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ES 2 539 683 T3

DESCRIPCION
Composiciéon de material seminal porcino para la inseminacion artificial de cerdas
Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion que contiene un material seminal porcino destinado a la
inseminacion artificial de cerdas, asi como al procedimiento de obtencién de esta composicion.

La presente invencion es asimismo relativa a un equipo que comprende uno o varios frasco(s) con dicha
composicion o los elementos de dicha composicién y un medio de inseminacion (sonda) adecuado para efectuar la
inseminacion artificial de una cerda mediante esta composicion.

Técnica anterior y estado de la técnica base de la invencion

La tecnologia de inseminacion artificial se utiliza para la inseminacion de varias especies domésticas desde hace
numerosos anos.

Para la inseminacion artificial porcina, la mayoria de las hembras criadas son llevadas en “bandadas” a fin de
agrupar las intervenciones y concentrarlas para reducir el tiempo de observacion y de operacion sobre los animales.
Fisiologicamente, el destete de los lechones genera un reinicio del ciclo de la cerda, que vuelve a estar en celo en
una media de cinco dias después del destete. Es suficiente por lo tanto destetar juntos los lechones, generalmente
los miércoles y los jueves, para que el 10% de las cerdas empiecen su celo el domingo, el 50% el lunes, el 30% el
martes y el Ultimo 10% el resto de la semana. La duracién media del periodo de celo se extiende de 24 a 72 horas.
Los celos de las primeras cerdas se manifiestan en general durante mas tiempo. Durante estas manifestaciones, el
criador puede inseminar, segun sus habitos, cada 12 o 24 horas con numerosos periodos de tiempos variables.

A fin de cubrir las hembras, los criadores utilizan de media, por ciclo, 2,6 dosis que contienen cada una 2,2 mil
millones de espermatozoides. Para reducir el nUmero de intervenciones, y asegurar al mismo tiempo una buena
disponibilidad del espermatozoide en el tracto genital de la hembra, tienen que ser aplicados unos medios para
obtener una inseminacioén de larga duracion.

El concepto de encapsulacion del esperma con liberacion diferida en el tiempo se ha descrito en la patente
EP 0922 451 y se basa en la utilizacion de capsulas que comprenden un nucleo liquido que contiene una
suspension de material seminal de cerdo, asi como un polimero biodegradable y/o biocompatible, estando el
conjunto recubierto de una pelicula que consiste en un alginato y un metal bi o trivalente, eventualmente reticulado.
Habitualmente, la pelicula de alginato de metales bivalentes se selecciona de entre el alginato de calcio, de
estroncio, y de zinc. Los alginatos de metales trivalentes se seleccionan preferentemente de entre los de aluminio,
de hierro y de cromo.

Un gran numero de polisacaridos tales como el alginato, los quitosanos, las pectinas, los carragenanos, los
xantanos, tienen la particularidad de formar unos hidrogeles de manera espontanea por modificacion fisica o
quimica, por ejemplo por una modificacion del pH, de la temperatura o por adicién de un contraién adecuado. El
alginato de sodio es, por ejemplo, un polisacarido polianidnico natural de la pared celular de alga marrén (tal como el
Macrocystis pyrifera, el Laminaria digitata, el Ascophyllum nodosum) que representa hasta el 40% del peso seco del
alga.

El alginato esta constituido de una mezcla de acido manurénico y de acido gulurénico que es soluble en agua, pero
forma un gel en presencia de cationes di- o trivalentes. Unos compuestos como EDTA tienen como accién captar
también estos iones y desestructurar los geles obtenidos.

El esperma porcino es muy sensible al estrés inducido por un choque térmico brusco, asi como por una variacion de
presién osmotica o de pH, y su motilidad se encuentra rapidamente alterada por unas variaciones del medio. Esta
alteracion se manifestara por una evolucion hacia la apoptosis de los espermatozoides, que sigue el fenémeno de
capacitacion. Este fendmeno se visualiza por la aparicion de aglutinatos, la ultima fase antes de la muerte de las
células.

Objetivos de la invencion

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar una nueva composicion que comprenda un material seminal
porcino destinado a una inseminacion artificial de las cerdas y que no presente los inconvenientes del estado de la
técnica.

La presente invencion tiene asimismo como objetivo proporcionar un procedimiento de obtencién de tal composicion,

asi como un equipo que comprenda uno o varios frasco(s) que contienen dicha composiciéon o que contienen los
elementos de dicha composicién, y un medio de inseminacién (sonda) a las cerdas de esta composicion.
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Un objetivo particular de la presente invencion pretende proporcionar una composicion tal caracterizada por una
toxicidad reducida o estrés reducido) frente a espermatozoides presentes en un material seminal (encapsulado y/o
libre), permitiendo al mismo tiempo una administracion eficaz y prolongada de dichos espermatozoides a una cerda.

Elementos caracteristicos de la invencién

Un primer objeto de la invencion se refiere a una composicion de material seminal porcino destinado a la
inseminacion artificial de cerdas y que comprende unas capsulas que incorporan el material seminal porcino,
recubiertas de una pelicula de alginato que no presenta los inconvenientes del estado de la técnica.

En la composicién de la invencion, la concentracién en espermatozoides del material seminal porcino presente en
las capsulas esta comprendida entre 900 millones y 2000 millones de espermatozoides por mililitro.

Ademas, la composicion del material seminal porcino de la invencién puede comprender una fraccion libre de
material seminal porcino, es decir una fraccion libre de material seminal porcino no presente en unas capsulas y que
no esta recubierto de una pelicula de alginato (de un ién bi o trivalente). En este caso, la concentracion de
espermatozoides presentes en la fraccion libre del material seminal porcino comprende entre 25 millones y 35
millones de espermatozoides por mililitro.

Esto significa que la composicion de la invencién comprende entre 1 y 3 mil millones (preferentemente entre 1,5 y
2,5 mil millones) de espermatozoides encapsulados y/o entre 1y 2,5 mil millones (preferentemente entre 1,5y 2 mil
millones) de espermatozoides libres, es decir unos espermatozoides no encapsulados.

Preferentemente, en la composiciéon de la invencioén, el ién seleccionado es el bario, pero puede ser también otro i6n
metalico, preferentemente bivalente, tal como calcio u otro ién alcalinotérreo.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de la composicién de la invencion
que comprende esencialmente las etapas siguientes:

- un material seminal porcino recogido y sometido a una o varias etapas de extraccion de mas del 50%,
preferentemente de mas del 65%, aun mas preferentemente de mas del 75% del plasma seminal presente
inicialmente en este material seminal porcino y de recogida del material seminal porcino enriquecido en
espermatozoides tras esta extraccion,

- dicho material seminal porcino es después enriquecido con espermatozoides y adicionado con del 2% al 8% de un
ion bi o trivalente, preferentemente de bario, se pone en suspension y se afiade, gota a gota, a una solucion de
alginato de un i6n metalico monovalente, preferentemente de sodio para formar unas capsulas que recubren dicho
material seminal enriquecido con espermatozoides,

- dichas capsulas obtenidas son después recogidas (para formar una fraccién encapsulada de material seminal
porcino) y son preferentemente mezcladas con una fraccion libre de material seminal porcino.

En el procedimiento de la invencién, las etapas de extraccién del plasma seminal porcino comprende(n) o
consiste(n) en una o varias etapa(s) de centrifugaciéon del material seminal porcino seguida(s) de una o varias
etapa(s) de eliminacion del plasma seminal presente en el sobrenadante del medio sometido a la centrifugacion y de
recogida del material seminal porcino enriquecido en espermatozoides.

Otro objeto de la invencion se refiere a un equipo de inseminacién que comprende uno o varios frasco(s) que
contienen la composicion o los elementos de la composicion de material seminal porcino segun la invencion, en
particular las fracciones libres y/o las fracciones encapsuladas, asi como un medio de inseminacién capaz de
efectuar la inseminacion artificial de una cerda por esta composicion y opcionalmente un frasco que contiene un
diluyente de esta composicion, en particular un diluyente de la fraccion libre de material seminal porcino, tal como el
producto Gedil®.

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores han descubierto de manera inesperada que la encapsulacion de un material seminal porcino, tal
como se describe en la patente EP 0 922 451, inducia a una “toxicidad” (o un “estrés”) para los espermatozoides
porcinos presentes en las capsulas obtenidas o los espermatozoides libres (no encapsulados), pero puestos en
contacto con estas capsulas.

En particular, los inventores han descubierto de manera inesperada que al menos dos productos presentes en estas
capsulas son susceptibles de generar esta “toxicidad” (o “estrés”) que afectan a las propiedades de los
espermatozoides porcinos. Los inventores han demostrado por primera vez, que una solucién de bario, en particular
los iones de bario presentes en esta solucion, asi como del alginato de sodio o del alginato polimerizado presentes
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en estas capsulas alteran las propiedades esenciales (tal como la motilidad) de los espermatozoides porcinos.

Estos efectos perjudiciales sobre los espermatozoides porcinos se demuestran en las tablas 1y 2, que presentan el
resultado de un ensayo de “toxicidad” (o “estrés”) obtenido por adicion de cloruro de bario (BaCl, al 5 o al 10%)
sobre un semen libre y muestra después de dos dias una reduccion significativa de la motilidad de los
espermatozoides. Para obtener una fertilizacion eficaz, mas del 50% de los espermatozoides deben ser “mdtiles” (es
decir, presentar una velocidad de desplazamiento individual superior a 20 micrometros por segundo).

Tabla 1: Efecto del cloruro de bario (BaCl,) al 5 o al 10% sobre la motilidad de los espermatozoides presentes en el
semen libre. Los dos valores (X-Y) mencionados en esta tabla son el resultado de dos mediciones:

El primer valor (X) de cada 100 significa que X espermatozoides de cada 100 presentan una motilidad superior a 20
micrémetros por segundo (X espermatozoides denominados “matiles”).

El segundo valor (Y) de cada 100 significa que Y de estos mismos 100 espermatozoides tienen una misma velocidad
de desplazamiento superior o igual a 80 micrometros por segundo (Y espermatozoides denominados “progresivos”)

MUESTRAS 5 % BaCl2 10 % BaCl2
Verraco 1 CG0533 68-19 58-12
Verraco 2 CG6558 45-20 29-07
Verraco 3 Lwc Derby 40-10 24-05
Verraco 4 DB2125 69-30 40-15
Verraco 5 PF2182 50-26 48-28

Tabla 2: Efecto del cloruro de bario (BaCl») al 2% sobre la motilidad de los espermatozoides presentes en el semen
libre

MUESTRAS CONTROL GEDIL GEDIL + 2 % BaCl2
D+1 D+3 D+1 D+3

Verraco 1 53-23 51-19 54-29 45-23
Verraco 2 85-34 87-42 82-46 78-50
Verraco 3 85-38 82-43 83-54 80-40
Verraco 4 86-27 84-25 84-46 79-45
Verraco 5 80-20 77-24 77-34 73-22
Verraco 6 75-19 72-23 57-28 60-23
Verraco 7 79-33 84-34 79-45 84-45
Verraco 8 75-23 75-48 70-45 73-52
Verraco 9 68-11 60-11 63-17 64-17
Verraco 10 80-41 77-43 No interpretable 60-34

La tabla 3 muestra el efecto del nimero de capsulas (bolas) que tienen un tamafio comprendido entre 50 ym y 8
mm, sobre la motilidad de los espermatozoides después de 1 y 3 dias. El Gedil® es un diluyente constituido de un
medio biolégico favorable a la conservacion de los espermatozoides. Los inventores han diluido también los
espermatozoides en otros medios diferentes del Gedil® y han observado también una “toxicidad” (o un “estrés”)
inducido por la adicién de BaCl..

Tabla 3: Efecto del nimero de bolas (capsulas) sobre el semen libre:

MUESTRAS CONTROL GEDIL GEDIL + 4 bolas por tubos GEDIL + 20 bolas por tubo
D+1 D+3 D+1 D+3
Verraco 1 73-15 69-26 66-09 51-16 51-05
Verraco 2 81-45 77-52 73-13 50-26 58-10
Verraco 3 82-39 75-49 71-15 47-20 60-11
Verraco 4 85-41 82-36 83-18 41-07 51-08
Verraco 5 57-18 64-30 69-10 55-17 57-05
Verraco 6 67-25 70-33 80-17 55-12 57-05
Verraco 7 86-36 86-37 82-12 51-12 69-09
Verraco 8 78-41 85-49 87-14 56-31 60-13
Verraco 9 72-15 61-15 70-08 49-18 62-09
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MUESTRAS CONTROL GEDIL GEDIL + 4 bolas por tubos GEDIL + 20 bolas por tubo
Verraco 10 78-41 66-37 74-07 68-23 | 59-03

Observacion: la motilidad de los espermatozoides se ve afectada: los movimientos obtenidos son fluidos con la
adicion de 4 bolas (capsulas) y los movimientos son bruscos con la adicién de 20 bolas (capsulas). Los inventores
han diluido también los espermatozoides en otros medios distintos del Gedil® y han observado también una
toxicidad proporcional al numero de bolas (capsulas) afiadidas.

A fin de recudir los efectos nocivos de estos productos (tdxicos), los inventores han obtenido una reduccion de la
proporcion global de estos elementos toxicos en la composicion de la invencion, realizando una concentracion del
liqguido seminal porcino y de los espermatozoides presentes en estas capsulas. Esta operacion se obtiene retirando
una importante proporcién del plasma seminal presente en este material seminal porcino a encapsular. De este
modo, la concentracion de los espermatozoides porcinos en las capsulas aumenta de manera significativa, lo que
lleva a reducir la cantidad de estas capsulas y de los elementos (tdxicos) procedentes de estas capsulas en la
composicion final obtenida, compuesta de espermatozoides encapsulados y de espermatozoides libres (es decir de
espermatozoides no encapsulados), y eventualmente de diluyente.

La presente invencion se describira en detalle en los ejemplos siguientes presentados a titulo de ilustracion no
limitativa de la invencion.

Ejemplo1:

Un semen porcino se recoge y lleva al laboratorio a una temperatura del orden de 33°C a 35°C. Se mide por su
concentracion, su volumen y su color, y después se introduce en una centrifugadora que gira a aproximadamente
800 g, durante un tiempo de aproximadamente 10 minutos. Mediante esta centrifugacion, aproximadamente los 2/3
del sobrenadante (que contienen plasma seminal) se retiran y se miden en cuanto a su concentracién por
sustraccion a fin de conocer la cantidad de espermatozoides restantes, el 1/3 del volumen conservado, que contiene
lo esencial de los espermatozoides, esta destinado a ser encapsulado.

La concentracion en espermatozoides dentro del material seminal destinada a ser encapsulada puede también
realizarse mediante otras técnicas bien conocidas por el experto en la técnica, tales como una sedimentacion (por
ejemplo en el momento de un cambio de temperatura de aproximadamente 17°C) o por una filtracion sobre
membrana (por ejemplo una membrana de aproximadamente 0,1 ym) a fin de eliminar o reducir una importante
proporcion (es decir mas del 50%, preferentemente mas del 65%, ain mas preferentemente mas del 75% o mas del
85%) del plasma seminal.

Esta fraccion se mezcla previamente con una solucién de bario (adicion de una solucién (acuosa) saturada de
cloruro de bario -215 g de cloruro de bario en polvo por litro- a fin de obtener una concentracion final en iones de
bario de 25 mmoles/l), después se inyecta gota a gota en una solucién de alginato de sodio en agitacion (alginato de
sodio en solucion; del 0,01% al 1% en peso por volumen). Se pueden inyectar asi aproximadamente 500 ml de
esperma adicionado de cloruro de bario en un bafio de 20 litros de alginato de sodio.

Las capsulas (bolas) se forman instantaneamente en contacto con la periferia de la gota y se espesan durante varias
decenas de minutos. El material espermatico encapsulado en la pelicula (gel) de alginato de sodio, y que comprende
mas de 900 millones de espermatozoides por mililitro, es después separado por simple filtracion. Después del
lavado, las capsulas (bolas) son recuperadas en una cesta de separacion, y después se cuantifican en volumen.
Después, se mezclan con una fraccion de material seminal libre diluido (que comprende aproximadamente 33
millones de espermatozoides por mililitro). Esta mezcla de una fraccion libre combinada con una fraccion
encapsulada permite fecundar una cerda, si la ovulacion de la cerda tiene lugar dentro de pocas horas después, y
permite también obtener la fecundacion durante un periodo mas largo gracias a la liberacion pospuesta de los
espermatozoides encapsulados mas tarde. La composicién obtenida se inyecta después en una sonda, cuyos
orificios de entrada y de salida se han adaptado para el paso de las capsulas (diametro de 0,8 cm
aproximadamente).

Esta “fraccion encapsulada” representa un volumen de capsulas que contienen aproximadamente de 1,5 a
aproximadamente 2,5 mil millones de espermatozoides.

Alternativamente, la fraccién encapsulada, que representa un volumen de bolas de capsulas que contienen desde
aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,5 mil millones de espermatozoides se mezcla con la fraccion libre,
diluida y que contiene entre aproximadamente 1,5 mil millones y aproximadamente 2,5 mil millones de
espermatozoides presentes en un diluyente adecuado. Estas 2 fracciones son globalmente mezcladas bajo
agitacion.

La ovulacién se ha introducido por destete sin adicion de hormonas. La deteccién de celo en las cerdas se mide dos
veces por dia a partir del 3° dia después del destete. La inseminacion se lleva a cabo después de la deteccién de la
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ovulacion. Un eventual estado de gestacion se mide por ecografia y se mide el conjunto de los datos. En general, los
inventores constatan un aumento del numero de gestaciones en las cerdas fecundadas por la composicion de la
invencion (en la que los espermatozoides se han concentrado antes de la encapsulacion) con respecto a las cerdas
fecundadas por una composicion sin concentracion, para un mismo nimero de espermatozoides (tanto libres como
encapsulados).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de material seminal porcino destinado a la inseminacion artificial de las cerdas y que comprende
unas capsulas que incorporan un material seminal porcino, recubierto con una pelicula de alginato de un ién bi o
trivalente, caracterizada por que la concentracion en espermatozoides del material seminal porcino presente en las
capsulas esta comprendida entre 900 millones y 2000 millones de espermatozoides por mililitros.

2. La composicion de material seminal porcino segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una fraccion libre
de material seminal porcino.

3. La composicion segun la reivindicacion 2, caracterizada por que la concentracion de espermatozoides presentes
en la fraccion libre del material seminal porcino comprende entre 25 millones y 35 millones de espermatozoides por
mililitro.

4. La composicion segun las reivindicaciones 2 o 3, que comprende:

- entre 1 y 3 mil millones de espermatozoides encapsulados, y

- entre 1y 2,5 mil millones de espermatozoides libres (no encapsulados).

5. La composicidon segun la reivindicacion 4, que comprende entre 1,5 y 2,5 mil millones de espermatozoides
encapsulados y entre 1,5 y 2 mil millones de espermatozoides libres (no encapsulados).

6. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho i6n bivalente se selecciona
de entre el grupo que consiste en iones Ba®* y Ca®.

7. Un procedimiento de obtencion de la composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que
comprende las etapas siguientes:

- un material seminal porcino recogido y sometido a una o varias etapas de extraccion de mas del 50% del plasma
seminal presente en este material seminal porcino,

- dicho material seminal porcino enriquecido en espermatozoides y adicionado del 2% al 8% de un i6n bi o trivalente,
puesto en suspension en un diluyente apropiado y afiadido, gota a gota, a una solucion de alginato de sodio para
formar unas capsulas que recubren dicho material seminal enriquecido en espermatozoides,

- las capsulas obtenidas son después recogidas, y
- las capsulas recogidas son opcionalmente mezcladas con una fraccion libre de material seminal porcino.

8. El procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que un material seminal porcino recogido se somete a una o
varias etapas de extraccion de mas del 75% del plasma seminal presente en este material seminal porcino.

9. El procedimiento segun la reivindicacion 7 u 8, en el que las etapas de extraccion del plasma seminal porcino
comprenden una o varias etapas de centrifugacion del material seminal porcino seguidas de eliminacion del plasma
seminal presente en el sobrenadante obtenido y de recogida del material seminal porcino enriquecido con
espermatozoides.

10. Un equipo de inseminacién que comprende uno o varios frascos que contienen la composicién o los elementos
de la composicion de material seminal porcino segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 6, un medio
de inseminacién capaz de efectuar la inseminacioén artificial de una cerda por esta composicion.

11. El equipo segun la reivindicacion 10 que comprende ademas un frasco que contiene un diluyente de la
composicion.
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