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Resumen

El objetivo de este trabajo fue probar si el enfriado lento hasta -5°C puede mejorar la
sobrevivencia al proceso de congelado-descongelado de los espermatozoides porcinos y
reducir la ocurrencia del fenémeno de capacitacion prematura. Se evaluaron tres
diferentes tratamientos de enfriado precongelaciéon de semen a +5°C, a 0°C y hasta -5°C.
Se utilizaron 33 eyaculados provenientes de 5 machos colectados por el método manual.
Se diluyé cada muestra en el medio BF5 (medio congelador de Beltsville) con un
porcentaje final de glicerol de 1%. Cada muestra de semen se evalué y proceso en el
laboratorio a temperatura de cuarto (22°C). El semen diluido se sometié a un enfriado en
un sistema de recipientes con solucion salina y hielo salino hiperténico (7.85%) dentro de
un refrigerador hasta alcanzar la temperatura de -5°C. Cuando las pajillas alcanzaron la
temperatura blanco de cada tratamiento se retiraron del refrigerador y fueron congeladas
en nitrébgeno liquido para su almacenamiento. Se evalué al descongelado: la motilidad
progresiva en BTS (soluciéon descongeladora de Beitsville), la membrana plasmatica
intacta mediante la tincion de Eosina-Nigrosina, la integridad acrosomal mediante
microscopia de contraste de fase y el estado de capacitacion de los espermatozoides
mediante la prueba de la clortetraciclina (CTC) y microscopia de fluorescencia. El
porcentaje de motilidad progresiva del enfriado a -5°C fue mayor (36.9% vs 34.7%; p<0.05
respectivamente) que el tratamiento de +5° C. No existi6 diferencia en cuanto al
porcentaje de espermatozoides con membrana intacta. En cuanto al porcentaje de
espermatozoides con acrosoma normal, el enfriado a =5°C (77.9%) fué mayor (p<0.05)
que los tratamientos de enfriado a +5°C (74.4%) y 0°C (75.1%). En cuanto al porcentaje
de espermatozoides con capacitacion prematura (patrones B y AR), el tratamiento de
enfriado a -5°C mostré la menor proporcion de éstos (57.5%) y fue diferente (p<0.05) al
obtenido por los tratamientos de enfriado a +5°C (61.9%) y 0°C (63.8%). Existio
variabilidad entre individuos en la susceptibilidad del semen al proceso de congelado y
descongelado. Se concluye que el enfriado precongelacion a -5° C mejoré la
supervivencia de los espermatozoides y redujo la incidencia del estado de capacitacion

prematura al descongelado en comparacion con el tratamiento control de enfriado a +5°C.

Palabras clave: espermatozoide porcino; enfriado lento; capacitacion; preservacion de
semen,; clortetraciclina.
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Abstract

The aim of this work was to test the hypothesis that slow cooling to -5°C, before ice
formation occurs, may improve sperm cryosurvival and reduce the proportion of
capacitated-like spermatozoa. Semen from 5 mature boars (at least 5 ejaculates
from each) was collected by the gloved hand method, centrifuged, resuspended in
a freezing medium (BF5) without glycerol and then slowly cooled from +22°C to:
(1) +5°C control group, (2) 0°C and (3) -5°C. When semen reached 6.5°C, BF5
with glycerol was added (1% final concentration) and packaged in 0.5 ml plastic
straws. Straws from the three treatments were exposed to nitrogen vapour when
they reached their target temperature and were stored in liquid nitrogen. Al
samples were thawed at 39°C in a thawing solution (BTS) and sperm progressive
motility, plasma membrane integrity (Eosin-Nigrosin stain), acrosome membrane
integrity (phase-contrast microscopy), and the capacitation status (CTC probe and
fluorescence microscopy) were assessed. Slow cooling to -5°C improved the
percentage of motile spermatozoa vs slow cooling to +5°C (36.9 vs 34.7%; P<0.05
respectively) and the acrosome membrane integrity (77.9%) vs 0°C (75.1%) and
+5°C (74.4%), also, it reduced (P<0.05) the proportion of capacitated-like
spermatozoa (57.6%) vs 0°C (63.8%) and +5°C (61.9%). There were no
significant differences regarding the percentage of sperm showing intact plasma
membrane. There were differences on inter-boar cryosurvival to the freeze-
thawing process. Slow cooling to -5°C of boar semen before freezing improves

sperm cryosurvival and reduce the proportion of capacitated-like spermatozoa at
thawing.

Keywords: boar sperm; slow cooling; capacitation; semen preservation;
chlortetracycline
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1 Introduccion

En el sector pecuario durante el siglo XX se lograron importantes avances
tecnologicos en el area reproductiva, estos avances han permitido el
aprovechamiento del potencial reproductivo de la mayoria de las especies
domesticas. Una de las herramientas que mas ha influido en dicho avance es la
inseminacion artificial, que particularmente en los porcinos ha demostrado
ventajas sobre la monta natural, como: la menor difusién de enfermedades, la
diseminacién rapida del avance genético y la mejora de algunos parametros como
fertilidad y prolificidad, ademas de disminuir los costos de operacién.

La inseminacién artificial (IA) consiste en depositar el semen por medios
mecanicos en el aparato reproductor femenino en el momento mas oportuno, no
existiendo contacto directo entre el macho y la hembra; esto incluye la
inseminacién de la hembra con semen fresco, diluido o descongelado (Mc Donald,
1991).

En algunas especies como los bovinos el uso de la técnica de IA se ha extendido
enormemente desde que se comenzd a utilizar en 1951, dependiendo casi
exclusivamente del uso de semen congelado-descongelado, lo que ha hecho
posible utilizar intensamente y difundir el potencial genético de sementales
superiores en la poblacién a un costo razonable. Sin embargo en otras especies
domésticas, como los equinos, porcinos y ovinos, se utiliza en menor proporcién y
generalmente empleando semen fresco diluido o enfriado, no congelado (Curry,
2000).

En el caso de los equinos no se habia utilizado ampliamente debido al rechazo de
varias asociaciones de cria equina para permitir el registro de la progenie por
medio de inseminacién artificial (Mc Donald, 1991); sin embargo, recientemente se
ha aceptado el uso de semen congelado por diversas asociaciones de criadores,
por lo que actualmente, su utilizacién es mas amplia, tanto con semen refrigerado
en México (Boeta y Zarco, 2000) como con congelado en los Estados Unidos,

obteniéndose tasas de prefiez aceptables de hasta 75% (Loomis, 2001).



En la especie ovina las tasas de concepcion con inseminacion artificial
transcervical con semen congelado son notoriamente bajas; sin embargo, si ésta
se realiza con el auxilio de la técnica de laparoscopia los resultados mejoran
significativamente. La inseminacion intrauterina por el método quirdrgico
mediante laparotomia es utilizada por los ganaderos de la mayoria de los paises
productores de borregos (Salamon y Maxwell, 1995).

En la especie porcina la situacién es diferente ya que la conservacion del semen
histéricamente ha sido dificil y probablemente es la causa que impide un mayor
desarrollo y aplicaciéon de la inseminacion artificial, tanto con semen refrigerado
como congelado; aun asi, actualmente la mayoria de los paises desarrollados la
utilizan en aproximadamente un 50 % de sus piaras (Martin-Rillo, 1996). Este
avance reciente se debe a que la utilizacién de semen diluido refrigerado para |IA
se ha triplicado en los Gltimos 15 anos.

Mas del 99 % de un estimado de 19 millones de inseminaciones alrededor del
mundo, fueron realizadas con dosis de semen diluido refrigerado usadas en el
mismo dia o almacenadas entre 15 y 20° C por un periodo que va de 1 a 5 dias
(Johnson et al., 2000).

Practicamente todas las IA se realizan con semen diluido refrigerado, cuyo uso
principal es la producciéon de cerdos para abasto y sélo el 1% emplea el semen
congelado-descongelado, con el fin de transferir la base genética de una piara a
otra (Watson, 2000). Lo anterior obedece a que los programas de IA basados en
semen congelado-descongelado no son rentables en condiciones comerciales, ya
que la fertilidad obtenida es menor, comparada con la obtenida con semen diluido
refrigerado o con monta natural (Johnson, 2000). Huang et al. (1999) mencionan
que el tamarfo de camada disminuye de un 20 a 30% usando semen congelado-
descongelado, en comparaciéon con semen fresco. Esta baja en la fertilidad y
prolificidad se debe a una serie de factores involucrados en el procedimiento de
congelado-descongelado del semen, que afectan entre otras estructuras la
integridad estructural de la membrana plasmatica y por tanto disminuyen la

funcionalidad espermatica (Watson, 1995).



Por lo anterior, es necesario realizar estudios enfocados a mejorar la
sobrevivencia de los espermatozoides al proceso de congelado-descongelado,
para que de esta manera se mejoren los resultados de fertilidad y prolificidad
obtenidos mediante inseminacion artificial con semen congelado en un sistema de

produccién comercial porcino.



2. Revision de Literatura

2.1 Inseminacion artificial porcina con semen refrigerado

La conservacién del semen porcino puede realizarse de 3 formas: fresco,
refrigerado y congetado.

El semen fresco se obtiene y se utiliza en la misma explotacién, puede
consefvarse a temperatura ambiente y aplicarse en las 2 6 3 horas préximas.

El semen refrigerado es el que se conserva por periodos de 2 a 5 dias, al cual se
le afhade un medio que equilibre la accién de las sustancias que contiene el
plasma seminal. El semen refrigerado se puede conservar a dos temperaturas:
5 °C y 15° C; actualmente la temperatura de conservacién mas utilizada es la de
15° C.

El semen conservado a 5° C necesita la adicién de sustancias crioprotectoras,
siendo la méas utilizada la yema de huevo y/o leche. Los medios mas utilizados
son el Serdiuk y el Kafto que est4dn compuestos principalmente de glucosa,
bicarbonato de sodio, acido citrico y yema de huevo. Ademas el descenso de
temperatura hasta los 5°C se efectia de manera gradual para evitar el chogue
térmico (Johnson et al., 2000).

La conservacion del semen a 15°C es la técnica mas utilizada en todo el mundo, y
es utilizada tanto por los pequernios productores como por los grandes productores,
ya que han encontrado en este procedimiento una mayor confiabilidad y eficiencia
para realizar la transferencia genética. Desde los afos 70 se han empleado
diversos diluyentes, sobresaliendo el IVT y el Plisco que contiene glucosa,
bicarbonato de sodio, ademas de estar adicionado c¢on acido
etilendiaminotetracetato disédico (EDTA), el cual disminuye el metabolismo del
espermmatozoide manteniéndolo en un estado de anaerobiosis. También a partir
de los 70 se ha utilizado ampliamente el diluente Kiev; sin embargo, en los afios
80 el diluente BTS (Beltsville Thaw Solution) se convierte en el medio de eleccién

para preservar el semen por periodos cortos de 3 dias (Conejo et al., 1996).



En los arios 90 se preparan diluentes mas complejos con una mayor capacidad de
conservar las condiciones ideales para el espermatozoide. Estos diluyentes son
denominados de larga duracién y pueden preservar el semen por periodos de
hasta 5 dias; dentro de los mas importantes, se encuentra el MRA, el Androhep y
el Reading. Este avance en el tiempo de preservacion ha permitido la difusion de
la mejora genética de manera sorprendente (Conejo et al., 1997).

Desde que se realizaron los primeros estudios para preservar el semen en la
especie porcina, se ha entendido que sélo una porcién de la poblacién original de
espermatozoides sobrevivira a la preservaciéon de cualquier tipo. Se sabe también
que la supervivencia celular es mayor después de un almacenamiento en un
medio liquido que en congelacion, ya que conforme la temperatura desciende hay
una inevitable reduccién en la proporcién de espermatozoides que mantienen de
forma nomal la integridad de su membrana plasmatica asi como su composicidn
biogufmica y estructural (Johinson et al., 2000 ).

2.2 Inseminacion artificial porcina con semen congelado

La congelacion de semen es un procedimiento que permite conservar a los
espermatozoides por tiempo indefinido, preservando la informacién genética del
individuo. EIl proceso consta de varias etapas donde sobresalen las siguientes:
enfriado, deshidratacion celular, congelacién, descongelacion y rehidratacién
celular (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 2000).

Una vez finalizado el procedimiento, Palacios (1994) menciona que se deben
mantener las siguientes caracteristicas y propiedades en el espermatozoide para
que tenga la capacidad de fecundar y transmitir la informacién genética contenida

€n SuU genoma.



1) Actividad metabdlica productora de energla para realizar las diversas

funciones celulares.

2) Integridad de las protelnas estructurales necesarias para la sobrevivencia
dentro del aparato reproductor femenino, y para la adhesién al ovocito en el

momento de la fecundacion.

3) Mantenimiento de las enzimas acrosomales Utiles para la penetracion del

espermnatozoide en las vestimentas del ovocito.

4) Capacidad de realizar movimiento de manera progresiva.

El semen de porcino, a diferencia de otras especies, se caracteriza por ser
producido en grandes voliumenes y por ser muy sensible al enfriado posterior a la
coleccion. Debido a lo anterior, se han desarrollado diversos protocolos para la
congelacioén del semen que han incluido el estudio de distintas combinaciones de
dituyentes, crioprotectores, tasas de enfriado, condiciones del proceso de
congelacién y descongelacion; ademas, de la concentracibn espermatica y el
método usado para el analisis de los resultados (Johnson et al., 2000). A pesar de
estos esfuerzos, no ha sido posible abatir la baja de fertilidad caracteristica del
semen descongelado, causada por una combinacién de efectos en la fisiologia y
morfologia de los espermatozoides durante el proceso de congelacion-
descongelacién (Medrano y Holt, 1998).

Por lo tanto, el problema en la crioconservacion no es la habilidad del
espermatozoide para mantenerse viable a —196° C, sino identificar el dafo que
ocurre durante la congelacion-descongelacién, al pasar la célula por un intervalo
de temperatura critica de —15° C a —60° C durante el cual se producen fenbmenos
que se derivan del proceso de enfriado, tales como formacién de cristales intra y

extra celular, deshidratacién y distorsién de la membrana (Palacios, 1994).



Como se menciond anteriormente, existen factores adicionales que modifican los
resultados al usar semen congelado-descongelado, entre los que se pueden
mencionar: los diluyentes y crioprotectores, el sistema de envasado, los cambios
de temperatura, el efecto del congelamiento sobre el espermatozoide, los métodos
de evaluacién espermatica y la variacidon en la respuesta al proceso de cada

individuo.

2.21 Procesos fisicoquimicos que ocurren durante Ila

Congelacion-descongelacion

2,211 Sobreenfriamiento
Este fenébmeno ocurre cuando la temperatura decrece por debajo de 0° C,
entonces las reacciones bioquimicas dentro de la célula disminuyen, el agua
extracelular se congela antes que el interior de la célula, mientras que el agua
intracelular permanece sin congelar entre -5° C y -15° C (Franks, 1981, Mazur,
1885; Watson, 1995). Cuando el citoplasma celular esta sobreenfriado, el agua
que se encuentra intracelularmente puede congelarse dentro o salir de Ja célula y
congelarse en el exterior, de cualquier manera la célula permanece sobreenfriada
presumiblemente porque la membrana plasmatica impide el crecimiento de los
cristales de hielo que se estan formando en el medio externo hacia el interior del
citoplasma (Mazur, 1985). Lo anterior depende de diversos factores, uno de ellos
es la tasa de enfriado; a tasas de enfriado mas répidas que l1a Optima, la célula
tiende a mantenerse en estado de sobreenfriamiento, donde el agua se congela
en el interior aumentando el dafo, mientras que a tasas de enfriado lentas el agua

tiene oportunidad de salir de la célula y congelarse (Watson, 1995).

2.2.1.2 Transicién de fases
La disminucién rapida de la temperatura (chogue frio) ocasiona una serie de

alteraciones en la célula espermatica, que incluyen disminuciéon de la motilidad y



rompimiento de la membrana plasmaética y acrosomal. Existen evidencias que
asocian este dafio con la transicién de fase de la membrana plasmatica, la cual
ocasiona que los lipidos de la membrana plasmatica del espermatozoide sufran un
cambio en su estado fisico. En condiciones fisiolégicas, se encuentran en un
estado liquido-cristalino, al disminuir la temperatura, cambian (transicidn de fase)
al estado de gel; entonces, la fluidez disminuye y este cambio hace que la
membrana se vuelva rigida y pierda elasticidad. En consecuencia, la membrana
no puede manejar convenientemente los cambios osmoéticos asociados, lo que
puede provocar una pérdida de su integridad durante el proceso (Holt y North,
1985; Hazel, 1995). La composicién bioguimica (principalmente los lipidos) de la
membrana espermatica es un factor fundamental en la susceptibilidad al dafo por
el enfriado. La membrana, estd compuesta de una alta proporcibn de
plasmalégenos que contienen acidos grasos unidos por un enlace éter en lugar de
un tradicional enlace éster, ademas de contener alrededor de 65 a 70% de
fosfolipidos, cuyas cadenas de Aacidos grasos estan constituidas por los acidos

docosahexanoicos, que le confieren fluidez e inestabilidad (Holt, 2000).

2.2.1.3 Formacion de hielo

La metodologia de congelacién también afecta la supervivencia espermatica. La
tasa de congelado modifica la dinamica de formacién de hielo y el compartimiento
(intra o extracelular) donde éste se forma. Se considera que la formacion
intracelular de hielo debe evitarse para reducir el dafo celular durante este
proceso y aumentar la criosupervivencia espermatica (Medrano y Holt, 1998). El
enfriado de los espermatozoides a una velocidad lenta permite la deshidratacidn
celular y el hielo se forma en e) compartimiento extracelular, en cambio, el enfriado
rapido evita que la célula se deshidrate y el hielo se forme intracelularmente
(Mazur, 1985).

Durante el enfriado, el agua liquida es metaestable con respecto al hielo por
debajo de 0 °C y se congela cuando se produce e! fenébmeno llamado

“nucleacion”, durante el cual un grupo de moléculas de agua adopta una



configuracién que es reconocida por otras moléculas de agua como una semilla de
hielo, iniciando la formacién de cristales de hielo. El crecimiento de estos cristales
puede ser retardada por la concentracién de solutos del medio y por el tiempo en
que se disipa el calor latente de fusion, producido al formarse el hielo (Franks,
1981).

La formacién de cristales de hielo esta fuertemente influenciada por las tasas de
enfriado. El enfriado rapido ocasiona que se formen cristales pequenos antes que
estos puedan crecer, mientras que las tasas de enfriado lento permiten que el
nicleo inicial de formacién de hielo sea grande y continde creciendo antes de que
ofros nucleos comiencen a crecer (Mazur, 1985), pero también ocasiona que el
periodo de exposicion a la elevada osmolaridad causada por la concentracién
extracelular de solutos, el llamado “efecto solucién”, sea mayor que en el enfriado
rapido, ocasionando también un dafio celular que se hace evidente al
descongelado (Watson y Duncan,1988; Muldrew y Mc Gann, 1990). De acuerdo a
lo anterior, Mazur (1985) propuso una teoria donde menciona la existencia de
éstos dos factores que causan dafo a la célula durante este proceso y que
trabajan en oposicion dependiendo de la tasa de enfriado, donde se considera que
la mejor tasa de enfriado es a una velocidad intermedia, ya que la curva de
sobrevivencia espemmatica tiene forma de “U” invertida, la cual indica que tanto

tasas lentas como rdpidas ocasionan una menor sobrevivencia espermatica.

2.2.1.4 Liberacion de calor latente
La formacién de hielo ocasiona la liberacién de calor al que se ha llamado calor
latente de fusién; esto ocurre por el cambio de estado de la materia. La
temperatura sube desde el punto en que ocurrié la formacién de hielo de acuerdo
a la concentraciéon de solutos en el medio y al nivel en que se ha incluido el
crioprotector hasta cerca del punto teérico de congelacién de la solucién y se
mantiene ahl hasta que el calor se disipa. Bwanga et al. (1991b) consideran que
regularmente las curvas de congelado producen una meseta en el punto de

congelacién de airededor de 1 minuto 0 menos para volumenes de alrededor de



5 ml, siempre y cuando se tenga una tasa de enfriado rapida posterior a la
cristalizacion. Se considera que mientras mas largo sea el periodo de disipacion
del calor, mayor serd el dafio a las células (Parkinson y Whitfield, 1987; Bwanga et
al., 1991b). Algunos protocolos de congelacion han tenido como objetivo disipar lo
mas rapido posible el calor para asi disminuir la temperatura de una manera mas
uniforme usando la técnica de nucleacién (Fiser et al., 1991) o a través de
maquinas congeladoras de operacién manual que permiten incrementar el grado
de exposicion a los vapores de nitrégeno liquido, logrando con esto una disipacién
mas efectiva del calor latente de fusion y una disminucién de la temperatura mas
uniforme (Parkinson y Whitfield, 1987; Medrano ef al., 2002a; Kumar et al., 2003).

2.2.1.5 Daio por concentracion de solutos

Cuando ocurre la congelacion, el agua pasa a formar los cristales de hielo. A
medida que este fendmeno se sucede aumenta la concentracién de solutos en el
medio. El aumento en la osmolaridad provoca mayor deshidratacién de las células
y en consecuencia un mayor encogimiento de la membrana. La exposicion de las
células a tales condiciones de hiperosmolaridad es considerada perjudicial (Mazur,
1985). Este dafio quimico a la célula depende del tiempo de exposicion a l(os
solutos y se presenta cuando la temperatura permanece cercana al punto
eutectico (temperatura a la cual la concentracién de solutos excede su solubilidad
y dejan de ser solubles precipitdndose), considerandose mayor el dafio a tasas de
enfriamiento lento debido a una mayor exposicién de solutos (Mazur, 1985;
Watson, 1995).

2.2.2 Efecto de la congelacion sobre los espermatozoides

Los espermatozoides congelados poseen una menor capacidad de fertilizar que
los espermatozoides provenientes de semen fresco. Aunque en parte esto se
explica porque después del congelado y el descongelado, se tiene un porcentaje
menor de motilidad progresiva. Sin embargo, este punto de vista ha ido

cambiando ya que se encontré que aun realizando una inseminacién artificial
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intracervical con igual numero de espermatozoides motiles, el resultado obtenido
con el matenal congelado es inferior. Al respecto se piensa que el
espermatozoide al ser sometido al proceso de congelacién sufre un dafio y
solamente sobrevive una cierta poblacidn de espermatozoides que probablemente
son resistentes debido a que sus membranas son inusualmente estables; de esta
manera, se estaria seleccionando una cierta poblacion viable pero a la vez infértil.
Ofra alternativa es que el proceso de congelado, por si mismo, genera
modificaciones en las membranas celulares (Watson, 1995). Al respecto, se ha
propuesto que el dafio a la membrana plasmatica es ocasionado por un gradiente
critico de presién osmética a lo largo de la membrana o por un desplazamiento
selectivo de iones durante la formacién del hielo que ocasionaria un incremento en
el diferencial de potencial eléctrico que ocasionaria finaimente la ruptura de la
misma (Muldrew y Mc Gann, 1990).

2.2.2.1 Dano estructural

Durante los procedimientos de congelacién-descongelaciéon se presentan dafios
particularmente en la membrana plasmatica, el acrosoma y las mitocondrias
(Graham et al., 1990). En la cabeza del espermmatozoide se encuentra el nucleo,
gue contiene la cromatina altamente condensada, la cubierta post-nuclear y el
acrosoma. Este ultimo contiene enzimas como acrosina, hialuronidasa, esterasa e
hidrolasa, necesarias para que el espermatozoide penetre la corona radiada y la
zona pelucida durante la fecundacién (Gadella ef al, 1996). Un dafo en el
acrosoma o en la cromatina puede dar lugar a infertilidad o a una muerte
embrionaria precoz, esto Ultimo debido a una alteracién en el proceso de
condensacién-descondensacién de la cromatina espermatica (Cordova et al,
2001).

El proceso de criopreservacion causa una disminucién de aproximadamente 50%
de la viabilidad de los espermatozoides en la especie porcina, esto debido a los
cambios morfolégicos que ocurren en la organizacion, la fluidez, la permeabilidad

y la composicion lipidica de las membranas del espermatozoide por efecto de la
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temperatura y los cambios osméticos (Thomas et al., 1998). Curry (2000) reporta
que las membranas citoplasmaticas del espermatozoide congelado tienen una
menor capacidad de resistir un estrés osmotico que las de un espermatozoide
fresco.

Estudios de criofractura de las membranas espermaticas después del proceso de
congelado-descongelado indican cambios morfolégicos de caracter irreversible,
sugerentes de un proceso de separacion de fases presumiblemente inducido por
la transicién de fases de los lipidos durante el proceso de enfriado, congelado y
descongelado (De Leeuw et al., 1990).

Buhr et al. (1994), reportan cambios en la fluidez de la membrana plasmatica del
espermatozoide porcino durante el enfriado, congelado, descongelado y también
consideran que algunos de estos cambios son irreversibles. Este aumento en la
permeabilidad de la membrana por el enfriado se manifiesta permitiendo la
entrada de calcio a la célula (Watson, 1995), por lo gue al parecer el
espermatozoide presenta un estado de capacitacibn parcial, con la consiguiente
mayor capacidad de penetracibn de la zona pellcida de ovocitos de Hamster
inmediatamente después de ser descongelados (Critser ef al., 1988).

La consecuencia de este proceso de desestabilizacién de las membranas por el
enfriamiento o congelado es que el espermatozoide experimenta una prematura
reaccion acrosomal, acortdndose la vida reproductiva del espermatozoide y
produciéndose una reducida fertilidad cuando se insemina cervicalmente
(Marshburn et al., 1992).

La membrana plasmatica contiene proteinas que actuan como receptores de
sefiales externas, de iones o moléculas, cambiando la conducta de la célula en
respuesta a las condiciones del medio (Gadella et al.,, 1996). Se ha visto que el
enfriado induce cambios en el agrupamiento de proteinas a lo largo de la
membrana plasmatica durante la transicién de fase lipidica y al parecer no son
enteramente reversibles, lo que pudiera afectar las interacciones ligando-receptor
que se dan durante la sefializacién y que son importantes durante el momento de
la fertilizacion (Oehninger 1993, citado por Watson, 2000). E! alto grado de
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susceptibilidad al choque frio de una célula se asocia con la composicién de los
fosfolipidos de la membrana plasmatica y con un bajo contenido de colesterol
(White, 1993; Holt, 2000). Ademas, el anélisis de la composicién lipidica indica
que existe una modificacion en la composicidn lipidica de la membrana durante

estos procesos (Buhr ef al., 1994).

2.2.2.2 Daiio Mitocondrial

En la pieza media del flagelo del espermatozoide se encuentra la vaina
mitocondrial, donde se localizan una gran cantidad de mitocondrias, estas
mitocondrias proporcionan energia mediante la sintesis de trifosfato de adenosin
(ATP) que se utiliza para generar el movimiento del flagelo y mantener la motilidad
(Medeiros et a/., 2002). La vaina es rica en fosfolipidos y varia notablemente entre
especies en cuanto a numero de mitocondnas y composiciéon guimica (Gadella et
al, 1996). Un dafo a las mitocondnas del espermatozoide causaria una
disminucion de la produccién de ATP, lo que reducirla la motilidad de la célula
espematica ocasionando una disminucion en su capacidad fertilizante (Thomas et
al., 1998).

2,2.2.3 Cambios similares a la capacitacion

La capacitacion de los espemmatozoides es un proceso que involucra
transformaciones metabédlicas y morfoldégicas cuyo propdésito es conferir al
espermatozoide la capacidad de fertilizar (Yanagimachi, 1994).

El enfriado y la congelacién del semen inducen cambios a los espermatozoides
que simulan aquellos producidos por el proceso de capacitaciéon (Watson, 1996).
Esto ocasiona que la membrana plasmatica esté desestabilizada (aumento de
fludez) y que sea susceptible a que ocura la reaccibn acrosomal
prematuramente; de esta manera, la vida de los espermatozoides se acorta
considerablemente. Esto significa que los espermatozoides estan "envejecidos” y
que su oportunidad de poder ferfilizar a algun ovocito se vea disminuida

significativamente.



Aunado a lo anterior, se ha observado mediante la prueba de ia clortetraciclina
(CTC) que el espemmatozoide enfriado muestra un aumento en el Ca®" libre
intracelular, siendo este un patrén tipico de una célula capacitada, mimetizando
las modificaciones de la membrana plasmatica inducidos por la accién de los
factores que soportan la capacitacién, incluyendo el Ca®* y el bicarbonato
(Gadella,1996). Sin embargo, los patrones de fosforilacién en tirosina son
diferentes en los espermatozoides enfriados y en los descongelados, sugiriendo la
existencia de una via alterna de senalizacién para este fenémeno, por lo que se ha

denominado “cambios similares a la capacitacién” (Green y Watson, 2001).
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2.2.3 Factores que afectan la sobrevivencia espermatica al

proceso de congelado-descongelado

2.2.3.1 Diluyentes y crioprotectores

Entre las caracterlsticas fisicoquimicas mas destacables que deben de tenerse en
cuenta al elegir un diluyente son su capacidad de regular el pH, la disponibilidad
de carbohidratos para el espermatozoide en el momento de reconstituir el
producto, ademas de que evite el dafio producido por la disminucion de la
temperatura y los cambios osméticos (Gilmore et al., 1998).

La mayoria de los diluyentes utilizados para semen congelado contienen yema de
huevo. La yema de huevo ha sido utilizada desde hace varias décadas porque su
adicién mejora la fertilidad del semen, disminuyendo el efecto del choque por frio,
esto se debe a que su principal componente activo es una lipoproteina de baja
densidad que tiene un efecto protector sobre la membrana plasmatica, evitando
que exista un doblamiento del flagelo ocasionado por el choque por frio (Holt,
2000). Regulammente, se agrega una sustancia surfactante a los diluyentes a base
de yema de huevo, la mayoria contiene pasta Orvus como detergente, éste
modifica las particulas que constituyen la yema de huevo facilitando la interaccion
de éstas con la membrana plasmatica del espermatozoide (Watson, 2000; Holt,
2000).

En general los diluentes estan compuestos de azlcares, proteinas,
amortiguadores, lipoprotelnas, aditivos y agentes crioprotectores.  Muchos
crioprotectores han sido probados a lo largo del tiempo: exitriol, xilitol, adonitol,
efilenglicol, acetamida y dimetil sulfoxido (DMSO) a bajas concentraciones, los
cuales han mejorado la motilidad al descongelado, pero han disminuido la
proporcién de espermatozoides con acrosoma intacto (Johnson et al., 2000). De
lo anterior se deduce que ninguno protege mejor que el glicerol, esta es la razén
por la cual se usa frecuentemente, siendo adicionado cuando el semen es enfriado

a cerca de 5°C de temperatura (Watson, 1995). Aunque existe variacion en la
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composicion de los diferentes medios utilizados, la concentracién de glicerol
generalmente se mantiene baja, menor al 8% (Fiser y Fairfull, 1996).

Pursel y Johnson (1975), sugieren inclusive concentraciones menores de 2% de
glicerol en su protocolo de congelacion, ya que concentraciones mas elevadas son
téxicas para la célula, siendo este un requisito para obtener una sobrevivencia
satisfactoria después del descongelado. El mecanismo de accién del glicerol
radica en que puede insertarse en el interior de la bicapa lipidica de la membrana
plasmatica y producir alteraciones en sus propiedades debido al reacomodo de los
Ifpidos y por lo tanto alterar la estabilidad y permeabilidad de la membrana celular
del espermatozoide (Watson, 1995); ademas de afectar la viscosidad
citoplasmatica e Interferir con la sintesis y utilizacion de ATP (Hammerstetd et al.,
1992).

Recientemente, han surgido investigaciones en las que se ulilizan proteinas
altemativas dentro del! diluyente en lugar de la yema de huevo; asl pues, se ha
utilizado albumina sérica bovina, suero equino, suero bovino y protelna de soya
(Watson, 2000; Johnson et af., 2000); pero ello sélo en diluyentes para semen
fresco o refrigerado y no para semen congelado, excepto la albumina sérica
bovina.

2.2.3.2 Cambios de temperatura (tasas de enfriado y descongelado)

En el espermatozoide se presenta un dafio importante en la capacidad funcional al
ser sometido a bajas temperaturas y la severidad del dafio ocasionado por el
proceso de criopreservacion sera de diferente grado de acuerdo al factor
involucrado (De Leeuw et al, 1990). Un factor importante que afecta la
supervivencia de los espermatozoides es la velocidad de enfriado y descongelado
a fravés de una amplia gama de temperaturas.

Entre los espermatozoides de mamiferos, los de verraco son los mas sensibles al
choque frio, esto ocurre cuando el espematozoide del eyaculado recién colectado
es enfriado a temperaturas por debajo de 15° C, esto resulta en una pérdida de la

viabilidad en un mayor numero de espermatozoides, especialmente si el enfriado

16



es rapidamente continuado hasta temperaturas de cercanas a 0°C (Watson, 1981;
White, 1993, Johnson ef al., 2000). Pursel (1879) ha propuesto previo al proceso
de la congelacién un enfriado de las suspensiones espematicas a temperaturas
alrededor de los 5°C, para lograr con ello un incremento significativo de la
viabilidad espermatica después del proceso.

Diversos autores han estudiado la velocidad de congelacién y descongelacion
(Pursel y Park,1985; Fiser y Fairfull, 1990; Woelders y Den Besten, 1893; Ericsson
y Rodriguez-Martinez, 2000; Medrano et al., 2002a) encontrando que la curva de
congelado para la especie porcina de acuerdo a las tasas de enfriado tiene la
forma de una “U” invertida y que van desde 1°C hasta 1500°C/min, reportandose
como tasa de enfriado “optima” 16°C/min para maxi pajillas (Pursel y Park, 1885),
30°C/min para pajillas de 0.5 mi (Fiser y Fairfull, 1990; Medrano et al,, 2002) y
50°C/min para pajillas de 0.25 ml (Woelders y Den Besten, 1993).

Existe cierta interaccién entre las tasas de enfriado y la concentracién de glicerol,
ya que hay una mejora en el porcentaje de espermatozoides métiles conforme se
aumenta la velocidad de enfriado y se disminuye la concentracién de glicerol; a
diferentes niveles de glicerol, el espermatozoide tolera un amplio rango de
velocidades de enfriado sin mostrar cambios importantes en la sobrevivencia, ya
que, aungue se varie la concentracioén de glicerol la tasa de enfriado optima sigue
siendo 30°C/min (Fiser y Fairfull, 1990).

También es conocido que la concentracién dptima de glicerol varla de acuerdo a la
variable medida; de tal manera, que si se mantiene una tasa de enfriado
constante, la mejor concentracién de glicerol se ubica alrededor de 3% para la
motilidad, pero a esta concentracion se disminuye el porcentaje de
espematozoides con membrana acrosomal intacta (NAR), siendo una
concentracion 6ptima para esta variable de 0 a 1% (Fiser y Fairfull, 1990). Otros
autores, incluso reportan dafio en la membrana acrosomal cuando se utilizan
concentraciones de glicerol tan bajas como de 1 a 2% (Almlid y Johnson, 1988).
Por lo anteriormente mencionado, se sugiere la utilizacién de una concentracién
baja de glicerol, alrededor de 1% (Pursel y Jonhson, 1975).
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2.2.3,3 Sistemas de envasado
Los sistemas de envasado para el semen congelado del porcino tienen que
superar una dificultad que es el elevado nimero de espermatozoides por dosis,
motivo por el cual se han disefado envases de gran volumen denominados
macrotubos de 5 o 10 ml; sin embargo, estos envases tienen como desventaja que
las tasas de enfriado no son homogéneas a lo largo del area comprendida entre la
supefficie y el centro del macrotubo (Bwanga et al. 1991a). Se ha reportado que
la velocidad de congelacién es 3.75 veces mas rapida en la periferia que en el
centro del macrotubo, resultando en una menor sobrevivencia espermatica cuando
se compara con el uso de pajillas de menor didmetro (Weitze ef al. 1887, citado
por Johnson ef al., 2000). Al respecto, Bwanga et al. (1990) reportan que tanto la
motilidad espermmatica como el porcentaje de acrosomas no danados fue mayor al
descongelado cuando se usan minipajillas de 0.25 ml versus macrotubos de 5 mf;
no obstante, otros investigadores mencionan que no han encontrado diferencia en
la supervivencia post-congelacién con el uso de minipajillas o macrotubos
(Cordova, 2002).
Otro envase utilizado para congelar es una bolsa delgada de polietileno y tefién
con capacidad de 5 ml denominado “Flat Pack”, que comparado con los
macrotubos de 5 ml parece disminuir el dafio en la motilidad espermatica porque
el descongelado es mas rapido y se evita la recristalizacién intracelular durante
este proceso (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 2000).
Hasta ahora, los mejores resultados de supervivencia post-congelacién se han
alcanzado con pequefnas dosis de semen congeladas en mini-pajillas, pajillas
aplanadas, o en pildoras. Sin embargo, se requiere de una mayor concentracion
de espemmatozoides por dosis para llevar a cabo la inseminacién artificiat (Bwanga
etal., 1991).
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El sistema de envasado también es importante porque permite o interfiere con la
eficiente disipacién de calor (Medrano y Holt, 1998). Al respecto, se ha reportado
una mejor disipacién de calor durante el congelado cuando se usa Flat Pack en
lugar de macrotubo (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 2000).

La concentracién espermética es un factor importante para el éxito de Ia
congelacién, ya que para obtener una mejor eficacia reproductiva se requiere un
numero mayor de espermatozoides criopreservados (Penfold et al., 1997). Las
concentraciones més utilizadas estan entre 450 y 1000 x 10° espsrmatozoides / mt
(Bwanga, 1991). Cérdova et al. (2002), recomiendan una concentracion para la
congelacién de semen de verraco que oscile entre 300 a 3000 x 10°
espermatozoides totales por pajilta plastica de 0.5 y 5.0 ml respectivamente.
Otros autores, han utilizado distintas concentraciones espermaticas con resultados
similares: 250 x 10° en pajilias de 0.25 m! (Bwanga, et al. 1990); mientras que
Medrano (1998) y Thurston et al. (2002) usaron 200 x 10° y 333 x 10°
respectivamente en pajillas de 0.5 ml.

2.2.3.4 Diferencias entre especies
La membrana plasmatica de los espermatozoides de ciertas especies animales
como el verraco, toro y carnero (ungulados) tiene una composicion lipldica que los
hace mas susceptibles al choque frio (De Leeuw et al. 1991) en comparacidn con
ofras especies como e! conejo, perro, humano y algunas aves como los pavos
(Watson, 1981). La susceptibilidad del espermatozoide al choque frio, se ha
asociado a una mayor proporcién de acidos grasos insaturados versus acidos
grasos saturados y niveles bajos de colesterol dentro de su membrana plasmatica
(Watson, 1981; White, 1993). Esta diferencia en la composicién lipldica de la
membrana plasmatica explica de cierta manera la diferancia en la susceptibilidad
al enfriado entre especies. Sin embargo, en otras especies como los marsupiales
la condicién anterior no se cumple, puesto que la membrana plasmatica de sus
espermatozoides tiene bajo contenido de colesterol y altos niveles de acidos

grasos insaturados, pero son resistentes al choque frio (Miller et al., 2004).
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2.2.3.5 Diferencias entre individuos
En los porcinos se ha identificado diferencias en la susceptibilidad al proceso de
congelado-descongelado entre diversas lineas genéticas (Woelders et al.,, 1996),
siendo muy importante la diferencia que existe en la criosupervivencia entre
individuos, lo anterior ha provocado que incluso se clasifique de acuerdo a la
capacidad de criopreservacion en buenos y malos sementales congeladores
(Medrano y Holt, 1998). Este componente individual se ha identificado mediante
marcadores genéticos y se ha asociado a genes que determinan la susceptibilidad

de las células espermaticas al proceso de congelacion-descongelacién (Thurston
et al., 2002).

2.2.4 Métodos de evaluacién

La determinacién de la fertilidad de un eyaculado incluye generalmente pruebas
de la funcion del espermatozoide, incluyendo la evaluacién de ia viabilidad, perfiles
de motilidad, la capacidad de reaccién acrosomal y la penetracion al ovocito
(Medrano et al., 2002a).

Los métodos para la evaluacidon de la viabilidad e integridad funcional del
espermatozoide antes, durante y después de la criopreservacion deben permitir el
desarrollo de nuevos protocolos  de congelacién-descongelacion.
Desafortunadamente, los analisis actuales del laboratorio no son exactamente
predecibles en relacion a la fertilidad y no son repetibles de un estudio a otro. La
capacidad de repeticion sélo es alcanzada aumentando la objetividad en los
analisis y el nimero de las células analizadas (Graham et al., 1990).

Hoy en dfa el uso de la microscopfa de fluorescencia y de la citometria de flujo
para determinar la integridad de la membrana (a partir de la fluorescencia con
fluorocromos) ofrece un andlisis mas especifico de la viabilidad del

espermmatozoide durante el proceso de congelacién-descongelacion de millares de
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células individuales en pocos segundos (Maxwel y Johnson, 1997b). Dentro de
los fluorocromos sobresale el uso de SYBR14 y de ioduro de propidio, que se han
utilizado ampliamente por diversos investigadores para evaluar la integridad de |a
membrana plasmatica (Garner y Johnson, 1995; Maxwell y Johnson, 19974,
Green y Watson, 2001; Medrano ef al., 2002a).

Otra aproximacién que se ha usado para identificar los cambios que se dan
durante la capacitacién en la membrana plasmatica es el uso del antibidtico
fluorescente clortefraciclina (CTC). La sonda fluorescente CTC es usada para
monitorear la redistribucién det ion Ca®* que ocurre durante el proceso de la
capacitacion espermatica (Mattioli et al,, 1996). Esta sonda fluorescente ha
mostrado ser util también para valorar las alteraciones similares a la capacitacién
que ocurfen durante el enfriado en los espemmatozoides de diversas especies
(bovino: Fraser ef al., 1995; ovino: Gillan et al., 1997, porcino: Wang ef al., 1995;
Maxwell y Johnson, 1997b; Green y Watson, 2001; Kaneto ef al., 2002).

El fundamento mediante el cual funciona esta técnica no ha sido del todo

clarificado, sin embargo se consideran dos hipétesis:

a) la primera sugiere que el antibiético fluorescente CTC entra de forma neutra y
sin unirse a otros compuestos al interior de la célula, localizandose en los
compartimentos intracelulares que contiene altos niveles de Ca %' libre; cuando la
CTC se une al calcio forma un compuesto estable y ocurre un aumento de la
emision de fluorescencia. El complejo CTC- Ca ?* se une a la membrana cerca de
los sitios hidrofébicos, permitiendo la visualizacién del proceso de remodelado que

ocurre progresivamente en la membrana plasmatica del espermatozoide (Tsien,
1990).

b) la segunda que considera que la fluorescencia emitida por la unién de Ca ** af
antibiético clortetraciclina se produce en el exterior de la célula cuando el Ca ** es
bombeado fuera de la célula por la bomba ATPasa de Ca %' presente en la
membrana plasmatica, produciendo el patrén F. Por lo tanto, la capacitacion es

interpretada como el proceso de inhibicién de la actividad de la ATPasa de Ca 2
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resultando en una disminucidn de la cantidad de Ca #* externo a la membrana y
una menor fluorescencia, tal hallazgo seria el patron B (Fraser ef al., 1985). Con
respecto a lo anterior, se sabe que existe una mayor proporcion de esta enzima
(ATPasa de Ca %*) en la region posacrosomal, lo que fortaleceria el argumento de
la menor fluorescencia emitida en este dominio en las células capacitadas, patrén
B (Fraser, 1995).

De esta manera, con la prueba de CTC se ha identificado la emisién de una
fluorescencia especifica en el espermatozoide, produciendo los siguientes
patrones: (F) espermatozoides no capacitados con acrosoma intacto, (B)
espermatozoides capacitados con acrosoma intacto, (AR) espermatozoides
capacitados con reaccion acrosomal completa (Maxwell y Johnson, 1997b; Green
y Watson, 2001).

2.2.5 Protocolos de enfriado precongelacion

El dano producido a ia célula espermética durante proceso de congelamiento ha
sido ampliamente estudiado desde diferentes enfoques, algunos investigadores
han estudiado la viabilidad espermatica durante la etapa de enfriamiento, desde la
temperatura de cuarto hasta la temperatura de la formacién de hielo (regularmente
a -5° C), encontrando que el espermatozoide muestra una pérdida de la integridad
de la membrana plasmatica y de su funcién celular cuando es enfriado
rapidamente en el intervalo de temperatura de 20 a 0° C; siendo mayor el dafio en
el rango de 12 a 2°C y al parecer, este dafo se continua por debajo de 0° C hasta
—10° C, aungue se considera de menor magnitud (Watson, 1995; Gao et al.,1993).
La explicacidon a este fendmeno no es totalmente clara, pero se supone que en
esta etapa los cambios de temperatura ocasionan que los lipidos de la membrana
plasmatica del espermatozoide sufran un cambio en su estado fisico; siendo éste

una transicion de la fase del estado liquido-semicristalino al estado de gel. Esta
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modificacién hace que la membrana se vuelva rigida y pierda elasticidad. Uno de
los rangos de temperatura identificados en el cual ocurre este cambio en los
espermatozoides de los mamiferos, es entre 10° C y 17° C (Holt y North, 1994),
aunque otros autores han propuesto un intervalo a menor temperatura, entre 0° C
y 4° C para el caso del espermatozoide de ratéon (Noiles et al., 1995); ademés en
algunos invertebrados acuaticos (camarén) ya se tiene identificado otro rango de
temperatura a la que ocurre una transicién de fases, alrededor de 0° C (Crowe et
al..1989). De acuerdo a lo anterior, algunos investigadores retrasando el tiempo
de enfriado a la temperatura de 15° C por 3 horas (Maxwell y Johnson, 1997a)
previo al proceso de congelado, han logrado mejorar la viabilidad en los
espematozoides del cerdo al descongelado. Otros autores prolongando el tiempo
de enfriado hasta temperaturas cercanas a 0° C en los ovinos (Rios ef al., 2004) y
hasta —5° C en caprinos (Medrano ef al.,, 2001) han mejorado la viabilidad del
semen al descongelado. Lo anterior hace suponer que si se extiende el tiempo de
enfriado previo a la congelacion se permitira el reacomodo fransversal y de
dominios de la estructura tridimensional lipidica de la membrana plasmatica
permitiéndole mantener su estabilidad y funcionalidad, disminuyendo asi la
incidencia temprana del proceso de capacitacion espermmatica, aumentando con

esto su capacidad de fertilizacién.
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3. Justificacion

Se pretende estudiar algunos procesos basicos que ocurren a los
espermatozoides cuando son sometidos a bajas temperaturas, siendo el
espermatozoide de cerdo un modelo Gtil debido a su alta susceptibilidad.
Actualmente no es posible congelar exitosamente el semen de cerdo con los
metodos desarrollados, por lo que si se pudiera mantener la viabilidad de las
células se lograria dar un impulso al desarrollo del proceso de congelacién de
semen y su uso en la inseminacion artificial porcina. Ademas se podria promover
la creacion de bancos de recursos genéticos para especies en peligro de extincion
(por ejemplo el cerdo pelon mexicano) donde se mantenga su germoplasma de
manera indefinida, ayudando en la introduccion y conservacién del material

genético durante largo tiempo.
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4. Hipétesis

Si se aumenta el tiempo de enfriado hasta la temperatura donde se forma
regularmente el hielo (-5° C) previo a la congelacion se disminuira el dario a la
membrana y a la funcionalidad del espermatozoide porcino, ya que permitiria que
la membrana plasmatica tenga tiempo para su reorganizacion tridimensional,
favoreciendo la integridad de la membrana plasmatica y disminuyendo Ila
presentacion de la capacitacion prematura; por tanto, se favoreceria su capacidad
de fertilizacion.
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5. Objetivo General

Determinar el efecto del enfriado lento precongelacion sobre la integridad de la

membrana y la funcionalidad del espermatozoide porcino.

5.1 Objetivos especificos

a) Evaluar el efecto del enfriamiento lento precongelacién sobre la motilidad, la
integridad acrosomal y de la membrana plasmatica del espermatozoide porcino.

b) Determinar el efecto del enfriamiento lento precongelacién sobre el estado de

capacitaciéon espermatica.

c) Establecer si el método de criopreservacion utilizado disminuye el dario

funcional y estructural del espermatozoide porcino.
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6 Material y métodos

Este trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Estudios Superiores - Cuautitian (FES-C, UNAM), ubicado en la
carretera Cuautitlan-Teoloyucan, km. 2.5 Cuautitlan lzcalli, Estado de México. Se
utilizé el semen proveniente de 5 sementales hibridos (Pietrain x Landrace y linea
PIC 326) alojados en corrales individuales con 6 m? de espacio por animal, dentro
de una instalacién con ambiente controlado y alimentados con 2.3 kg de alimento
comercial (PC 13%, EM 3.1 Mcal / kg) para cerdos reproductores, pertenecientes
al Centro de Inseminacién Artificial del Centro de Ensenanza, Investigacion y
Extensiéon en Produccién Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM, ubicado en Jilotepec, Estado de México, el cual
tiene una altura de 2500 msnm, clima semifrio subhimedo, con precipitacion

pluvial anual de 750 a 1200 mm y una temperatura media anual de 10 a 16° C.

6.1 Disefo experimental

Se realizé un experimento para evaluar el efecto del enfriado lento previo a la
congelacion. Se utilizaron los eyaculados de los 5 sementales (al menos 5
eyaculados por macho), donde el factor experimental fue la temperatura de
enfriado precongelaciéon. De cada eyaculado, se congelaron 15 paijillas (5 por
cada tratamiento). El método utilizado fue el estandarizado por Pursel y Johnson
(1975) y modificado por Medrano (1998); en el cual, después de una hora de
efectuada la coleccion se inicio la evaluacion espermatica, para posteriormente
continuar con el enfriado.

El enfriado comenzé a partir de 22° C hasta llegar a las temperaturas blanco de: a)
+5°C (control), b) 0°C y c¢) -5°C. La velocidad de enfriado inicial de 22°C hasta
+5°C fue de 0.2°C / min. Inmediatamente después de alcanzar las temperaturas

blanco, se procedié a congelar las muestras en nitrégeno liquido para alcanzar la
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temperatura de —196°C. La descongelacién y evaluacion de las muestras se hizo
a 39°C en un baiio maria.

6.2 Variables

a) Variables independientes:
Factor: Semental
Factor: temperatura precongelacion
Niveles: a)5°C

b)0° C

c)-5°C

b) Variables dependientes

- Viabilidad, membrana plasmatica intacta (%).

- Acrosoma intacto (%).

- Espermatozoides con motilidad progresiva (%).

- Estado de capacitacién espermatica (%).

6.3 Coleccion del semen

Se usaron los eyaculados provenientes de 5 machos con edades comprendidas
entre 2 y 2.5 afios, con una frecuencia de colecciéon de 1 vez por semana.

La coleccion se realizé mediante la técnica de ia mano enguantada, obteniendo el
semen (fraccioén rica) en un termo precalentado a 37° C, realizando una dilucién
de 1:2 con un diluyente comercial MR-A ® (Kubus, S. A., Madrid, Espara)

manteniéndola en un bafio maria a 37° C en el laboratorio (Cérdova et al., 2001).
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6.4 Evaluacion del semen fresco
6.4.1 Macroscopica

Se evalué la calidad del eyaculado tomando en cuenta el volumen, olor, color,

presencia de cuerpo extrafios (Martin-Rillo et al., 1996).
6.4.2 Microscopica

a) Evaluacion de la motilidad

Porcentaje de motilidad progresiva. La motilidad progresiva se evalué a partir de
una dilucion 1:10 (v/iv) de semen en medio BTS (Pursel y Jonhson, 1975; ver
anexo 1). Se tomé 0.1 ml de semen y se mezclé6 con 9.9 ml de BTS;
posteriormente, se realizé la evaluacion de la motilidad progresiva colocando una
gota en un portaobjetos limpio y calentado a 37° C, se cubrié con un cubreobjetos
y se observé al microscopio 6ptico con el objetivo de 10x, dando un valor de 0 a
100 % a la proporcion de los espermatozoides con movimiento rectilineo-
progresivo (Martin-Rillo et al., 1996). Esta evaluacién fue realizada por dos

personas para disminuir el efecto del evaluador.

b) Determinacion de la concentracion espermatica

La concentracion de espermatozoides por ml de eyaculado se determiné por
medio de una camara de Neubauer, el procedimiento consisti6 en colocar un
cubreobjetos sobre la camara de conteo y llenar la cdmara por capilaridad con
semen diluido previamente a 1:200 (v/v) en solucién de Hancock; enseguida la
camara se colocé en la platina del microscopio 6ptico y se procedié al conteo de
los espermatozoides localizados en 5 de los 25 cuadros totales (1/5 parte); al final
del conteo, se multiplicé el resultado por 10" obteniéndose la concentracion

espermatica por mililitro.
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c) Evaluacidn de la integridad de la membrana plasmatica

Se empled la tincion de eosina-nigrosina (Barth y Oko, 1989). EIl porcentaje de
espermatozoides con membrana intacta (viabilidad), se estim6 a través de la
observacion de un frotis en el microscopio 6ptico; para ello, se deposité una gota
de semen diluido 1:10 (v/v) sobre el extremo de un portaobjetos, se agregd el
colorante eosina-nigrosina (2 gotas) mezclandose perfectamente para extender el
frotis en una capa lo mas delgada posible y se secd rapidamente con aire.
Posteriormente, se procedié a la evaluacion empleando el microscopio éptico con
el objetivo de 100x, observando 100 células, diferenciando aquellas que
estuvieron totalmente tefidas de color rosaceo (muertas) de las que no permiten el

paso del colorante (vivas) y aparecen de color blanco.

d) Evaluacion de la integridad del acrosoma

El estado del acrosoma se determindé mediante una muestra de semen fijada, para
lo cual se utiliz6 una solucién de glutaraldehido al 0.4% (v/v) en una proporcion de
2:1 solucion fijadora: semen diluido en citrato sédico isotdnico. Las muestras se
observaron al microscopio de contraste de fases con el objetivo de 100x
empleando para ello el objetivo de inmersion. Se visualizaron 100
espermatozoides, clasificando como acrosomas normales aquellos que
presentaran el borde apical bien definido y nitido en forma de una semiluna oscura
(NAR). Los resultados se expresaron en porcentaje de acrosomas normales y
danados (Peinado et al., 1998b; Cérdova et al., 2002).

e) Evaluacion del estado de capacitacion espermatica

Se valor6 el estado de capacitacion espermatica mediante el uso del microscopio
de fluorescencia utilizando la prueba de la clortetraciclina (CTC, Sigma, MO, USA).
Se tomé una muestra de 0.5 ml del semen fresco, se pasé por una columna de
sephadex G 50(6.25% (p/v) en Citrato de Sodio al 2.9% (p/v); Sigma, MO, USA)
para aumentar el porcentaje de células vivas a evaluar por fluorescencia y se

procesé la tincion de CTC en duplicado.
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Se prepard la formula del amortiguador y de la CTC seglin Green y Watson (2001)
con la solucién fijadora propuesta por Mattioli et al. (1996).

Amortiguador CTC:

Na Cl 130 mM

Tris 20 mM

La solucién de CTC tiene que ser preparada antes de cada experimento y

contiene:

CTC-HCI 805 mM
Cisteina 5mM
pH 7.8

Procedimiento:

1.- Agregar 100 pl de solucién CTC a 100 pl de semen filtrado y mezclar durante
30 segundos en un tubo de ensaye.

2.- Agregar 22 pl de solucion fijadora de glutaraldehido al 0.2% (v/v).

3.- Tomar 10 pl de la solucién'y depositar en un portaobjetos.

4.- Agregar una gota de DABCO (Diluido en glicerol PBS 9:1), segun la férmula de
Kaneto et al. (2002) y mezclar. Este compuesto sirve para retrasar la pérdida
de fluorescencia.

5.- Colocar un cubreobjetos sobre la muestra, retirar el liquido excedente.

6.- Colocar las laminillas a resguardo de la luz solar hasta la observacién en el
microscopio de luz fluorescente (iluminacién azul-violeta emitida a 470nm).

7.- Observacion de 100 células por cada laminifla (duplicado) en los que se
observaron los patrones de fluorescencia y se determin6 un porcentaje para
cada patrén observado.
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Se determiné el porcentaje de presentacion de los patrones de fluorescencia en la

cabeza del espermatozoide con la clasificacion utilizada por Kaneto et al. (2002):

Patron F

Patrén B

Patron AR

fluorescencia total (espermatozoides no capacitados).

una banda libre de fluorescencia en el dominio posacrosomal

(espermatozoides capacitados con acrosoma intacto).

baja fluorescencia en la totalidad de la cabeza con una banda de
fluorescencia brillante a lo largo del segmento ecuatorial y otra
variacién consistente en solo la emision de fluorescencia en la regién
posacrosomal (espermatozoides capacitados con reaccion
acrosomal).

Los patrones de fluorescencia de CTC mostrados por los espermatozoides se

agruparon de acuerdo al procedimiento usado por Watson y Green (2000) debido

a que el efecto principal a evaluar es el estado de capacitacion prematura y el

aumento en la frecuencia del patron AR durante este proceso se considera muy

ligero y no significativo; ademas éste aumento se considera una consecuencia de

la transformacién en el tiempo del patréon B en AR.

Categorizacién segun el estado de capacitacion:

F = Espermatozoides no capacitados.

(B + AR) = Espermatozoides capacitados.

El procedimiento descrito anteriormente para realizar la tincién de CTC, es

utiizado tanto para evaluar semen fresco como para evaluar semen

descongelado.
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6.5 Dilucion del semen

Una vez obtenida la concentracion espermatica, la muestra se diluyé con un medio
para congelaciéon BF5 (Pursel y Johnson, 1975, ver anexo 2). Dicha dilucién se
realizé en dos pasos: la fraccion sin glicerol se agregé en el bafio Mariaa 32°C y
la fraccion con glicerol a 6.5° C; el diluyente se agregé lentamente a la misma

temperatura del semen por la pared del tubo, mezclandose perfectamente.

Para calcular el nUmero de dosis a obtener por eyaculado, se requiere conocer el
volumen del eyaculado, fa concentracién de espermatozoides por mililitro y el
porcentaje de espermatozoides moviles. Se usé la siguiente formula para su
calculo:

Numero de dosis - (Volumen) (Concentracion) (Porcentaje de células méviles)

Numero de células méviles requerido por dosis

El numero de células méviles utilizado por dosis fue de 200 X10°.

6.6 Enfriado precongelacion del semen

Después de la evaluacion de la calidad serninal, el semen se centrifugé a 300 g
durante 10 minutos eliminando el sobrenadante y resuspendiendo la pastilla
espermatica en el diluyente BF5 sin glicerol a 22° C, dilucién 1:1 semen/diluyente,
la concentracion de espermatozoides resuspendidos en BF5 se ajustd para
preparar las dosis a una concentracion de 200 x 10° espermatozoides.

A continuacion, el semen diluido se someti6 a un enfriado en un sistema de
recipientes: (A) con solucién salina y (B) con hielo salino hiperténico (7.85% p/v)
dentro de un refrigerador adaptado como enfriador hasta las temperaturas blanco

preestablecidas de +5°C, 0°C y —5°C (ver figura 1). Cuando el semen aicanz¢ la
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temperatura de 6.5° C se agregé el medio con crioprotector (BF5 con 2% de
glicerol) para alcanzar una concentracion final de 1% de glicerol y se empajillé en
pajillas francesas (IMV, Francia) de 0.5ml de volumen previamente identificadas
anotando el tratamiento, niUmero de macho y la fecha de congelacién. Las pajillas
se sellaron con plastilina utilizando el siguiente codigo de colores: color amarillo
para el tratamiento de enfriado a + 5 °C, el color azul para las pajillas de enfriado a
0°C y el de color rosa para las de -5°C.

El enfriado del semen se realizé en dos etapas:

a) Primera etapa, fue desde la temperatura de cuarto (22°C) hasta +5° C usando
solucion salina hipertonica a una velocidad promedio de 0.2°C / min.

b) Segunda etapa, fue desde la temperatura de +5°C hasta -5°C usando hielo
salino hipertonico a -10° C a una velocidad promedio de 0.12°C /min.

Este procedimiento ha sido validado previamente por Rios et al, (2004). Se

muestra el sistema con sus respectivas curvas de enfriado en las figuras 1, 2y 3.

6.7 Congelacion del semen

El enfriado terminé cuando las pajillas alcanzaron la temperatura blanco de cada
tratamiento, en ese momento se retiraron del refrigerador y se colocaron sobre
una rejilla dentro de un recipiente doble de poli-estireno exponiéndose a los
vapores de nitrégeno (-100 a —120°C) durante 15 minutos a una altura de 4 cm,

finalmente se sumergieron en el nitrégeno liquido (-196°C).

6.8 Descongelacion del semen

El semen congelado permanecié almacenado en un tanque con nitrégeno liquido

por un periodo minimo de 30 dias. Para el descongelado, las pajillas fueron

35



"(%58"2) esluopadiy
BUI|ES UOION|OS Opuesn .5 EIseY (D,2g) oMend ap einjesadwa) opsap opelyua ap eAIn) *Z eanbi4

(sonuiw) odwsei}

S0c 061 274" 09l 14 ocl SLL ool g8 0L SG ov T4 0L odwsai)

2 ' 2 N N o 0

i
) tz

| I
|
}s
9
i
- 8
- 6
- 0L
-
21
€l
o
1
.I@F
to
ta
- 61
.ION
L1z
B | 4
L ¢z

(D,) eanjesadway

36



(%G8’ ) ouljes o|aly-eul|es UQIdoN|OS OpuesSn ) .S— BISeY D oS+ 9p eanjesadius) ej ap opelyud ap eAn) ¢ einbi4

(sonuiw) odwai]

(D,) eamyesadwa]

37



sumergidas en un bafio Maria a 39°C durante 30 segundos. Enseguida, las
pajillas se secaron y el contenido se depositd en tubos de ensaye vacios
colocados en el mismo bafio Maria. Se descongelaron tres pajillas de cada
tratamiento de cada eyaculado. Se procedié inmediatamente a la valoracion de la
motilidad, la integridad de la membrana plasmatica y del acrosoma; al mismo
tiempo, se tomd una muestra para la valoracién del estado de capacitacion
mediante microscopia de fluorescencia.

Las variables que se evaluaron fueron las siguientes:

1.- Motilidad progresiva en BTS (Pursel y Johnson, 1975) a una dilucién de 1:10
(VIv).

2.- Evaluacién de la integridad de la membrana plasmatica (eosina-nigrosina).

3.- Evaluacion de la integridad del acrosoma (microscopia de contraste de fases).

4 .- Evaluacion del estado de capacitacion usando la prueba fluorescente (CTC).

El estado de capacitacién espermatica al descongelado se evalué también con la
prueba de CTC; siendo el mismo protocolo utilizado para evaluar semen fresco,
excepto que se usd la muestra descongelada (pajilla) con mejor porcentaje de
motilidad progresiva de cada tratamiento y se pasaron los espermatozoides por
una columna de 1.5 ml de Sephadex G 50 (6.25% p/v en Citrato de Sodio al 2.9%
p/v) para aumentar el porcentaje de células vivas a evaluar con la prueba de CTC
en el microscopio de fluorescencia (La descripciéon de los patrones fluorescentes
de CTC estan detallados en la seccion de Evaluacion de semen fresco y en las
fotografias de la figura 4).
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6.9 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las variables de respuesta de la evaluaciéon microscépica
del semen fresco y descongelado se analizaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA), usando el programa estadistico Statistica version 2000 (Stats Soft,
Reino Unido). Se utilizé la prueba de Tukey para comparar diferencias entre
medias. Previo al analisis, se realiz6 una transformacion de los datos expresados
en porcentajes mediante la aplicacién de la transformacién de arco-seno, para
normalizarlos (Steel y Torrie, 1985).

El modelo estadistico utilizado es:

Yik =y + Ri+ Ej + Rei + €i
Donde:

Yijk es la observacion individual realizada sobre una variable dependiente
determinada

" Es la media poblacional.
Ri Es el efecto de la i-ésimo tratamiento (+5° C, 0° C, -5° C).

Ej Es el efecto de la j-ésimo macho.

Reij Es el efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento con el j-€simo macho.
€j  Es el error aleatorio.
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7 Resultados

Los valores de las variables analizadas se muestran en los cuadros de resultados
con las medias y su error estandar, se consideraron el efecto de tratamiento y del
semental.

Los valores promedio del semen fresco para cada caracteristica evaluada se
presentan en el cuadro 1, donde se observa que los valores promedios para cada
semental fueron muy similares y estuvieron dentro del rango normal de la especie.
En el cuadro 2 se presentan las medias de cada variable segun el tratamiento de
enfriado aplicado.

7.1 Motilidad

El porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva medido
inmediatamente después de la descongelacién de las pajillas correspondientes al
enfriado a -5°C (36.9%) fue mayor en dos unidades porcentuales al resultado del
enfriado (control) a +5°C (34.7%) (p<0.05), pero no difiere del tratamiento de
enfriado a 0°C (35.4%) (cuadro 2 y figura 5), también se observa una disminucién
considerable en el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva al
descongelado cuando se compara con el porcentaje de motilidad en fresco (figura
5). La motilidad progresiva evaluada en fresco y al descongelado para el macho 1

fue menor (p<0.05) a la registrada en los otros sementales (cuadro 1y figura 6).
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7.2 Integridad de la membrana plasmatica

El tratamiento de enfriado no afectdé esta variable, al existir sélo diferencias
numericas en cuanto al porcentaje de espermatozoides con membrana intacta,
siendo las proporciones obtenidas de 57.5%, 57.9% y 61.3% para los tratamientos
de enfriado a +56° C, 0° C y -5° C respectivamente (Cuadro 2). Existid6 una
disminucién de aproximadamente un 30% en la viabilidad entre el semen fresco y
el descongelado (figura 7) y los sementales 1 y 2 tuvieron menor (p<0.05)

porcentaje de espermatozoides viables que los demas sementales (figura 8).

7.3 Integridad del acrosoma

En cuanto al porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal, se observé
que el tratamiento enfriado a —-5°C tuvo una mejor respuesta (77.9%) que los
tratamientos de enfriado a +5° C (74.4%) y 0° C (75.1%), y esta diferencia fue
significativa (p<0.05; cuadro 2). También fue notoria la disminucién del porcentaje
de acrosomas normales (20% aproximadamente) cuando el semen fresco es
sometido al proceso de congelado-descongelado (figura 9).

El macho 2 tuvo el mayor (p<0.05) porcentaje de acrosomas intactos al

descongelado (figura 10).
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7.4 Estado de capacitacion espermatica

Los patrones de fluorescencia observados mediante la prueba de la
Clortetraciclina (CTC) se muestran en la figura 4.

En cuanto al porcentaje de espermatozoides con capacitacién prematura
(patrones B y AR), el tratamiento enfriado a -5° C mostré la menor proporcién de
estos (67.6%) vy fue diferente (p<0.05) al obtenido del tratamiento de enfriado a
+5° C (61.9%) y 0° C (63.8%); (cuadro 2).

El cambio en el estado de capacitacion espermatica fue notorio cuando se
compard la proporcion de espermatozoides no capacitados (patrén F) entre el
semen fresco (F= 69.7%) y el descongelado; este proceso, disminuyd la
proporcion de patrones (F= 40%) aumentando el porcentaje de espermatozoides
capacitados con o sin reaccién acrosomal (B + AR), ver Figura 11. El cambio en
los porcentajes de espermatozoides no capacitados (patron F) a capacitados
(patrén B + AR) por efecto del proceso de congelado-descongelado en cada
semental fue similar, aunque existio6 diferencia en la magnitud de la respuesta por
individuo (ver Figura 12).
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descongelado en los distintos tratamientos precongelacién (+5°C, 0°C, -5°C) para cada macho usando la prueba de CTC.

Figura 12. Porcentaje de espermatozoides no capacitados (Patrén F) y capacitados (Patrones B + AR) en el semen fresco y al
Los valores son las medias t error estandar.



Discusion

El sistema de enfriado lento a temperaturas cercanas a cero grados empleando
solucién salina — hielo salino hipertonicos, ademas de sencillo, proporciona curvas
de enfriado constantes y repetibles (Rios et al., 2004). Esta herrarnienta es muy
util cuando no se dispone de un refrigerador programable a temperaturas bajo
cero grados.

En el presente trabajo, con este sistema de enfriado se obtuvo una supervivencia
espermatica al proceso de congelado-descongelado similar a la reportada en
semen de macho cabrio (Medrano et al., 2001) y de carnero (Rios et al., 2004);
cuyos autores, usaron una metodologia similar, difiriendo solo éstos ultimos en la
temperatura final de enfriado (-2°C). Aunque estos resultados indican hasta el
momento una discreta mejora, se pueden comparar con otros resultados
obtenidos al preservar semen porcino con un sistema tradicional de enfriado a
+5°C y congelado en pellets (Pursel y Johnson, 1975) y con los sistemas
automaticos de enfriado a 3°C /min hasta -5° C y congelado en pajillas (Bwanga
et al., 1991b; Fiser et al., 1991), que implica el uso de una maquina congeladora
de dificil adquisicion y elevado costo.

8.1 Motilidad

Con respecto al porcentaje de motilidad progresiva existieron diferencias entre
tratamientos, siendo el porcentaje de células motiles al descongelado mayor en el
tratamiento de enfriado lento hasta -5° C, esto coincide con lo reportado por Fiser
et al. (1991) en semen porcino, aunque ellos utilizan una tasa de enfriado mas
rapida (3°C/min) y con los resultados obtenidos por Rios et al. (2004) en semen
ovino. Al respecto, se ha mencionado que este mejor desempefio esta asociado a

un enfriamiento lento en temperaturas cercanas a 0° C (previo a la formacioén de
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hielo), ya que en experimentos donde se ha enfriado de +5°C a -5°C a tasas
rapidas se ha visto un efecto detrimental en la criosupervivencia (Bwanga et al,
1991b; Medrano et al., 2002a), por lo que se recomienda usar un enfriado lento
hasta -5°C y aumentar la velocidad de enfriado por debajo de esta temperatura
(Bwanga et al., 1991b; Medrano et al., 2002a; Kumar et al., 2003; Thurston et al.,
2003).

Para esta variable existi6 diferencia entre machos al descongelado,
independientemente del tratamiento de enfriado, siendo menor la motilidad al
descongelado en los machos 1y 2. Al respecto, se debe tomar en cuenta que uno
de estos machos registré6 en su evaluacion en fresco un promedio de motilidad
progresiva inferior al registrado por los otros machos antes de ser congelado y
aunque sus valores estarian dentro de lo aceptable para poder ser congelado, se
sugiere que la menor calidad de los eyaculados de éste macho pudo haber influido
en sus resultados negativos al descongelado, independientemente de la mayor

susceptibilidad de su semen al proceso de congelado-descongelado.

El proceso de congelado-descongelado del semen ocasiona una disminucion en el
porcentaje de espermatozoides motiles, lo que afecta el éxito en la gestacion de
las cerdas inseminadas con este tipo de células (Huang et al., 1999). Aunque se
ha considerado que la correlacion de la motilidad espermatica con la fertilidad es
baja, en trabajos que han evaluado la motilidad mediante el sistema de analisis
asistido por computadora (CASA) se ha identificado a ésta como un indicador
consistente de la fertilidad obtenida en granja (Holt et al., 1997). Ademas, se ha
estimado que el porcentaje minimo de motilidad progresiva en el semen diluido
preservado a 15°C para asegurar que se tendra una fertilidad aceptable es de
60% (Johnson et al., 2000). No obstante, que en este trabajo el porcentaje de
motilidad progresiva al descongelado fue relativamente bajo, alrededor de 35%,
presentandose en todos los tratamientos una tendencia similar. Aunque este valor
de motilidad sea ligeramente inferior a lo reportado por Bwanga et al. (1991a) al

congelar semen porcino en minipajillas, es superior a lo obtenido por los mismos
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autores pero mediante congelacién en maxitubos y similar a lo reportado por
Medrano et al. (2001) en semen de caprino y por Salamon y Maxwell (1995) en
semen de ovino.

La diferencia positiva de alrededor de un 2% en el porcentaje de motilidad
progresiva obtenida por el enfriado hasta -5°C puede considerarse muy pequena;
aun asi, es posible que esta mejora en motilidad pudiera repercutir en un
incremento en la fertilidad in vivo. Adicional a lo anterior, los resultados de
viabilidad (integridad de la membrana plasmatica) indican que existe una
poblacién de células que estan vivas pero que no presentan movimiento, con o
que se podria estar subestimando el potencial fertilizante de las muestras al ser

evaluada la supervivencia al proceso de congelado en el laboratorio.

8.2 Integridad de la membrana plasmatica

En el presente estudio no existieron diferencias en el porcentaje de células con
membrana intacta, esta situacién contrasta con lo publicado por otros autores
(Medrano et al., 2001; Rios et al., 2004) que encontraron una mejora en el
porcentaje de células con membrana intacta en los tratamientos de enfriado lento
por debajo de 0°C. AUNn asi, los resultados de este trabajo mantienen una
tendencia numérica similar, donde el enfriado por debajo de cero grados mejora la
viabilidad. £ Se menciona que el enfriado del espermatozoide, en general,
disminuye el porcentaje de células con membrana intacta, sobre todo cuando el
enfriado se realiza de forma rapida, ya que se considera que la membrana
plasmatica es la estructura celular que presenta un dafio mayor en su integridad
(De Leeuw, et al., 1990). La tendencia observada en los resultados de este
trabajo coinciden con la hipétesis de que la desestabilizacién y dano a la
membrana asociada a la criopreservacion puede ser atribuida en mayor
proporcion al proceso de enfriado cercano a 0° C, que al congelado y

descongelado (Maxwell y Johnson, 1997) y que esta integridad se ve
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comprometida fuertemente si no se realiza el enfriado de forma lenta en este
rango critico de temperatura. Un elemento importante a considerar es el factor
individuo (Parkinson y Whitfield, 1987; Holt, 2000), para ésta variable existié una
poblacién (dos individuos) que presentan una mayor susceptibilidad al proceso de
enfriado-congelado, independientemente del tipo de tratamiento empleado.
Medrano et al (2002a) mencionan que durante el proceso de congelado-
descongelado del semen porcino, el factor individuo resulta inclusive mas
importante que las condiciones fisicas del protocolo en la criosupervivencia
espermatica, considerandose que ésta diferencia se debe a un elemento de tipo
genético que determina el éxito en la criosupervivencia espermatica (Woelders et
al., 1996, Thurston et al., 2002).

8.3 Integridad del acrosoma

El enfriado lento precongelacion hasta -5°C realizado en este trabajo mejoré la
estabilidad de la membrana espermatica, disminuyendo el dafio acrosomal, lo que
coincide con el procedimiento de enfriado lento hasta una temperatura cercana al
punto de congelamiento del medio extracelular sugerido por diversos autores
(Bwanga et al.,.1991b; Fiser et al., 1991). La mejor preservacion de la integridad
de la membrana acrosomal puede estar asociada a condiciones favorables al
momento de congelar, ya que el dafio a esta estructura que ocasiona disrupcion y
pérdida de la membrana acrosomal se ha asociado al choque frio (Watson, 1981;
De Leeuw, et al, 1990), al proceso de formacién de hielo intracelular (Mazur,
1985) y al proceso de transicion de fases de la membrana lipidica (Holt y North,
1984). Se ha identificado un rango de temperatura a la cual ocurre este cambio en
los espermatozoides de mamiferos, entre 10° C y 17° C (Holt y North, 1994). Sin
embargo, en otras especies (invertebrados acuaticos) se ha identificado otro rango
de temperatura a la que también ocurre una transicién de fases alrededor de 0° C

(Crowe et al, 1989) y en la membrana del espermatozoide de raton se ha
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identificado un rango de temperatura (de 0° C a +4° C) donde se da también una
transicién de fase lipidica (Noiles et al., 1995); lo anterior sugiere que el enfriado
lento por debajo de 0° C podria favorecer un mejor empaquetado de fosfolipidos y
acomodo de proteinas en la membrana plasmatica del acrosoma (Holt, 2000), lo
que disminuiria el dafio ocasionado a este organelo durante el proceso de enfriado

en este rango critico de temperatura.

8.4 Estado de capacitacion espermatica

El porcentaje de espermatozoides con capacitacién prematura fue menor en el
tratamiento enfriado a -5° C, esto coincide con lo reportado anteriormente por Rios
et al. (2004) en el semen de carnero e indica que el tratamiento de enfriado a -5°C
podria disminuir el proceso de desestabilizacion de la membrana plasmatica del
espermatozoide capacitado prematuramente, aumentando con esto el periodo de
vida media de los espermatozoides dentro del aparato reproductor de la hembra;
de esta manera, se favorece las posibilidades de fertilizacion del ovocito.

Aunque no esta claro el mecanismo exacto que produce las alteraciones similares
a la capacitacion en el espermatozoide, este efecto ya ha sido identificado en el
proceso de enfriado y congelado de semen de carnero (Gillan et al, 1997),
verraco (Green y Watson, 2001) denominandose “efecto similar a la capacitacion”
(capacitation-like effect) o capacitacién prematura. Este efecto ha sido reportado
tanto en protocolos de enfriamiento a +4° C con medios que no contienen factores
capacitantes, como en medios que promueven la capacitacion y que contienen
bicarbonato y calcio (Kaneto et al., 2002) asi como medios especificos como el
Tyrode (Maxwell y Johnson, 1997; Watson y Green, 2000) cuando las muestras
son incubadas para la promocién del proceso de capacitacion; especificamente un
incremento en el nimero de espermatozoides capacitados, clasificados como
patrén B (Maxwell y Johnson, 1997b; Green y Watson, 2001; Kaneto et al., 2002).
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Lo mencionado anteriormente podria indicar que existe un menor dafio a la
membrana plasmatica en los espermatozoides enfriados lentamente hasta -5°C;
ya que, pareceria que esa mayor proporcion de espermatozoides no capacitados
con ese tratamiento, mantienen la integridad y funcionalidad de su membrana;
ésta situacion, pudiera retrasar ciertos eventos (mayor nivel de Ca ?* intracelular)
asociados a la capacitacion prematura y esto explicaria parcialmente la mayor
proporcién de espermatozoides con patrén F. Lo anterior es deseable, ya que se
podrian dar posteriormente y de manera adecuada los cambios en la fluidez de la
membrana plasmatica que favorezcan la verdadera capacitacion y reaccidn
acrosomal en el aparato reproductor de la hembra.

Por otro lado, los cambios en los patrones de tincion de CTC reportados por
diversos autores, confirman la utilidad de esta sonda para monitorear el estado de
capacitacion espermatica (Wang et al., 1995; Mattioli et al., 1996; Green y Watson,
2001; Kaneto et al., 2002). Al respecto, los resultados obtenidos en este trabajo
validan la utilizacién de la prueba de CTC, no solo para monitorear el estado de
capacitacion; sino también para utilizarla para estudiar el efecto que ejercen
diversos factores sobre el estado de capacitacion del espermatozoide porcino

durante el proceso de congelado-descongelado.
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9 Conclusiones

En el presente trabajo se determiné que el tratamiento de enfriado lento
precongelacién a -5°C disminuy6 la proporciéon de espermatozoides que mostraron
capacitacién prematura y aumento la proporcion de espermatozoides métiles y con
membrana acrosomal intacta al descongelado en comparacién con el tratamiento

de enfriado a +5° C (enfriado tradicional).

Se confirma que existe una variacién importante en la susceptibilidad del semen
entre machos al proceso de congelado-descongelado, ya que algunos individuos

respondieron mejor que otros independientemente del tipo de enfriado utilizado.

Los hallazgos encontrados en este trabajo sugieren que existe la posibilidad de
favorecer la supervivencia espermatica al proceso de congelado-descongelado,
enfriando el semen a temperaturas por debajo de 0°C previo al congelado,
recomendandose seguir esta linea de investigacién aumentando el nimero de
machos donadores y comparando los hallazgos de laboratorio contra los
resultados de fertilidad y prolificidad in vivo obtenidos en cerdas inseminadas
artificialmente.
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ANEXOS

Anexo 1. Formula del medio para descongelar BTS®.

BTS (Beltsville Thaw Solution)

Férmula Cantidad (g)
Dextrosa anhidra 3.7
Citrato de sodio 0.6
Bicarbonato de sodio 0.125
EDTA* 0.125
Cloruro de potasio 0.075

*Disodio etilendiamino tetraacetato.

a Los ingredientes se disuelven en agua destilada y se afora a 100 ml.

Anexo 2. Férmula del medio para congelacion de Beltsville®.

BF5 (Beltsville Freezing Medium)
Foérmula Cantidad
* TES-N-TRIS 12g
*TRIS 02g
Dextrosa anhidra 3.2¢g
Yema de huevo 20 ml
Pasta orvus ES 0.5 mi
Dipenisol 0.5ml

* Acido sulfonico (Hidroximetil ) metil 2 aminoetano.

**(Hidroximetil) aminoetano.

b Aforar a 100 ml. de agua destilada.
Centrifugar a 12,000 g por 10 minutos

Dejar decantar y separar fracciones.
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