seis afios, nuestro grupo de
investigacion ha continuado esforzandose en la linea del disefio
de un EEc de ultima generacion aplicable a la IAP, que conjunta-
mente estimule la motilidad espermatica, el transporte esperma-
tico y la capacidad fecundante, y por extension la viabilidad de
los embriones, asegurando unos altos niveles de fertilidad y pro-
lificidad en el rendimiento de la IAP de las explotaciones comer-
ciales. Recientemente se ha publicado en el Boletin Oficial de la
Propiedad Industrial (17 abril de 2017, pagina 18), la solicitud
de la patente correspondiente. Su composicion, protegida por la
patente, esta basada en una serie de sustancias que aseguren la
cascada fisiologica necesaria para la fecundacion de la hembra
desde que es inseminada. De forma y manera que manteniendo
la viabilidad espermatica y la estabilidad de las moléculas que
aporta, permita unos resultados optimizados de la IAP, e incluso
aplicable en determinadas circunstancias desfavorables como es
el caso del “Sindrome de infertilidad de verano’, o la practica de
destetes muy precoces, y en general en aquellos casos de subfer-
tilidad por causa desconocida.

Su formulacion se basa en estimulantes de la motilidad
espermatica, agentes uterotonicos que facilitan el transporte
espermatico en el aparato genital de la hembra, e inductores
de la ovulacion con objeto de sincronizarla con la insemi-
nacion de las cerdas. Su manejo es muy sencillo, consiste en
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anadir 1 mL por dosis seminal estandar tradicional (3.000 x
106 spz/ 90 mL), en el momento previo a su aplicacién 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 almacenamiento. El nombre comercial pro-

puesto es “SU.LMFQT‘E ’"

1. Pruebas de compatibilidad seminal y eficacia
sobre el incremento de motilidad

Los objetivos de estas pruebas, realizadas en el Laboratorio de
Espermatologia de nuestro Grupo de Investigacion, es compro-
bar el efecto que sobre la motilidad tiene el EEc disefiado, tanto
en el momento de su adicion, como posteriormente tras la incu-
bacion a 37°C. Determinar si dicho efecto se mantiene tanto en
el semen recién procesado o varia con la conservacion a 152 C
durante varios dias. Y por supuesto, demostrar que no tiene nin-
gun efecto deletéreo o toxico para los espermatozoides.

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

Se puso una gota de 5 uL de cada muestra (semen con-
trol y adicionado con EEc) en una camara 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 anadir el
aditivo (tiempo 0 h), deteniendo los analisis cuando no se
observaba apenas motilidad (2 a 4 horas).

Con el software ISAS®, se modificaron parametros permi-
tiendo asi eliminar de nuestro andlisis particulas que no son
espermatozoides, trayectorias rotas o intercambiadas, esper-
matozoides inmoviles que son considerados como mdviles, etc.

Fotografia 1.
Adicion del
EEc a la dosis
seminal en

el momento
previo a la IA
de la cerda,

a traveés del
cono de acople
al catéter de
inseminacion
previamente
abierto
(también puede
inyectarse

a traveés del
plastico de las
paredes del
tubo de las
dosis).




Los parametros de motilidad registrados fueron los siguien-
tes: MOT: Motilidad total (%); PROG: Progresion (%); 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 Rectilinea (um/s) es la distancia
recorrida entre el primer punto y el daltimo 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 Oscilacion (%);
ALH media: Amplitud media del desplazamiento lateral de la
cabeza; BCF: Frecuencia de batido.

Paralelamente se llevd a cabo el analisis con citometria de
flujo con objeto de estudiar los siguientes parametros de cali-
dad seminal:

 Viabilidad espermatica

o Estabilidad de membrana
o Actividad mitocondrial

« (Capacitacion espermatica
e Dano acrosomico

Con este objetivo se diluyeron las muestras de semen con
PBS-BSA 0,5% y se les anadio diferentes tinciones en funcion
de lo que queriamos medir.
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Para llevar a cabo las tinciones, se pasaron 3 ul de la mues-
tra (alrededor de 10° espermatozoides/ml final) a la tincion
correspondiente. Una vez tenidos todos los tubos durante 15
min a 37°C, se pasaron las muestras a tubos de citometria con
300 uL PBS-BSA 0,5% alicuotados previamente y se analizaron
mediante citometria de flujo (provisto de tres laseres de diodo
(405 nm —violeta—, 488 nm —azul—, 635 nm —rojo—).

La mayoria de los parametros estudiados en sistema CASA,
usados para valorar la calidad seminal, mostraron diferencias
significativas en cuanto al dia y tiempo de incubacion (p <
0,001), no siendo asi con el tratamiento.

En cuanto a la fisiologia espermadtica no detectamos un
efecto significativo del tratamiento en las variables evaluadas
por citometria, excepto para la proporcion de espermatozoi-
des con mitocondrias activas. Existen resultados significati-
vos en la interaccion de las horas de incubacion y los dias.

Se comprobd cémo existe un aumento en la motilidad
hasta la hora y hora y media de incubacion respectivamente
para después disminuir en ambos grupos. El grupo EEc
(SuinFort) empieza (tiempo cero) con una MOT y PROG
mayor (60,2+3,3 y 11,2+1,5 respectivamente), superior al
grupo control (53,7+4,1 y 6,4+1,1). También hay que destacar
que las dosis seminales conservadas a 17°C durante 5 dias
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antes de ser testadas, la MOT del grupo del EEc fue superior
al control hasta las 2,5 h de incubacion a 37°C. (Gréatico 1)

En definitiva se concluye que el efecto estimulante del EEc
sobre la motilidad se centra fundamentalmente en la primera

hora después de haber sido afadido a la dosis seminal, lo que

explica el efecto beneficioso que sobre la fertilidad y prolifici-

dad se constata en las pruebas “in vivo”. Ademas, teniendo en

cuenta que en las dosis conservadas durante 5 dias, se produ-

Grafico 1. Evaluacion de la motilidad espermatica (%) en grupo control y grupo EEc (SuinFort).
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ce 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
conservacion es compensado por el EEc.

En cuanto a los parametros de calidad estudiados por
citometria de flujo no se encontré ninguna diferencia, esta-
disticamente significativa, entre el grupo control y el grupo
experimental que recibia EEc, lo que demuestra que el EEc
es un producto seguro y no toxico para los espermatozoides.

2. Prueba de campo “in vivo”, de eficacia del EEc
sobre la fertilidad y prolificidad

La prueba de eficacia “in vivo” se realiz6 en una granja comer-
cial porcina de Castilla y Ledn, de 650 madres Landrace, de
clasificacion zootécnica de multiplicacién con autoreposi-
cion para la produccion de la F, y clasificacion sanitaria A3
ESC. Durante dos anos se aplico simultineamente el EEc
a la mitad de las cerdas inseminadas, sirviendo el resto de
controles. La eleccion 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
antecedentes reproductivos se refiere.

En el Grafico 2, se recogen los resultados globales en
cuanto a fecundidad (% de hembras prefiadas en el momento

Grafico 2. Efecto del EEc sobre la fecundidad (diagnéstico
gestacion a los 28 dias de la 1A), fertilidad (% partos por
cerda inseminada), y prolificidad (nacidos totales, vivos y
muertos)
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del diagnostico de gestacion a los 28 dias por ecografia), y
fertilidad (% de paridas), asi como los parametros de proli-
ficidad (lechones nacidos totales por camada, nacidos vivos
y nacidos muertos). Los resultados se analizaron estadisti-
camente por un método de ANOVA factoral, LSD Fisher y
el paquete SAS.

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

En conclusion podemos decir que el EEc disefiado por
nuestro grupo de investigacion, proporciona unos resul-
tados muchos mas predecibles y homogéneos que los
que pudieran ofrecer los componentes individualmente.
Constatandose un incremento de la fertilidad de 4,4 pun-
tos porcentuales con respecto a los controles, con carac-
ter estadistico muy significativo, produciéndose ademas
un incremento medio de un lechén vivo por camada.
Proporcionando también una uniformidad en los resulta-
dos tanto de fertilidad como de prolificidad a lo largo de
todo el afno, y por supuesto controlando perfectamente la
caida estacional del verano que solo se aprecio6 en los con-
troles (Grafico 3).

Grafico 3. Porcentajes de repeticiones al celo tras la IA
a lo largo de los diferentes meses del afo, 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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