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RESUMEN

Los surfactantes sintéticos han mostrado efectos positivos sobre la
integridad de la membrana celular de los espermatozoides crio con-
servados, sin afectar su motilidad. Dado que los extractos pulmonares
poseen sustancias surfactantes, es de esperar que produzcan efecto
positivo sobre la fertilidad de los espermatozoides de verraco luego de
su crio conservacién. Con el objetivo de disponer de evidencia prelimi-
nar respecto de la ausencia/presencia de toxicidad de extractos pul-
monares sobre el semen, se utilizaron eyaculados de dos verracos con
edades comprendidas entre los 24 y los 30 meses. Cada eyaculado se
dividié en dos grupos. Uno de ellos se diluy6 con un medio comercial
de media duracion (Grupo testigo) y el otro con el mismo medio mas
el agregado de: 2.5, 5 0 10 % de extracto pulmonar de cerdo (Grupos
tratamiento). Como indicadores del efecto del tratamiento sobre la ca-
lidad del semen se determind la relacion vivos muertos, el host test
y la integridad acrosémica. Las muestras se evaluaron luego de 0, 24
y 48 horas de incubacién a 172C y 36°C. El experimento se repitié en
tres eyaculados de cada uno de los verracos, a efectos de determinar
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la interaccion entre los componentes del medio de conservacion, y los
extractos pulmonares, y la calidad de los espermatozoides porcinos.
Los resultados demostraron que no existen diferencias significati-
vas en los parametros observados entre los diferentes momentos de
evaluacion, ni en las diferentes concentraciones de extractos, como
tampoco se observé diferencia entre individuos. Se concluye que los
extractos pulmonares no presentan efectos tdxicos sobre los esperma-
tozoides porcinos.

Palabras clave: semen porcino, surfactantes pulmonares, crio
conservacion

ABSTRACT

Synthetic surfactants have shown positive effects upon the integrity
of the cell membrane of cryopreserved sperm without affecting their
motility. As pulmonary extracts have surfactant substances, they are
expected to produce a positive effect on the boar sperm fertility after
cryopreservation. In order to have preliminary evidence regarding the
absence / presence of toxicity of pulmonary extracts on semen, eja-
culates from two boars, aged between 24 and 30 months, were used.
Each ejaculate was divided into two groups. One of them was dilu-
ted with a middle-term commercial medium (Control group) and the
other with the same medium plus the addition of: 2.5, 5 or 10% of pig
pulmonary extract (Treatment group). As indicators of the treatment
effect on semen quality, the live-dead ratio, the host test and the acro-
some integrity were determined. Samples were evaluated after 0, 24
and 48 hours of incubation at 17 ° C and 36 ° C. The experiment was re-
peated in three ejaculates of each one of the boars, in order to determi-
ne interaction between the components of the preservation medium
and the pulmonary extracts, and the quality of the porcine sperm. The
results show that there are no differences in the parameters observed
between the different evaluation moments, nor in the different extract
variations, as well as no difference between individuals. It is concluded
that pulmonary extracts do not present toxic effects on porcine sperm.
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RESUMO

Os surfactantes sintéticos tém demonstrado efeitos positivos na in-
tegridade da membrana celular dos espermatozoides criopreservados,
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sem afetar sua motilidade. Uma vez que os extratos pulmonares con-
tém substancias surfactantes, espera-se que produzam um efeito po-
sitivo na fertilidade dos espermatozoides de javali apds sua criopre-
servacdo. Com o objetivo para obtencdo de evidéncias preliminares
quanto a auséncia / presenca de toxicidade dos extratos pulmonares
no sémen, foram utilizados ejaculados de dois varrascos com idade en-
tre 24 e 30 meses. Cada ejaculacgao foi dividida em dois grupos. Um de-
les foi diluido com meio comercial de média duragdo (Grupo Controle)
e 0 outro com o mesmo meio acrescido de: 2.5, 5 ou 10% de extrato
de pulmao de porco (Grupos Tratamento). Como indicadores do efei-
to do tratamento sobre a qualidade do sémen, foram determinados a
proporgdo de vivos-mortos, o host test e a integridade do acrossémico.
As amostras foram avaliadas ap6s 0, 24 e 48 horas de incubacdoa 17 °
Ce 36 ° C. 0 experimento foi repetido em trés ejaculagdes de cada um
dos varrascos, a fim de determinar a interacdo entre os componentes
do meio de preservagao e os extratos pulmonares e a qualidade dos
espermatozoides suinos. Os resultados mostraram que nao ha dife-
rencas significativas nos parametros observados entre os diferentes
momentos de avaliagdo, nem nas diferentes concentra¢des dos extra-
tos, nem diferenca entre os individuos. Conclui-se que os extratos pul-
monares ndo apresentam efeitos tdxicos nos espermatozoides suinos.
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Introduccion

La difusion de la inseminacion artificial en cerdos se ha visto dificul-
tada por la baja supervivencia de espermatozoides luego de la criopre-
servacion, lo que dificulta el transporte de material genético. La incor-
poracion de agentes tensioactivos ha significado un gran avance en la
eficiencia de esta biotecnologia en el manejo de semen porcino &,y de
otras especies como, equino®,caprino @bovino ®,ovino ©® caninos 'y
felinos. ® Estos estudios determinaron efectos positivos en la interrela-
ciéon de los componentes de los diluyentes y los lipidos y proteinas de la
membrana plasmatica de los espermatozoides. En estos trabajos se de-
termind un efecto positivo de los surfactantes sintéticos sobre la integri-
dad de la membrana celular de los espermatozoides. El tejido pulmonar
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posee agentes surfactantes naturales como fosfolipidos: dipalmitoilfos-
fatidilcolina (DPPC), fosfatidilcolina insaturada, fosfatidilglicerol, fosfa-
tidilinositol, y proteinas: SP-A, SP-B, SP-C y SP-D. Es importante deter-
minar si existe en los extractos pulmonares algin efecto benéfico en la
crioconservacion de semen de cerdo. Antes de comenzar con ensayos
concluyentes determinamos la ausencia de efectos toxicos que dichos
extractos ejercen sobre los espermatozoides de verraco.

No hay reportes de efectos del uso de extractos naturales de pulmo-
nes sobre la membrana plasmatica de los espermatozoides.

Materiales y métodos

Se utilizaron eyaculados porcinos obtenidos en el Centro de repro-
duccidn de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la U.N.L.Pam. La ex-
traccion de semen se realiz6 por medio de la técnica manual @, utili-
zando bolsa de recoleccion con filtro, recolectando solo la porciéon rica
en espermatozoides. Una vez en el laboratorio se determind la con-
centracion, integridad acrosémica, test hipo osmotico y relacion vivos
muertos. Las muestras se dividieron en ocho grupos, uno diluido en
solucion salina tamponada (PBS), tres con PBS mas el agregado de 2.5,
5010 % de extractos pulmonares que se conservaron a 36°C ; otro con
diluyente M IIIR Minitube, de media duracién (grupo testigo) conser-
vado a 17°C, y a los tres grupos restantes se le agregaron: 2.5,50 10 %
de extractos pulmonares y se conservaron a 172C para su evaluacion.
La concentracion final de espermatozoides evaluados, se unifico en 3
x 107 células por ml. en todos los casos. El extracto pulmonar se pre-
par6 con trozos de 1cm2 provenientes del l16bulo dorsal del pulmén
de cerdos de 3 a 5 meses de edad obtenidos en frigorifico; se coloca-
ron en 5 partes de solucidn fisiolégica, se trituraron con molinillo y
se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 minutos, luego se recogio el
sobrenadante y se filtr6 mediante filtros de 60 micras, congelandolos
en tubos eppendorf a -202C hasta su uso. La concentracién se deter-
miné por medio de cdmara de Biirker. La relacién vivos muertos se
observo por medio de la tincién de eosina-nigrosina con microscopio
de luz directa (Nikon Eclipse e 200) y objetivo de inmersiéon a 1000
aumentos. La integridad acrosémica se determind por medio de ob-
servacion directa con microscopio de contraste de Fase (Nikon Eclipse
e 200) objetivo de inmersiéon a 1000 aumentos. El test hipo osmético
se realizé incubando 10 microlitros de semen en 10 ml de soluciéon
hipo osmética (citrato de sodio al 0.49 % y fructosa al 0.9 %) a 362C
durante 10 minutos, se fij6 con solucién hiposmotica formolada y se
observo en un microscopio de contraste de fase a 1000 aumentos. Las
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muestras conteniendo diluyente comercial mas el agregado de extrac-
tos pulmonares fueron diluidas y evaluadas a las 0, 24 y 48 horas de
incubacién a 179C; las muestras conteniendo PBS y diferentes concen-
traciones de extractos pulmonares también se evaluaron a las 0 hs a
36°C. Los resultados se compararon mediante anova. Cualquier dife-
rencia significativa (p < 0,05) entre muestras, en algin parametro eva-
luado, se considerara efecto téxico de los extractos pulmonares sobre
los espermatozoides de cerdo.

Resultados

Test de enddésmosis

Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Relacion Vivos/Muertos

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
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Integridad Acrosémica

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
Discusion

La evidencia cientifica de los efectos positivos de los surfactantes
sintéticos fue observada en equinos ovinos V, cerdos %, equinos ¥,
caprinos ®, bovinos @, caninos " y felinos ¥, siendo evaluados solos
(1.2347) o combinada con diferentes componentes de efecto crio conser-
vante conocidos, como la yema de huevo o glicerol ®%. No hay trabajos
publicados del efecto surfactante de los extractos pulmonares, aunque
diferentes autores determinaron la presencia en el tejido pulmonar,
de agentes surfactantes naturales potentes como dipalmitoilfosfati-
dilcolina (DPPC), fosfatidilcolina insaturada, fosfatidilglicerol, fosfa-
tidilinositol, y proteinas: SP-A, SP-B, SP-C y SP-D, no existen trabajos
que evaluen efecto de los extractos pulmonares porcinos sobre la crio
conservacion del semen

Conclusion

No habiéndose encontrado diferencias en los parametros evalua-
dos, bajo las condiciones del presente experimento, para los medios
de crio conservacidn, conteniendo diluyente comercial y diluyente con
el agregado de 2.5, 5y 10 % de extractos pulmonares, se determina la
ausencia de toxicidad de los extractos pulmonares utilizados en la crio
conservacion de semen porcino.
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