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RESUMEN

El uso del semen porcino congelado es limitado en comparacion con el de otros
mamiferos domeésticos. Durante la congelacion, las células se exponen a condiciones
hiperosméticas como resultado de la formacion de hielo extracelular y de la
concentraciéon de solutos. Los verracos no se han seleccionado en base a la
congelabilidad de su semen, ya que hay evidencias de variaciones individuales. La
validacién de una prueba anisosmoética como medida de prediccion de congelabilidad
de semen, otorgaria la oportunidad de mejoramiento de la calidad del semen
crioconservado a través de programas de reproduccion selectiva.

Los objetivos de este trabajo fueron (1) Validar una prueba sencilla, exponiendo al
espermatozoide a condiciones hiperosmaéticas e hiposmdticas intentando simular el
estrés osmotico de la congelacion y descongelacion y (2) Comparar y correlacionar los
resultados de la prueba anisosmoética y los resultados de la crioconservacion.

En el primer experimento, los espermatozoides de 5 verracos (20 eyaculados) fueron
expuestos a 300, 900, 1500 y 2100 mOsm/Kg de soluciones hiperosmoéticas a -5°C por
15 minutos; posteriormente los espermatozoides fueron expuestos a una serie de
soluciones hiposmoéticas por 15 minutos a 37°C para restaurar la isosmolaridad. La
proporcion de viabilidad espermatica (SYBR-14/Pl) disminuy0 significativamente a
medida que la osmolaridad aumentaba (P<0001); observandose un aumento en la
disminucién posterior a la restauracion de las condiciones de isosmolaridad (P<0001).
En contraste, el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto (PSA-FITC) no
presentdé cambios al incremento en la osmolaridad pero disminuy6 significativamente
cuando la isosmolaridad fue restaurada (P< 0.002); el valor de mayor diferencia
producida por los tratamientos se observé a 2100 mOsm/Kg, seleccionandose éste
valor para llevar a cabo en paralelo la congelacion-descongelacién de semen.

En el segundo experimento, los espermatozoides (alicuotas) de seis verracos (30
eyaculados) fueron sometidos a la prueba anisosmoética y en forma paralela a un
proceso de congelacion-descongelacion utilizando un protocolo estandar. La motilidad
progresiva disminuy6 de 74% en semen fresco a 45% al descongelado (P<0.0001); la
proporcion de espermatozoides capacitados (CTC) aumenté de 15.9% en semen fresco
a 73.3% al descongelado (P<0.0001). No hubo diferencias estadisticas entre la
viabilidad a la prueba hiperosmaética (36%) y al descongelado (35%) y entre los
acrosomas intactos a la prueba hiperosmética (80%) y al descongelado (80%). La
viabilidad al descongelado fue correlacionada con la viabilidad a la prueba
hiperosmética (r= 0.2022, p< 0.01) y con la viabilidad a la prueba isosmética (r= 0.1221,
p< 0.01). De gran interés fueron las correlaciones observadas entre los acrosomas
intactos al descongelado con los acrosomas intactos a la prueba hiperosmatica (r=
0.8062, p< 0.01) y con los acrosomas intactos a la prueba isosmotica (r= 0.9012, p<
0.01), asi como la viabilidad al descongelado con la motilidad al descongelado (r=
0.6561, p< 0.01). La exposicion del espermatozoide porcino a condiciones
anisosmoéticas produce dafio cuantificable a la membrana plasmatica y acrosomal. Es
posible el uso de una prueba anisosmética como parametro de predicciéon de la calidad
del semen porcino al descongelado utilizando un protocolo estandar de congelacién, sin
embargo, es de gran importancia tomar en cuenta la variabilidad individual (“buenos,
promedio y malos congeladores”) y otros factores no directamente relacionados a los
cambios osmoéticos que tengan influencia sobre la supervivencia del espermatozoide
porcino al descongelado.

Palabras clave: espermatozoide porcino, crioconservacion de semen porcino, estrés
osmoético, SYBR-14/PI, PSA-FITC, CTC.
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ABSTRACT

The use of frozen boar spermatozoa has been limited compared to other domestic
mammals. During freezing, cells are exposed to hyperosmotic conditions resulting from
extracellular ice formation and solute concentration. Comercial studs boars are not
selected on the basis of semen freezability; there is an evidence of individual variability.
The validation of an anisosmotic test as a predictive measure of semen freezability will
provide an opportunity to improve quality of cryopreserved semen through selective
breeding programs.

The objectives of this work were: (1) To validate a simple test, exposing spermatozoa to
hyper- and hypo-osmotic conditions that intented to simulate osmotic stress during
freeze-thawing and (2) To compare and correlate results from that anisosmotic test and
those from sperm cryosurvival.

In the first experiment, spermatozoa from 5 boars (20 ejaculates) were exposed to 300,
900, 1500 and 2100 mOsm/Kg of hyper-osmotic solutions (BF5 standard freezing
medium plus glucose) at -5°C for 15 minutes; spermatozoa were then rewarmed to 37°C
and exposed to a series of suitable hypo-osmotic solutions for 15 minutes to restore
isosmolarity; the proportion of viability (SYBR-14/Pl) significantly decreased as
osmolarity increased (P<0001); a further decreased was observed when isotonicity was
restored (P<0001). In contrast, percentage of acrosoma-intact cells (PSA-FITC) did not
change as osmolarity increased but it decreased significantly when isosmolarity was
restored (P< 0.002). The biggest numeric change produced by the treatments was
observed at 2100 mOsm/Kg, thus this value was selected to be performed in parallel to
freeze-thawing.

In the second experiment, spermatozoa (aliquots) from 6 boars (30 ejaculates) were
exposed to the anisosmotic test and subsequently frozen-thawed using a standard
technique; sperm motility decreased from 74% in fresh semen to 45% after thawing
(P<0.0001); proportion of capacitated spermatozoa (CTC) increased from 15.9% in
fresh semen to 73.3% after thawing (P<0.0001). There were no statistical differences
between viability at hyper-osmotic test (36%) and that after freeze-thawing (35%) and
between intact acrosomes at hyper-osmotic test (80.2%) and that after freeze-thawing
(80%) as group. Viability after freeze-thawing was correlated with viability at hyper-
osmotic test (r= 0.2022, p< 0.01) and viability at isosmotic test (r= 0.1221, p< 0.01). The
most interesting of these correlations were those established between intact acrosomes
after freeze-thawing with intact acrosomes at hyper-osmotic test (r= 0.8062, p< 0.01)
and with intact acrosomes at isosmotic test (r= 0.9012, p< 0.01), whereas viability after
freeze-thawing was correlated with motility after freeze-thawing (r= 0.6561, p< 0.01).
Exposition of pig spermatozoa to anisosmotic conditions produced measurable damage
to both plasma and acrosome membrane. It is possible the usefullness of an anisomotic
test as a predicting parameter of the quality of frozen-thawed boar semen using a
standard protocol of freezing, however it is important the individual variability (“good,
average and poor freezers”) and other factors not directly related to osmotic changes
that influenced the survival rate of boar spermatozoa after freeze-thawing.

Keywords: boar sperm, boar sperm cryopreservation, osmotic stress, SYBR-14/PI,
PSA-FITC, CTC.



1. INTRODUCCION

Los primeros intentos de inseminacién artificial (IA) en la especie porcina, fueron
realizados entre 1926 y 1927 por lvanov y fueron continuados entre 1930 y 1936 por
Milanov. La utilizacién de semen conservado para inseminacion artificial se ha triplicado
en la industria porcina en los pasados 15 afios, mas del 99% de las 19 millones de
inseminaciones que se llevan a cabo en el mundo se realizan con semen que se
conserva en estado liquido y es utilizado el mismo dia o es almacenado entre 15y 20
°C de 1 a 5 dias. El 85% de todas las inseminaciones se llevan a cabo el dia de la
coleccibn o al dia siguiente. EI semen porcino congelado ha estado disponible
comercialmente desde 1975 en forma de pellets o en pajillas; sin embargo, menos del
1% de todas las inseminaciones se realizan con semen que ha sufrido el proceso de

congelacion-descongelacion (Johnson et al., 2000)

Para llevar a cabo la conservacion de espermatozoides en el siglo 20 se han utilizado
principalmente dos sistemas de tecnologias de almacenamiento, almacenamiento
liguido y almacenamiento congelado. La principal ventaja de la utilizacion de semen
liguido no congelado, es el mantenimiento de la fertilidad con un bajo nimero de
espermatozoides; debido a que el espermatozoide porcino es sensible al choque frio,

usualmente es mantenido entre 15-20°C (Yoshida, 2000).

En 1970 nacieron los primeros lechones a partir de espermatozoides crioconservados
tras la inseminacion quirdargica por laparotomia por Polge y colaboradores; en 1971,
tres equipos de investigacion en E. U. obtuvieron las primeras camadas de lechones
con espermatozoides crioconservados tras inseminacion artificial tradicional; en 1975,
se establecieron los primeros protocolos de criopreservacion especificos para
espermatozoides de porcino, en Alemania el Método Hulsenber de Westendorf y en
Estados Unidos de Norteamérica el método Beltsville de Pursel y Johnson. La
inseminacion artificial se realiza en su mayoria con semen fresco o refrigerado, lo cual

limita las enormes posibilidades de dicha técnica (Bonet et al., 2006).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Criobiologia

El metabolismo bioldgico de las células vivas disminuye dramaticamente a
temperaturas bajas, este hecho permite la preservacion a largo plazo de células y
tejidos para investigacion cientifica, asi como para aplicaciones médicas como la
transfusion sanguinea, trasplante de médula ésea, inseminacién artificial y fertilizacion
in vitro. La criobiologia es una ciencia multidisciplinaria que estudia el comportamiento
fisico y bioldgico de células y tejidos (incluyendo sus interacciones con el ambiente) a
bajas temperaturas (especialmente por debajo del punto de congelacion del agua, 0°C).
(Gao y Critser, 2000).

Los objetivos principales de la criobiologia son la comprension de la biofisica de los
efectos de la baja temperatura sobre los sistemas celulares y la utilizacién de este
conocimiento para el desarrollo de protocolos mejorados. La concentracion extracelular
de solutos, la constitucion de solutos permeables y no permeables y la tasa del cambio
de temperatura (a la congelacion y descongelacion), son los tres parametros
disponibles para el control que dan a los criobidlogos poderosas herramientas para
regular las condiciones fisicoquimicas del medio intracelular y extracelular, permitiendo
al investigador el desarrollo de protocolos optimizados para crioconservar tipos

celulares especificos (Woods et al., 2004)

Un problema importante de la criobiologia es la variabilidad en el éxito de los protocolos
de congelaciéon no solo en los diferentes tipos celulares, sino también en los mismos
tipos celulares de diferentes especies, por lo que es necesario a través de las
ramificaciones criobiologicas el entendimiento de los sucesos del enfriamiento de una
célula por debajo de temperaturas fisiolégicas. Las predicciones tedricas y los
resultados empiricos, sugieren que para las tasas de congelacion y la concentracion de
solutos existe una curva en forma de “U” invertida (Figura 1), misma que puede ser

optimizada (Gao y Critser, 2000).
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Figura 1. Criosupervivencia de diferentes tipos celulares a diferentes tasas de enfriamiento (Tomada y
modificada de Gao y Critser, 2000).

La mayoria de la investigacion en criobiologia se ha enfocado en la conservacion de
varios tipos de células sométicas, como eritrocitos o lineas celulares en cultivo, las
cuales responden a las fluctuaciones osmoticas asociadas a la congelacion y
descongelacién, mediante cambios de volumen en formas que pueden seguir modelos
matematicos; esto ha dado como consecuencia el desarrollo de teorias criobiol6gicas
que han sido exitosas en la prediccibn de tasas Optimas de congelacion y
descongelacion para una variedad de tipos celulares. Sin embargo al aplicar los
mismos principios tedricos al espermatozoide de mamiferos, se han obtenido
resultados menos exitosos, posiblemente debido a la elaborada diferenciacion
morfolégica y extensiva heterogeneidad de membrana mostrada por las células

espermaticas (Holt et al., 2005)

No es sorprendente que los espermatozoides y los eritrocitos se comporten de forma
diferente durante el enfriamiento, ya que el espermatozoide tiene una subestructura
mas compleja y rigida que contiene un nucleo condensado en la region de la cabeza,
mitocondrias y componentes moviles en el flagelo, ademas del poco citoplasma y el

contenido relativamente bajo de agua intracelular (Watson y Duncan, 1988).

El espermatozoide es una célula altamente polarizada y especializada, con una
estructura tripartita conformada por cabeza, pieza media y cola. La cabeza espermética

puede ser subdividida en cuatro regiones: la region apical, la regién pre-ecuatorial, la
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region ecuatorial y la region post-ecuatorial (Figura 2) (Flesch y Gadella, 2000).

}'[)aheza

Post-ecualorial

> Pieza media

>Flagelo

Figura 2. Estructura tripartita del espermatozoide (Tomada y modificada de Flesch y Gadella, 2000).

El espermatozoide ha perdido la capacidad de biosintesis, reparacion, crecimiento y
division celular durante la fase final de la espermatogénesis. La conservacion
espermatica generalmente requiere una disminucién o interrupcion del metabolismo

espermaético, lo que conduce a la prolongacién de su vida (Yoshida, 2000).

Aunque la supervivencia del espermatozoide crioconservado no excede los 50 afios, se
ha estimado que los especimenes biolégicos crioconservados en nitrégeno liquido,
pueden permanecer viables por mas de 3000 afios debido a la ausencia de reacciones
térmicas a -196°C. El uso extensivo de espermatozoides congelados encamina las
investigaciones al mejoramiento de la crioconservacion espermatica, con el objetivo
principal de la obtencion de gestaciones mediante la aplicaciébn de la inseminacion
artificial de forma tan efectiva como las obtenidas con el servicio natural (Yoshida,
2000).



2.2 Lamembrana plasméaticay larespuesta celular a las bajas temperaturas

La membrana plasmatica cubre la célula espermatica en su totalidad manteniendo
unidos sus organelos y los componentes intracelulares, debido a sus caracteristicas
semi-permeables mantiene el gradiente quimico de iones y otros componentes solubles
(Silva y Gadella, 2006).

La membrana plasmética del espermatozoide es heterogénea y se conforma de cinco
dominios especificos: el dominio del acrosoma, el dominio del segmento ecuatorial, el
dominio de la pieza media, el dominio de la pieza principal, y el dominio de la pieza
final. Las diferencias entre estas regiones estan relacionadas a sus diferentes funciones
fisiologicas (Aurich, 2005).

La viabilidad celular asociada a los procesos de crioconservacion depende casi
exclusivamente de la integridad de la membrana plasmatica; los procesos de
congelacion y descongelacion producen un movimiento de solutos y de moléculas de
agua a través de las membranas celulares lo que puede superar las resistencias fisicas
de éstas; en este sentido, la mayoria de los procesos de transporte a través de la
membrana dependen de la fluidez de ésta, que a su vez depende de las propiedades

de las cadenas de acidos grasos y de la temperatura (Rodriguez, 2005).

Los acidos grasos pueden existir en un estado rigido ordenado (gel) o en uno mas
flexible y relativamente ordenado (fluido); la transicién de un estado al otro se da en un
rango de temperaturas, del cual, al promedio se le conoce como temperatura de

transicion de fase (Melting Temperature, Tm) (Alberts et al., 2002).

Esta Tm serd mayor o menor dependiendo de la composicién de los 4cidos grasos que
componen las membranas (el grupo polar, la longitud del grupo acilo y la saturacion de
la cadena), la mayoria de las membranas de células eucariotas tienen su Tm entre los
0°Cy los 20°C (Hays et al., 2001).

La transicion de fase de una membrana plasmatica no se da simultaneamente en todos
sus fosfolipidos y por tanto se espera la coexistencia de dominios en estado fluido y

dominios en estado sélido rigido durante la transicién de fase; esta situacién produce



defectos en el empaquetamiento de la membrana y esta asociado a una mayor

permeabilidad de solutos a través de la membrana (Watson, 2000).

Asi, se ha demostrado que al alcanzar la Tm en una bicapa determinada, se produce la
mayor pérdida de solutos a través de la membrana; alternativamente, se ha propuesto
gue la pérdida de fosfolipidos de membrana durante la deshidratacién celular, que tiene
lugar en el proceso de congelacion, es un mecanismo mediante el cual la membrana
plasmética pierde capacidad de expansion durante la rehidratacion al volver a
condiciones isotonicas, comprometiendo en ese momento la integridad de membrana.
Por ultimo, las bajas temperaturas asociadas al aumento de la rigidez de membrana y
la rapidez (décimas de segundo) a la que suceden los cambios osmoticos en los
procesos de congelacion y descongelacion hace muy dificil el movimiento a través de la
membrana mediante procesos de transporte activo dependientes de ATP, ya que la
disminucién de temperatura de 25°C a 10°C reduce en un 60% la actividad de las
bombas dependientes de ATP, ademas de la difusion facilitada o el cotransporte
(transporte concomitante de dos moléculas a través de la membrana dependiente una
de ellas de ATP y/o iones H+); en consecuencia los procesos de difusion y osmosis son
los que predominan en los momentos de estrés osmoético asociados a la congelacion-
descongelaciéon y adicionalmente, los que conduciran el movimiento de agua a traves

de la membrana y su integridad (Rodriguez, 2005).

La membrana plasmatica del espermatozoide es Unica entre especies con respecto a la
composicion fosfolipidica (aproximadamente 70% fosfolipidos, 25% lipidos neutrales y
5% glicolipidos); la variacion entre especies en cuanto a la susceptibilidad al choque
frio parece estar correlacionada con la composiciéon lipidica de la membrana; la
resistencia al choque frio es generalmente mayor para especies con membranas
espermaticas caracterizadas por una mayor proporcion de esteroles y fosfolipidos y una

mayor saturacion con grupos acil enlazados a los fosfolipidos (Flesh y Gadella, 2000).

Las membranas plasmaticas responden a los cambios de temperatura con transiciones
de fase lipidicas, de modo que las fases de liquido y gel pueden coexistir, los
espermatozoides de la mayoria de las especies de mamifero sufren transiciones de
fase lipidica termotrépica en un rango de temperatura de 17-36°C .Se ha observado

que el espermatozoide porcino sufre una transicion de fase mas abrupta en



comparacion con el espermatozoide humano, el cual mostr6 una transicibn menor, lo
que indica que el espermatozoide porcino responde al choque frio mostrando un
comportamiento de transicidén de fase distinto (Crowe et al., 1989; Parks y Lynch, 1992;
Drobnis et al., 1993).

Es bien conocido que el enfriamiento muy rapido del semen de ungulados entre, 30°C y
0°C, induce un estrés letal en algunas células proporcional a la tasa de enfriamiento, el
intervalo de temperatura y el rango de temperatura; este fenbmeno conocido como
choque frio, también afecta de forma variable a otras especies, como resultado el
enfriamiento en este rango, previo a la crioconservacion, es cuidadosamente llevado a
cabo (Watson, 2000).

El semen porcino difiere del semen de otras especies en varios aspectos: es producido
en volumenes grandes y es extremadamente sensible al choque frio o al enfriamiento

repentino inmediato a la coleccion (Johnson et al., 2000).

Se sabe que el espermatozoide porcino es muy susceptible al choque frio, mismo que
se cree podria estar relacionado a la composicion lipidica de la bicapa, afectando la
fluidez de la membrana plasmatica. Conforme la temperatura desciende, se restringe el
movimiento lateral de de fosfolipidos lo que provoca una transicion de fase de fluido a
gel. Debido a las diferentes temperaturas de transicion para los diferentes lipidos de
membrana, la separacion de fase puede presentarse, por lo que las proteinas se

agruparian irreversiblemente (De Leeuw et al., 1990).

Debido a que la composicion de acidos grasos de los fosfolipidos determina el
comportamiento de fase, las diferencias mas notables en fosfolipidos entre el
espermatozoide de verraco y el de toro, son el porcentaje mas bajo de fosfatidilcolina y
mas alto de fosfatidiletanolamina y esfingomielina en el espermatozoide porcino,
dificultando la medicion de la estabilidad de las membranas espermaticas porcinas en

la base de diferencias en la composicion fosfolipidica (Johnson et al., 2000).

Otro factor que tiene influencia sobre el comportamiento térmico de las membranas es
el porcentaje de colesterol, la proporcion de colesterol/fosfolipidos en el

espermatozoide porcino es muy bajo y como se encuentra distribuido asimétricamente,



se encuentra en mayores cantidades en la monocapa externa de la membrana. Esta
combinacion podria hacer a la monocapa interna especialmente vulnerable al choque
frio. La reorganizacion de las particulas de la membrana inducida por el frio, aunque
parcialmente reversible, podria influenciar la funcion de la membrana en varias formas,
incluyendo un incremento de la permeabilidad (pérdida de cationes y enzimas), la
reduccion en la actividad enzimatica, la difusion controlada de membrana y cambios en

el movimiento lateral de canales (De Leeuw et al., 1990).

En todos los tipos celulares de mamiferos estudiados, incluyendo al espermatozoide,
las dos monocapas de la membrana plasmatica difieren en la composicion fosfolipidica,
la fosfatidilserina (PS) y la fosfatidiletanolamina (PE) estdn concentradas en la
monocapa interna; mientras que, la esfingomielina (SM) y fosfatidilcolina (PC) estan

concentradas en la monocapa externa (Gadella et al., 2000).

Estudios mas recientes han mostrado que bajo condiciones normales, la distribucion es
mantenida por la actividad combinada de varias transferasas fosfolipidicas: una
transferasa aminofosfolipidica (flipasa) que mueve PS y PE de la monocapa externa a
la monocapa interna, una transferasas fosfolipidica no especifica (flopasa) que
transfiere fosfolipidos de la monocapa interna a la externa y una transportadora
bidireccional (escramblasa) que mueve los cuatro fosfolipidos en ambas direcciones a

través de la bicapa (Harrison y Gadella, 2005)

En adicion, los elementos del citoesqueleto son sensibles a la temperatura, el
enfriamiento de otros tipos celulares provoca una despolimerizacion prematura de los
filamentos de actina. Se ha postulado que la despolimerizacion de F-actina del
citoesqueleto es un paso necesario que permite la aproximacion de la membrana
plasmatica y la membrana acrosomal externa promoviendo la exocitosis acrosomal; tal
vez, también esto podria contribuir a la fusion desorganizada de membranas después

del enfriamiento o la crioconservacion (Watson, 2000).

La sensibilidad espermética al choque frio varia entre especies, los espermatozoides
del toro, del carnero, del cerdo y del equino son altamente sensibles; los
espermatozoides del perro y del gato son moderadamente sensibles; y los

espermatozoides del humano y del conejo son relativamente resistentes. Esto es



también un ejemplo importante de las diferencias en la criobiologia fundamental de los
tipos celulares entre especies, resaltando el hecho de que las modificaciones simples
en el desarrollo de los procedimientos de crioconservacion espermatica de ciertos
animales domésticos, probablemente no logren los resultados 6ptimos observados en

otras especies (Gao y Critser, 2000).

2.3 Congelacion

Las células crioconservadas se almacenan a -196°C en nitrégeno liquido; a esta
temperatura no existen fenomenos de difusion, ni energia térmica suficiente para llevar
a cabo las reacciones quimicas y por tanto las dificultades de la congelacion no derivan
de la permanencia a temperaturas bajas sino de los procesos de congelacion y
descongelacién. Contrario a lo esperado, el reto de las células durante la
crioconservacion no radica en su habilidad para soportar el almacenamiento a bajas
temperaturas, sino en la letalidad de una zona intermedia de temperatura (-15 a ~0°C)
la cual deben cruzar en dos ocasiones, una durante el enfriamiento y otra durante el

calentamiento (Mazur, 1963).

Durante el proceso de congelacion se producen diversos cambios fisicoquimicos en el
espacio extracelular, las células responden a estos cambios actuando como
osmémetros (se hidratan y deshidratan). Los principales eventos a nivel celular que
tienen lugar durante el proceso de congelacion se resumen a continuacion: durante el
proceso de enfriamiento, entre los 4°C y los -10°C, las células son sometidas a
temperaturas menores que las de congelacién de la solucién que las rodea, pero tanto
las células como el liquido extracelular se mantienen sin congelar (sobreenfriados),
presumiblemente debido a que la membrana celular bloquea el crecimiento de cristales
de hielo en el citoplasma; este es un estado metaestable y el momento de la aparicién
de hielo (entre los -10°C y los -20°C) depende de la probabilidad de la formacion de
centros de nucleacion a partir de los que creceran los cristales de hielo; a medida que
la temperatura disminuye los cristales crecen en forma de frentes de congelacion, entre
los que las células se sitian en canales de soluciéon liquida que progresivamente
aumentan su viscosidad a medida que el agua liquida pasa a formar parte de la fraccion

congelada (Rodriguez, 2005).



El hielo se forma preferentemente en la solucion extracelular, que simplificando, esta
formada de agua y solutos, al producirse la cristalizacion, las moléculas de agua se
incorporan al hielo, mientras que el soluto queda excluido de la base sodlida; de esta
manera el espacio extracelular se va concentrando progresivamente (se va haciendo
cada vez mas hipertdnico) a la vez que el potencial quimico del agua (en el espacio
extracelular) decrece. Este cambio de potencial perturba el equilibrio termodinamico
entre los espacios intra y extracelular produciendo una salida de agua de las células
gue intenta revertir el desequilibrio; en consecuencia, las células se deshidratan
progresivamente a medida que el espacio extracelular se va concentrando y al mismo
tiempo el agua que sale de las células se congela en el exterior, asi las
concentraciones de sales aumentan pudiendo ser tdéxicas. Los eventos fisicos

subsecuentes dependen de la tasa de enfriamiento (Gao y Critser, 2000).

2.4 Descongelacién

Durante la descongelacion se reproducen los cambios osmoticos inversos a los
descritos para la congelacién; asi que, cuando el agua congelada cambia de estado
(solido a liquido), la concentracion de solutos en el medio extracelular se reduce
progresivamente y las células vuelven a hidratarse para compensar esta diferencia de

concentraciones entre el exterior y el interior celular (Gao y Critser, 2000).

2.5 Lesiones crioinducidas

Existen diferentes teorias sobre los mecanismos de dafio celular durante la congelacion
de células vivas. Los mas evidentes y demostrados empiricamente son aquellos
producidos por la formacién de hielo y los relacionados a la deshidratacion celular
(estrés osmatico) que tiene lugar durante el proceso de congelacion. El dafio celular
directo inducido por la congelacion, se ha explicado con la hipétesis de “los dos
factores”, la cual sugiere dos diferentes factores dependientes de la tasa de
enfriamiento: 1) la formacion de hielo intracelular (IIF) a tasas rapidas y 2) “efectos de

solucién” a tasa lentas (Figura 3) (Mazur et al., 1972).
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Figura 3. Representacion esquematica de eventos fisicos celulares durante el enfriamiento (Tomada y
modificada de Gao y Critser, 2000).

Estos factores son posibles eventos que pueden causar dafios celulares como
resultado de la concentracion de los solutos; se piensa que el dafio es provocado por la
concentracion de solutos intra y extracelular (Acker y McGann, 2003), asi como por

efectos de contraccion de area y efectos volumétricos (Zawlodzka y Takamatsu, 2005).

Tanto la formacion de hielo intracelular y la exposicién prolongada a concentraciones
elevadas de solutos son letales para las células, esto significa que las tasas de
enfriamiento muy rapidas o muy lentas pueden provocar la muerte celular, por lo tanto,
una tasa de enfriado Optima podria existir entre la tasa rapida y la tasa lenta (Figura 4)
(Devireddy et al., 1999).

C B Efectos de Solucion

Viabilidad
Celular

Formacién de
A D hielo intracelular

Velocidad de
Enriamiento

Figura 4. Representacion de la influencia de dos mecanismos letales sobre la criosupervivencia
(Tomada de Watson, 1996).
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2.6 Formacion de hielo

La presencia de solutos en el agua produce un descenso del punto de congelacion
(descenso crioscopico) y en consecuencia la cristalizacion del agua se produce a
temperaturas menores a la del punto de congelacion del agua pura (Mazur, 1963); este
fendmeno produce, al disminuir la temperatura, un sobreenfriamiento intracelular por lo
gue el citoplasma puede enfriarse varios grados y el agua en la célula puede disminuir
a mas de 0°C y permanecer sin congelarse. El grado de sobreenfriamiento depende de
varios factores incluyendo la presencia de nucleadores de hielo, mismos que no se

encuentran a nivel intracelular (Mazur, 1963).

En una solucién sobreenfriada la formacion de hielo depende de la probabilidad de
formacion de un punto de nucleacion (punto de inicio de un frente de cristales de hielo),
gue es inversamente proporcional a la temperatura. La nucleacion se puede dar al azar
(nucleacion homogénea) o mediante una induccion externa (nucleacion heterogénea)

(Karlsson y Toner, 1996)

El cambio de estado en el agua (liquido a sélido) libera energia en forma de calor
latente de solidificacion que debe ser contrarrestado para evitar fluctuaciones de
temperatura sobre las membranas celulares. Asi, el hielo se forma a partir de un punto
de nucleacion donde se inicia la transicion de fase (agua-hielo) y al que se van
afiadiendo moléculas de agua que hacen crecer el cristal de hielo. El crecimiento de
cristales de hielo durante el descenso de temperaturas podria ejercer un dafo
mecanico sobre las membranas celulares causando lesiones irreversibles que
conducirian a la muerte celular, ya que los cristales de hielo se pueden formar en el

exterior y el interior de la célula (Rodriguez, 2005).

2.6.1 Formacioén de hielo intracelular

En el momento en el que se inicia la nucleacion y el posterior crecimiento de los

cristales de hielo en el espacio extracelular, se produce una disminucion de la

proporcidn de agua extracelular en estado liquido lo que provoca la salida neta de agua

intracelular para equilibrar el potencial quimico del agua a ambos lados de la
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membrana; en este momento, lo que suceda en el espacio intracelular depende
basicamente de la velocidad de enfriado; si la velocidad con que desciende la
temperatura es muy rapida, la célula puede no ser capaz de deshidratarse
suficientemente rapido y al llegar a la temperatura de nucleacion, el agua remanente se
congela formando hielo intracelular, éste puede alcanzar un tamafio mayor 0 menor
dependiendo de la velocidad de enfriamiento, en general, cuanto mas rapida es la

congelacion mas pequefios seran los cristales (Rodriguez, 2005)

Por el contrario, si la velocidad de enfriado es demasiado lenta, la deshidratacion sera
extrema pudiendo llegar al colapso celular (dafio osmotico). Con una velocidad de
enfriado adecuada, la célula se deshidratara antes de alcanzar la temperatura de
nucleacion, de forma que la posibilidad de congelacién intracelular y el consecuente

dafio celular se minimizara (Devireddy et al., 1999).

El hielo y el agua interacttan de forma diferente sobre las superficies de las
membranas y macromoléculas, lo cual es de gran importancia debido a que estas
interacciones (via tension superficial del agua o efecto hidrofébico) también estan
involucradas en el mantenimiento del estado de la estructura celular interna o

ultraestructura (Wolfe y Bryant, 2001).

2.6.2 Formacioén de hielo extracelular

Se ha demostrado que en eritrocitos humanos la formacion de hielo extracelular no es
una causa de lesidén, debido a que las células crioconservadas se mantienen en
canales de solucidn no congelada mientras crecen los cristales de hielo en la solucién
extracelular superenfriada, cuando la temperatura del medio alcanza los -130°C, el
agua no se encuentra en estado liquido y los canales donde se encuentran las células
se encuentran en un estado vitreo (con una alta viscosidad) y sin cristalizacion, un
estado en el que los fendbmenos de difusion de las reacciones bioquimicas no son
posibles (Rodriguez, 2005).

Sin embargo, observaciones realizadas en trabajos hechos con espermatozoides

mediante la utilizaciébn de criomicroscopia de fluorescencia, mostraron que los
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espermatozoides pueden extenderse a través de los canales, exponiéndose asi a altas
y bajas concentraciones de solutos simultaneamente (Holt, 2000b), en adicion, otros
trabajos han demostrado que los espermatozoides pueden estar en contacto directo

con el hielo extracelular y por lo tanto sufrir dafio (Morris et al., 1999).

2.7 Efecto soluto y estrés osmético

La mayoria de los investigadores coinciden en que la formacion de hielo intracelular es
letal, y se cree que es el mecanismo mas importante de dafio; sin embargo, el dafio por

efectos de solucion no estd completamente entendido (Han y Bischof, 2004).

La crioconservacion expone a los espermatozoides a variaciones extremas en
temperatura y osmolaridad; la cristalizacion de hielo extracelular provoca un incremento
en la concentracion de solutos a los que la célula responde con la pérdida de agua y
disminucién del volumen, para equilibrar las concentraciones de solutos entre los

compartimentos intra y extracelular. (Holt y North, 1994; Watson, 1995).

De forma inversa, cuando las células son expuestas al ambiente extracelular
hipotonico, como sucede en el caso de la descongelacion, el volumen celular es
aumentado por difusion pasiva de agua en balance con las Na'/K* ATPasas asociadas
a la membrana. Por ello la resistencia celular a la anisosmolaridad es esencial para
prevenir la lisis y muerte celular; la capacidad del espermatozoide para responder al
cambio del volumen celular esta determinado por varios factores incluyendo
composicion fosfolipidica, permeabilidad al agua, temperatura de transicion de fase

lipidica, actividad Na*/K* ATPasa, canales de agua y canales i6nicos (Meyers, 2005).

Por otra parte la tasa a la cual se lleva a cabo la regulacion del volumen osmotico, es
altamente dependiente de la conductibilidad hidraulica celular, es decir, la
permeabilidad al agua (Lp). El espermatozoide de los mamiferos generalmente muestra
una alta conductibilidad hidraulica Lp en relacion a las células somaticas. En el
espermatozoide porcino la permeabilidad al agua ha mostrado ser dependiente de
temperatura, del crioprotector, y formacion de cristales de hielo, ademas de que

también se ha mostrado la evidencia de que la permeabilidad de la membrana
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plasméatica del espermatozoide es regionalmente variable (Watson et al., 1992; Noiles
et al., 1993; Gilmore et al., 1996).

Sin embargo, la optimizacion empirica de los protocolos de congelacion ha hecho poco
para explicar las causas actuales de criodafio durante el ciclo de congelacion vy
descongelacion; uno de los factores mas importantes durante la crioconservacion es el
estrés osmotico de las células; el cual también se asocia a la adicion y a la eliminacion

de crioprotectores como el glicerol (Hammerstedt, 1990).

Estos cambios osmaticos pueden ocurrir gradual o rapidamente dependiendo de la tasa
de enfriamiento, si es 0 no inducida la nucleacién de hielo y por el método de adicion
del crioprotector, lo que involucra la confusion dos factores de estrés: (i) la osmolaridad
final alcanzada por las células y (ii) la diferencia osmotica entre la osmolaridad intra y
extracelular; ambas junto con la conductibilidad hidraulica, gobiernan la tasa a la cual el
agua se mueve dentro o fuera de las células; es posible separar los efectos de estos
dos factores mediante la exposicion de las células a diferentes osmolaridades en un
simple paso o una serie de pasos de tal forma que diferentes osmolaridades finales
puedan ser alcanzadas mientras las células soOlo experimentan una pequefia y

controlada diferencia osmotica a traves de sus membranas (Curry y Watson, 1994).

El estrés osmoético es un mecanismo importante involucrado en la resistencia
espermatica a la congelacion y descongelacion. El criodafio celular a menudo esta
relacionado con los cambios mayores de la presion osmatica (1m) producida durante el
proceso de congelacién y descongelacion. Estos cambios inducirdn alteraciones en el
volumen de agua intracelular y en el estado fisico de esta misma agua (Mazur, 1984;
Caiza de la Cueva et al., 1997).

En cuanto a la transduccién de sefales, cuando las células esperméaticas son
expuestas a cambios en las condiciones osmoticas aparecen eventos que tienen
influencia sobre la capacidad celular para mantener los procesos de sefalizacion, lo

que podria ser una consecuencia de criodafio importante (Meyers, 2005).

Cuando una suspension celular es enfriada, los solutos extracelulares (solutos idnicos,

no iénicos y los agentes crioprotectores, CPA's) se concentran progresivamente
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conforme avanza el enfriamiento y el agua se precipita como hielo; esto crea un
ambiente hiperosmatico para las células, el cual puede causar: 1) cambios en el pH
conforme las sales alcanzan sus solubilidades (Fishbein y Winkert, 1978), 2) aumentan
la deshidratacion celular provocando una interposicion de estructuras intracelulares
(Levitt, 1962), y 3) debilitan los complejos proteina-lipidos en la membrana celular
incrementando la pérdida de fosfolipidos (Gao y Critser, 2000). Las altas
concentraciones de solutos afectan las interacciones eléctricas o idnicas, incluyendo las
gue estabilizan el estado nativo de las enzimas; a menudo el desplegamiento y

desnaturalizacion de las enzimas es irreversible (Wolfe y Bryant, 2001)

Todos estos son mecanismos potenciales que pueden afectar la viabilidad celular;
estos posibles efectos que pueden causar dafios celulares como resultado de la
concentracion de los solutos han sido caracterizados por Mazur et al. (1972) como
"efectos de solucion”. Estos autores sugirieron que los efectos de una solucién en las
células son en gran medida intensificados por un proceso de enfriado lento, durante el
cual el tiempo de exposicion de las células a la solucion concentrada es prolongado. En
adicion a los “efectos de solucion” en las células durante el enfriado y descongelado, se
ha notado que el cambio en el ambiente osmético de las células que puede causar
dafio es inducido por la adicion de CPA's a las células antes del enfriado y la
subsiguiente remocion de ellos de las células después de la descongelacion (Critser et
al., 1988).

“La cristalizacion eutéctica” se define como la solidificacion simultanea de la fraccion no
congelada (por ejemplo, agua y solutos) en sélidos (por ejemplo, hidratos) que se ha
estudiado muy poco en los sistemas biologicos; el comportamiento de cambio de fase
durante el enfriado y calentamiento es muy diferente comparandolo con el agua pura,
incluyendo depresion del punto de congelacion, incremento de la concentracion de
solutos en la fraccién no congelada y la existencia de un cambio de fase eutéctico. La
cristalizacion eutéctica es una solidificacion cinética similar a la cristalizacion de hielo, la
cual implica nucleacion y crecimiento de hielo, agregando un dafio adicional por
congelacion, asociado a la formacion eutéctica, el cual no se ha incluido en los
tradicionales “efectos de solucion” o “formacién de hielo intracelular” (IIF) (Gao y
Critser, 2000).
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Debido a que la formacién eutéctica esta asociada al cambio de fase agua-soluto, se ha
sugerido que este efecto puede ser considerado como parte adicional del dafio por
efectos de solucion. Cuando las suspensiones celulares son congeladas a tasas lentas,
el hielo se forma en el espacio extracelular, conforme continua el enfriamiento, las
células se deshidratan debido a la alta concentracion de la fraccidbn no congelada,
cuando la concentracion y temperatura de la solucién extracelular son suficientes para
la cristalizacion eutéctica, la fraccion no congelada en el espacio extracelular puede
cristalizarse y formar la fase eutéctica. Esto puede causar dafio mecanico directo a la
membrana y/o propagarse al espacio intracelular cruzando la membrana a través de

poros pre-existentes o formados por el dafio mecanico (Han y Bischof, 2004).

El dafio a tasas rapidas es atribuido a IIF, sin embargo se ha propuesto el dafio a la
membrana debido al flujo osmético (Karlson y Toner, 1996). El dafio por congelacién a
tasas de congelacion suboOptimas es atribuido a los efectos de solucion y a las
interacciones mecanicas con el hielo extracelular; el dafio a tasas supradptimas se
piensa que se debe a la formacién de hielo intracelular o ruptura osmotica (Karlsson y
Toner, 1996).

Al comparar las fuerzas que se presentan durante la congelacion con las fuerzas
requeridas para romper membranas en circunstancias no relacionadas a temperaturas
bajas (por ejemplo, succién con micropipetas) se comprobd que la presién provocada
por el flujo de agua durante la congelacién es suficiente para provocar la ruptura de la

membrana plasmatica (Muldew y McGann, 1994).

La adaptabilidad de células eucariéticas a los cambios en el ambiente osmético
depende en gran parte de la actividad de las proteinas de membrana involucradas en el
transporte de iones; en el espermatozoide estas proteinas regulan estrictamente el
ritmo de intercambio idnico, de esta manera regulan una amplia variedad de funciones
celulares, que van desde la energia para la flexion del flagelo hasta la induccion de la
reaccion acrosomal posterior a la interaccion espermatozoide-ovocito (Peris et al.,
2000).

Para prevenir el dafio osmdético a las células durante la crioconservacion, se necesita

conocer la tolerancia osmética de las células en funcién de: 1) tiempo, 2) temperatura,
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3) tipo de solutos, y 4) concentracion de solutos. La tolerancia osmotica varia entre

tipos celulares y entre el tipo celular entre especies (Gao et al., 1993).

El espermatozoide porcino tolera un rango relativo de osmolaridad entre 240 y 380
mOsm/kg; parece ser que un medio isoténico o ligeramente hipertonico ofrece una
mejor conservacion de la capacidad fertilizante, que los diluyentes hipertonicos
(Johnson et al., 2000).

El volumen celular es un factor de gran importancia para el funcionamiento normal,
definicion de la forma y el mantenimiento de las concentraciones intracelulares de
iones y de las moléculas esenciales; los cambios en el volumen celular no solo afectan
la homeostasis, también ejercen estrés mecanico sobre la membrana plasmatica lo cual
puede afectar las condiciones Optimas para llevar a cabo las actividades de los
complejos moleculares responsables de la transduccion de sefiales (Yeung et al.,
2006).

Para llevar a cabo el aumento o disminucion de volumen provocado por la hipo- o
hipertonicidad extracelular, se activan los procesos conocidos como disminucion
reguladora de volumen (RVD-regulatory volume decrease) o aumento regulador de
volumen (RVI- regulatory volume increase) que activa el flujo de solutos al interior o
exterior y conduce el movimiento de agua que ajusta el volumen celular (Wehner et al.,
2003).

El espermatozoide en maduracion que se transporta a través del epididimo,
experimenta un incremento de la osmolaridad en el ambiente luminal; las células
maduras son almacenadas en fluidos hiperosmoéticos o fluidos similares a la
osmolaridad sérica. La osmolaridad en los fluidos del lumen del epididimo se
incrementa a lo largo de éste hasta alcanzar cerca de 400 mOsm/Kg en el hamster y el
raton, son mantenidos a altos niveles de osmolaridad en la cola del epididimo en donde
son almacenados. Cuando el eyaculado es depositado en el tracto de la hembra, se
somete a un cambio hiposmotico el cual inicia el proceso de RVD; al parecer, en este
proceso de RVD fisiologico del espermatozoide se encuentran involucrados canales de
K" y CI" asi como solutos organicos, con mecanismos desarrollados durante la

maduracion epididimal; los defectos en el mecanismo de RVD provocan fallas en la
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penetracién del mucus en humano y fallas en el transito a través de la unién utero-tubal

en el ratén (Yeung et al., 2006).

La osmolaridad seminal es de alrededor de 300 mOsm: el porcino presenta un rango de
317-339 mOsm, el bovino 247-392 mOsm, el perro 312-322 mOsm, el humano 296-312
mOsm, el carnero 296-376, el equino 301 mOsm, para el gato y una amplia variedad de
aves se ha reportado un valor de ~300 mOsm, y para el hurébn de ~500 mOsm
(Santymire et al., 2006)

Trabajos realizados para evaluar y examinar los efectos de diferentes diluyentes de
congelacion hipertonicos sobre la criosupervivencia del espermatozoide porcino,
demostraron que los espermatozoide congelados en diluyentes BF5 moderadamente
hiperténicos (420 a 580 mOsm/Kg) obtuvieron los valores mas altos en motilidad,

motilidad progresiva, acrosomas intactos y viabilidad (Zeng et al., 2001).

Se ha demostrado que para llevar a cabo la regulaciéon del volumen en el
espermatozoide porcino es de gran importancia la red de microfilamentos, y al parecer
los microtibulos intactos no son necesarios para la regulacion inducida del volumen,
aunque si tienen influencia sobre la respuesta inicial en el espermatozoide en
maduracién y el volumen celular isotonico durante la capacitacion (Petrunkina et al.,
2004).

2.8 Agentes crioprotectores

Se han probado diversos componentes para verificar su eficacia como crioprotectores
espermaticos, pero siguiendo el ejemplo de Polge et al. (1949), la mayoria de los
protocolos de crioconservacion todavia favorecen al glicerol como crioprotector. En
ciertos casos, otros crioprotectores posiblemente sean mejores, por ejemplo, el dimetil
sulfoxido (DMSO) es preferido para la crioconservacion de espermatozoides de elefante
y conejo. La eleccion del crioprotector ha sido materia de ensayo y error, esto se debe
en parte a que no existe una explicacion completa y satisfactoria del mecanismo de

accion de los crioprotectores (Holt, 2000a).
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Los crioprotectores pueden ser clasificados en dos grupos con modos de accién
diferentes, el glicerol junto con sustancias como el metanol, etilen glicol, 1,2-
propanediol, butanediol, acetamida y DMSO pertenecen al grupo de compuestos
permeables al citoplasma celular. Se ha propuesto que los efectos protectores del
glicerol son mediados por sus propiedades coligativas, la depresiéon del punto de
congelacion y la consecuente baja de concentraciones de electrolitos en la fraccion no

congelada (Lovelock y Polge 1954).

Es evidente que el glicerol en alguna forma es citotoxico para el espermatozoide; entre
especies hay diferencias sobre la capacidad de resistir la exposicion al glicerol y por lo
tanto en la interaccién en forma compleja con las tasas de congelacién empleadas vy el
grado de crioproteccion otorgado. El espermatozoide porcino sufre baja en la fertilidad
si la concentracion de glicerol excede 3%, este efecto es causado por el aumento de

dafio acrosomal (Holt, 2000b).

Se ha identificado una proteina canal de agua, la acuaporina 7 (AQP7), la cual también
facilita el transporte de glicerol en el estado de espermatida tardia en el testiculo de
rata, esta proteina podria proveer una ruta especifica para la entrada del glicerol al

espermatozoide (Curry, 2000).

Ademas del glicerol y otros crioprotectores permeables, se han identificado azlcares
como la rafinosa y lactosa, polimeros como el polivinil pirolidona (PVP) y componentes
anfipaticos como la glicina, betaina, glutamina y prolina como crioprotectores
potenciales que no pueden penetrar la célula (no permeables). Adicionalmente a los
componentes crioprotectores, de forma rutinaria se incluye yema de huevo en los
protocolos de crioconservacion, de la cual, se sabe que ofrece proteccién contra el
choque frio, un efecto de transicion de fase lipidica. Varios investigadores han
concluido que la adicion de surfactantes a la yema de huevo mejora la motilidad
espermatica post-descongelacion, la integridad acrosomal, la supervivencia y la
fertilidad; la explicacion mas aceptada para éste efecto benéfico es que el detergente
modifica las particulas de la yema de huevo, facilitando una interaccién mas eficiente
con la membrana plasmética del espermatozoide (Pontbriand et al., 1989).

En adicion a la eleccion del crioprotector y varios aditivos potenciales, los diluyentes de

semen deben ser preparados en un medio acuoso; algunas formulaciones cominmente
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usadas, especialmente las de alto contenido de azlcares, no contienen un
amortiguador de pH incluso cuando los componentes como la yema de huevo pueden
afectar el pH de la solucién; se ha sugerido que las lipoproteinas de la yema de huevo
actlan interactian con los componentes de la membrana plasmética; ademas de que
se ha demostrado que un tratamiento con detergente mejora la eficiencia crioprotectora
de estas lipoproteinas. Muchos medios incluyen citrato de sodio, tris
(tris(hidroximetil)Jaminometano) o amortiguadores zwiterionicos como el TES (N-
tris(hidroximetil) &cido sulfénico metil-2-aminoetano); el Tris titrado con TES (medio
TEST) ha probado ser una eleccion particularmente exitosa para especies silvestres
debido a su amplia aplicacién. El diluyente BF5 (Pursel y Johnson, 1975) ampliamente
usado para la congelacion rutinaria de semen porcino contiene la combinacion TEST
(Holt, 2000Db).

Cuando las células son expuestas a soluciones con crioprotectores, sufren una
disminucién de volumen en respuesta a una solucion hiperosmoética extracelular,
posteriormente retornando a un volumen ligeramente mayor que su volumen isosmotico
inicial conforme los agentes crioprotectores entran a la célula junto con el flujo de agua

para mantener su potencial quimico (Agca et al., 2005).

Se ha sugerido que la estructura de empaquetamiento lipidico puede ser alterada por
crioprotectores intramembrananosos y puede ser un mecanismo por el cual la
conductibilidad hidraulica y los procesos de transduccion de sefiales pueden ser
alterados durante el enfriamiento (Watson, 1995). Se ha observado que el
espermatozoide humano tiene una baja conductibilidad hidraulica al glicerol, etilenglicol
y DMSO en comparacion con la reportada para el espermatozoide porcino (Gilmore,
1996).

Se ha sugerido que los agentes crioprotectores (CPAs) como el glicerol y el DMSO
previenen la formacion eutéctica de solutos; la baja concentracion de electrolitos en
soluciones fisiolégicas y la presencia de CPAs hacen que la cristalizacion eutéctica
durante la criopreservacion de sistemas biolégicos, sea sutil o no existente, ya que se
ha demostrado que con la adicion de varios CPAs en un sistema binario agua-NaCl
desaparece la formacién eutéctica, al igual que al ser adicionados en una mezcla mas

compleja como PBS (Han et al.,2002).
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2.9 Aspectos practicos de la crioconservacion de semen

El semen es colocado en pajillas (0.25 y 0.5 mL) para llevar a cabo la congelacién y el
almacenamiento, o es congelado como pellets en depresiones realizadas en hielo seco
(CO; sdlido). Las pajillas son congeladas en la fase de vapor sobre el nitrdgeno liquido
0 en una maquina de congelacion controlada. Los requerimientos practicos de las
técnicas de inseminacion artificial tienen influencia considerable sobre la eleccion de la
técnica; el espermatozoide bovino es envasado en pajillas de 0.25 mL y 0.5 mL que
contienen un namero conocido de espermatozoides (entre 10 y 30 millones), los cuales
pueden ser inseminados directamente de la pajilla después de la descongelacion. Por
otro lado, el semen porcino tiene que ser congelado en cantidades mas grandes y
frecuentemente son preferidos pellets de aproximadamente 200 pl de volumen, éstos
pueden ser almacenados en congelacion en tubos de 10-15 mL, cada uno provee

espermatozoides suficientes para una inseminacion (Holt, 2000a).

Para cubrir el alto nUmero de espermatozoides en las dosis de IA se han introducido
pajillas mas grandes (Weitze et al., 1991) y bolsas plasticas planas (Bwanga et al.,
1991).

La descongelacion de las pajillas usualmente se lleva a cabo por inmersion en agua
caliente (37°C), ésta tiene sus propias ventajas basadas en la temperatura
estandarizada y las combinaciones de tiempo que pueden ser usadas. En general, se
considera que las tasas rapidas de calentamiento son apropiadas para una mejor
recuperacion espermética, ya que esto se ha atribuido a la reduccién de la posibilidad
de que pequefios cristales de hielo intracelular formados en algunas células durante el
congelamiento puedan crecer durante un proceso de calentamiento lento

(recristalizacion) (Holt, 2000a).

La restauracion del equilibrio isosmético es una causa significante de dafio a la
membrana durante la crioconservacién, por esto, mejores técnicas de manejo durante
la descongelacion probablemente eviten pérdida de la viabilidad; ademas de que
tratamientos capaces de prevenir la reorganizacion molecular de la membrana durante
la congelacién probablemente inhibiran la subsiguiente permeabilizacién inducida por la

descongelacion (Holt y North, 1994).
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2.10 Evaluacion del semen

En los ultimos 10 a 15 afios se han desarrollado muchos métodos técnicos para la
determinacion de la funcién espermética, haciendo posible la combinacién de técnicas

para la medicion simultdnea de diferentes aspectos de funcionalidad (Holt, 2000a).

2.10.1 Motilidad

Aunque la motilidad es solo uno de los atributos de un espermatozoide fértil, continta
siendo el indicador mas ampliamente usado de la funcién espermatica; ya que se sabe
que la motilidad se requiere para la colonizacion de la tuba uterina durante la fase de
transporte espermatico y para la fertilizacion normal. La motilidad es una manifestacion
de competencia estructural y funcional del espermatozoide, de tal manera que el
porcentaje de motilidad progresiva usualmente esta correlacionado positivamente con

la integridad de la membrana plasmatica y la morfologia normal (Pefia-Martinez, 2004).

2.10.2 Morfologia

Las anormalidades morfol6gicas del espermatozoide pueden ser clasificadas de
acuerdo a la region afectada, como anormalidades primarias se clasifican a las
anormalidades que representan aberraciones que se presentaron durante la
espermatogénesis y como anormalidades secundarias a las que ocurren durante la
maduracién espermatica en el epididimo o posterior a la eyaculacion. (Pefia-Martinez,
2004).

2.10.3 Viabilidad espermatica

Los avances en la tecnologia de las tinciones, han proporcionado nuevos medios para

la medicion de la capacidad funcional del espermatozoide. Se ha puesto énfasis en el

uso de combinaciones de tinciones para determinar la viabilidad esperméatica; muchas

de estas combinaciones tienen problemas de dependencia de tiempo, debido a que se
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basan en la conversion enzimatica del sustrato en un producto fluorescente. En adicién,
el periodo de latencia del tiempo de muerte celular hasta la pérdida de fluorescencia,
agrega variabilidad al resultado de la tincién; un procedimiento mas logico podria ser el
uso de dos tinciones que reaccionen con el mismo constituyente celular: una tincion
que identifiqgue solo espermatozoides vivos y una segunda tincion que identifique solo

espermatozoides muertos (Garner y Johnson, 1995).

De forma tipica, las tinciones involucran la exclusion de una tincion fluorescente
impermeable por las células intactas y el ingreso y retencién simultanea de un

fluorocromo diferente (Holt, 2000a).

Se han desarrollado, para las células espermaticas, diferentes pruebas que funcionan
con este principio, cada una con distintas propiedades de excitacion (ex) y emision
(em), tales como, Hoechst 33258 (ex / em de 358 / 488 nm de longitud de onda);
YoPro-1 (ex / em de 488 y 568/>620 nm de longitud de onda); Yoduro de Propidio u
Homodimero de Etidio (ambos tienen una ex / em de 488 y 568 / >620 nm de longitud
de onda); ToPro-3y TOTO (ex / em de 647 / 670 nm de longitud de onda). Una forma
alternativa (o de forma simultanea) para estudiar la integridad de la membrana es
mediante el uso de tinciones de membrana aciladas, por virtud de sus partes acetil
estas pruebas de membrana son anfipaticas y por lo tanto pueden pasar la membrana
intacta y entrar a la célula viva; una vez dentro, son inmediatamente deaciladas por
esterasas intracelulares adquiriendo las propiedades de impermeabilidad; para la
tincion de espermatozoides viables se han utilizado derivados de la carboximetil y

diacetato de fluoresceina (Silva y Gadella, 2006).

Se desarroll6 una tincién nuclear que tifie brillantemente el ADN de las células vivas,
conocida como SYBR-14, una vez dentro de la célula viva, la deacilacion del SYBR-14
provoca la union con el DNA emitiendo fluorescencia (fluorescencia de color verde)
(ex/em 488/515 nm de longitud de onda) (Silva y Gadella, 2006). Sin embargo, se ha
reportado que la tincion SYBR-14 puede penetrar tanto membranas intactas como

membranas dafiadas de los espermatozoides (Medrano, 1998).

Por otro lado, la tincién con Yoduro de Propidio (Pl), penetra la membrana plasmatica

de espermatozoides muertos en varias especies (fluorescencia roja). La combinacion
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de SYBR-14 y PI se ha utilizado para la determinacién de las proporciones de

espermatozoides vivos y muertos en varias especies (Johnson et al., 2000; Silva y
Gadella, 2006) (Figura 5).
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Figura 5. Viabilidad espermatica. Diferenciacion entre espermatozoide con membrana intacta y
espermatozoides con membrana dafiada utilizando tinciones fluorescentes con afinidad por el ADN
(Tomada y modificada de Silva y Gadella, 2006).

SYBR-14/PI es una tincidbn efectiva para la determinacibn por microscopia de
fluorescencia o citometria de flujo de espermatozoides vivos y espermatozoides
muertos, las ventajas del método son su relativa rapidez y la medicién de los niveles de

ambas tinciones pueden ser estimados en la misma muestra (Johnson et al., 2000).

Otro efecto positivo del uso de la combinacion SYBR-14/Pl, es que las particulas no
esperméaticas adicionadas deliberadamente a los medios de conservacion como las
vesiculas de yema de huevo o las particulas lipidicas de leche, no tienen que ser

separadas para la determinacion de la integridad de la membrana plasméatica (Medrano
y Holt, 1996; Silva y Gadella, 2006).

Desafortunadamente los procedimientos antes mencionados en la mayoria de las

ocasiones, son determinados por citometria de flujo, un recurso que no se encuentra
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disponible en la mayoria de los laboratorios; la cuantificacion no podria llevarse a cabo
tan facilmente con la observacion al microscopio de fluorescencia debido a que los
espermatozoides presentaran movimiento, por lo que se ha descrito el uso de muy
bajas concentraciones de formaldehido para inmovilizar espermatozoides que
presumiblemente esta mediado por la interaccidn reversible con los grupos amino de la
superficie espermatica, de modo que la evaluacion de la viabilidad se pueda llevar a
cabo con el uso de un microscopio de fluorescencia estandar (Harrison y Vickers,
1990).

2.10.4 Acrosoma

El acrosoma es un gran organelo acido y secretorio derivado del aparato Golgi-Reticulo
endoplasmico, en el interior se localizan enzimas hidroliticas que se encuentran
organizadas en una matriz, muchas de estas enzimas estan altamente glicosiladas
(Ramalo-Santos, 2002).

La reaccion acrosomal es unproceso de exocitosis que involucra multiples sitios de
fusion entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica, con la
subsecuente vesiculacion y liberacion de enzimas acrosomales requeridas para la
fertilizacion (Sukardi et al., 1997).

Hay dos clases de pruebas fluorescentes para la determinacién del estado acrosomal,
las que detectan material asociado al acrosoma (intracelular) y por lo tanto requieren
que la célula sea permeabilizada antes de realizar la tincion, y las que pueden ser
usadas en células vivas no permeabilizadas. En la primera categoria se encuentran las
lectinas y anticuerpos para los antigenos intracelulares acrosomales; en la segunda
categoria se encuentra la clortetraciclina y los anticuerpos para los antigenos expuestos

en el exterior de la célula (Cross y Meizel, 1989).

La integridad del acrosoma se determina comunmente con lectinas conjugadas
fluorescentes, estas lectinas conjugadas se unen a carbohidratos especificos de las
glicoproteinas que se encuentran localizados exclusivamente en el acrosoma.

Dependiendo de las especies de mamiferos, los conjugados de lectinas cominmente
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mas usadas son Pisum sativum (obtenida del chicharo verde; PSA) o Arachis hypogaea
(obtenida del cacahuate, PNA) aunque para el espermatozoide humano puede ser
usada la Concavalina A (Con A) (Silva y Gadella, 2006).

Para espermatozoides de porcino, equino y canino la PNA fue especifica para la
membrana acrosomal externa, mientras que PSA se une a las glicoproteinas de la

matriz acrosomal (Flesch et al., 1998).

La determinacion del estado acrosomal puede ser realizada en espermatozoides vivos,
la ausencia de fluorescencia es indicativa de una acrosoma intacto y la fluorescencia es
indicativa de dafio o reaccion acrosomal; esta técnica es comunmente usada en
citometria de flujo. Cuando la determinacion se lleva a cabo en espermatozoides fijados
y permeabilizados, la fluorescencia completa del acrosoma nos indica que esta
estructura esta intacta, mientras que los acrosomas con baja fluorescencia o una banda
de fluorescencia ecuatorial muestra dafio al acrosoma o reaccién acrosomal (Silva y
Gadella, 2006) (Figura 6).

PRA

Membrana Membrana
plasmatica plasmatica
Acrosoma intacto > Reaccidn acrosomal

* Acrosoma danado
Célula permeabilizada

Figura 6. Estado Acrosomal. Diferenciacion entre acrosomas intactos y acrosomas con reaccion o dafio
(Tomado y modificado de Silva y Gadella, 2006).

Debido a que las pruebas son impermeables al interior celular, no pueden tefiir las
células no permeabilizadas; la tincion de la region acrosomal en espermatozoides no
permeabilizados implica la barrera de la membrana plasmatica y posiblemente de la

membrana acrosomal (Cross y Meizel, 1989).
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2.10.5 Capacitacion

El proceso de capacitacion consiste en una serie de modificaciones funcionales
bioquimicas y biofisicas que confieren al espermatozoide eyaculado la capacidad de
fertilizar al ovocito. Estos procesos fundamentales normalmente ocurren en el tracto
genital de la hembra durante la migracion del espermatozoide al sitio de fertilizacion.
Una de las consecuencias funcionales de la capacitacion es el desarrollo de un patron
de motilidad distintivo llamado hiperactivacion, el cual se caracteriza por movimientos
flagelares pronunciados, desplazamiento lateral marcado de la cabeza espermética y
una trayectoria no lineal. Una manifestacion adicional de la capacitacion espermética es
la adquisicion de la capacidad para sufrir la reaccién acrosomal en respuesta a un
estimulo fisiol6gico como lo es la proteina ZP3 de la zona pellcida y progesterona. La
capacitacion estad asociada con modificaciones en la distribucién de las proteinas de
superficie, alteraciones en las caracteristicas de la membrana plasmatica, cambios en
la actividad enzimatica y modulacién de la expresion de constituyentes intracelulares
(Baldi et al., 1996).

Se ha observado que la capacitacion puede ocurrir in vitro espontdneamente en un
medio definido sin la adicion de fluidos biolégicos, o que sugiere que este proceso esta
intrinsecamente modulado por el mismo espermatozoide, de tal forma que las células
estan pre-programadas para sufrir la capacitacion cuando son incubadas en el medio
adecuado; ademas, de que es posible que la regulacion de la capacitacion recaiga mas
en eliminar la represion de los moduladores inhibitorios mediante la remocion de los
factores descapacitantes mas que en el estimulo de este proceso (Visconti y Kopf,
1998).

La capacitacion es un proceso largo, que para completarse se lleva a cabo en promedio
en el caso del espermatozoide porcino en dos horas; la lentitud a la cual se lleva a cabo
la capacitacion implica el involucramiento de una serie de eventos secuenciales
(Harrison y Gadella, 2005).

La tasa y extension de los cambios precedentes a la reaccion acrosomal han sido muy

dificiles de investigar debido a que no hay cambios observables en morfologia, ademas

de que los espermatozoides en un eyaculado no se capacitan en forma sincronizada
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sino en pequefias subpoblaciones. Desde hace algunos afios, el antibidtico
clortetraciclina fluorescente se ha utilizado para estudiar la capacitacion en varias
especies (Prueba CTC) caracterizandose tres diferentes patrones: el patron F asociado
a ceélulas no capacitadas, el patron B para células que al menos parcialmente han
completado la capacitacion pero sin reaccion acrosomal y el patron AR caracteristico de

células con reaccion acrosomal (Curry, 2000) (Figura 7).

Figura 7. Patrones de fluorescencia de la prueba de la clortetraciclina (CTC) (Tomada de Curry, 2000).

Se ha utilizado la clortetraciclina para la determinacion del estado funcional del
espermatozoide, debido a que en adicion a la determinacion del estado acrosomal del
espermatozoide, permite la discriminacién células con acrosoma intacto en un grupo de
capacitados y no capacitados (Fraser et al., 1995).

Aunque no se han clarificado los detalles del mecanismo de la CTC, una hipétesis ha
propuesto que la clortetraciclina podria interactuar con el calcio en la superficie
espermética y por lo tanto seria un indicativo de la actividad de la bomba calcio-ATPasa
(Holt y Medrano, 1997).

Se ha mencionado que la clortetraciclina se une a la membrana plasmatica en una
forma dependiente de calcio-magnesio, formando complejos altamente fluorescentes
unidos a la membrana. Las células espermaticas viables se tifien con CTC en las
partes de la superficie de la membrana donde el calcio esta presente sobre cierto
umbral de concentracién que permite la inmovilizacion de la clortetraciclina (Chandler y
Williams, 1978).
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Durante la capacitacibn espermatica, una serie de eventos de membrana son
requeridos para la fertilizacion: la salida de colesterol es necesaria para incrementar la
fluidez de la membrana y estimular la fosforilacion de tirosina. El incremento de calcio
intracelular y la salida del colesterol se observan con la capacitacion esperméatica y con

la crioconservacion (Holt, 2000a; Watson, 2000).

En el cerdo se ha demostrado que el bicarbonato altera la arquitectura de la membrana
plasmética y aumenta la motilidad progresiva, induciendo la actividad de la sAC (la
mayor isoforma de la adenilciclasa) en el espermatozoide. El aumento de los niveles
resultantes del AMP ciclico en la célula, activa a la proteina cinasa dependiente de
AMP ciclico (PKA) para fosforilar varias proteinas blanco las cuales aun no se han
identificado, pero presumiblemente inician varias vias de sefalizacion (Harrison y
Gadella, 20005).

Como resultado del colapso de membrana y el intercambio de fosfolipidos, se facilita la
eliminacién de colesterol por la albumina; este hallazgo entra en conflicto con estudios
previos que mencionan que la pérdida de colesterol precede a la activacion del eje AMP
ciclico — Proteina cinasa A (Pk A). También se ha notado que no todas las células en
una poblacion espermatica muestran cambios rapidos en respuesta a la estimulacion
por bicarbonato, muestras a nivel individual también difieren en respuesta. El acrosoma
se ha identificado como reservorio de calcio, del cual la via de sefalizacion dependiente
de bicarbonato podria causar una liberacién de calcio para aumentar la actividad de la

escramblasa (Harrison y Gadella, 20005).

La fosforilacion de proteinas es un evento de modificacién post-traduccional que actia
como uno de los mecanismos celulares de regulacién para controlar varios procesos
como el crecimiento celular, control del ciclo celular, ensamble del citoesqueleto y
regulacion de receptores; de hecho, en células eucariotas, es uno de los mecanismos
mas comunes para regular la actividad proteica mediante la adicion y/o eliminacion de
grupos fosfato de residuos serina, treonina o tirosina de los componentes proteicos. La
adicion o eliminacion de grupos fosfato pueden inducir modificaciones alostéricas
provocando cambios de conformacién de proteinas conduciendo a su activacion o

inactivacion (Naz y Rajes, 2004).
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El estado de fosforilacion/desfosforilacion de fosfoproteinas es controlado por la
actividad de proteinas cinasas y fosfatasas y su interaccién provee a las células un
“switch” que puede encender o apagar la funcion de varias proteinas. Estudios previos
reportan la presencia de varias fosfoproteinas, proteinas cinasas y proteinas fosfatasas
en el espermatozoide de mamifero, asi como su implicacion en la adquisicion de

motilidad espermatica, capacitacion y reaccion acrosomal (Harrison y Gadella, 2005).

En comparacion con otras especies, los sistemas de capacitacion del espermatozoide
de humano y de raton han sido mejor caracterizados; en contraste, la capacitacion

espermatica del porcino se encuentra poco elucidada (Bailey et al., 2005).

Los protocolos de crioconservacion optimos para espermatozoides de mamiferos
mantienen aproximadamente el 50% de supervivencia y se ha reconocido que la
poblacion sobreviviente estd comprometida como resultado de cambios similares a la
capacitacién (Watson, 1995). Consecuentemente, algunos autores han proclamado de
esta observacidbn que el proceso de congelacion y descongelacion induce una
respuesta similar a la capacitacion espermatica. El fendmeno especulativamente fue
llamado “criocapacitacion” (Pommer et al., 2003). La induccion de criocapacitacion se
ha atribuido al incremento de calcio intracelular asociado con el dafio de la membrana
(Bailey y Burh, 1994)

Desde las etapas tempranas de la historia de la conservacion de semen se ha
reconocido que el semen crioconservado tiene una vida mas corta en el tracto

reproductivo de la hembra en comparacion con el semen fresco (Curry, 2000).

En muchas especies de mamiferos incluyendo los porcinos, los espermatozoides que
se introducen en el tracto de la hembra se acumulan en un reservorio espermatico en la
tuba uterina donde son mantenidos hasta que se acerca el tiempo de ovulacion, y en
respuesta a una sefial alin no conocida, son liberados progresivamente y se mueven

para encontrarse con el ovocito en la ampolla (Hunter, 1983).

Estudios in vitro han demostrado que la unién a las células epiteliales de la tuba uterina

prolonga el tiempo de vida del espermatozoide, de hecho, en estudios que utilizaron
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células epiteliales de la tuba uterina porcina en cultivo se demostr6 que se unian

preferentemente espermatozoides no capacitados (Fazeli et al., 1999).

Si la capacitacion disminuye la capacidad del espermatozoide para unirse al epitelio de
la tuba uterina, los cambios en el estado descritos para el semen congelado y
descongelado podrian interferir con el establecimiento del reservorio esperméatico en la
tuba uterina . Esta falla en el establecimiento de las interacciones entre espermatozoide
y el epitelio oviductal, podrian contribuir a la baja fertilidad y vida mas corta del
espermatozoide descongelado; tomando esto en cuenta, si bajo condiciones in vivo el
espermatozoide capacitado se encuentra solo en la tuba uterina y el proceso de
congelacion-descongelacion produce una poblacion espermatica capacitada, podria
decirse que la tuba uterina podria ser el sitio mas efectivo para depositar el semen

descongelado (Curry, 2000).

A este respecto se ha visto que las interacciones espermatozoide - epitelio de la tuba
uterina son reconocidas como interacciones receptor-ligando, que a menudo involucran
mecanismos de sefializacion intracelular; las observaciones realizadas por medio de
crio-fractura por congelacion, sugieren que el agrupamiento de las proteinas de
membranas celulares durante las separaciones de fase lipidicas inducidas por el
enfriamiento no son completamente reversibles, lo cual puede tener implicaciones

sobre las interacciones receptor-ligando (Watson, 2000).

Las posibles soluciones ofrecen problemas de tipo préactico y de costo, la inseminacion
con un gran numero de espermatozoides provocaria un incremento en los costos, el
procedimiento del desarrollo de inseminacion quirdrgica, la cual debe ser llevada a cabo
por un cirujano veterinario calificado, no es apta por si misma para su aplicacion en la

produccion animal a gran escala (Green y Watson, 2001).

La industria porcina requiere el desarrollo de estrategias de inseminacion con un bajo
namero de espermatozoides En la actualidad hay procedimientos que permiten el
deposito de la dosis espermética en el cuerpo uterino (inseminacién post-cervical) o0 en
la parte profunda del cuerno uterino (inseminacion intrauterina profunda). Con el uso de
la inseminacion post-cervical, se ha logrado exitosamente una reduccion de tres veces

la dosis de semen fresco, la utilizacion de la inseminacion intrauterina profunda se ha
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llevado a cabo con una reduccion de 20 veces en el numero de espermatozoides en
semen fresco 0 una reduccidon de seis veces en espermatozoides descongelados,
ambos con resultados muy similares a los obtenidos con la inseminacion artificial

estandar (Vazquez et al., 2007)

La inseminacion intrauterina profunda ha hecho posible la reduccion de la dosis
espermatica de seis a un billon de espermatozoides sin poner en riesgo la tasa de

partos o tamafio de camada (Grobfeld et al., 2007).

2.11 Variaciones entre especies y entre individuos

El descubrimiento del glicerol como crioprotector significo6 un gran avance en la
crioconservacion del semen, sin embargo s6lo se han hecho pequefias mejoras a las
técnicas basicas establecidas a principios de 1950. El gran éxito obtenido con el semen
bovino no ha sido el mismo con otros mamiferos como los porcinos, ovinos o especies
exoticas. Las diferencias resultan de al menos dos fuentes de variabilidad: (i) la
fisiologia y bioquimica espermatica por si mismas y (ii) las variaciones en la anatomia y
fisiologia del transporte espermético en el tracto reproductivo de la hembra. En la vaca
son suficientes pocos espermatozoides bovinos (decenas de miles) para llevar a cabo
la fertilizacion, mientras que el cerdo se requieren varios millones de espermatozoides.
Estas diferencias cuantitativas entre especies son factores de gran importancia que

tienen influencia sobre la fertilidad del semen crioconservado (Holt, 2000b).

Tomando en cuenta consideraciones practicas, un protocolo estandar general de
crioconservacion seria lo mas adecuado; sin embargo, en la actualidad los protocolos
estandar de crioconservacion espermatica de mamiferos tienen limitaciones, ya que el
éxito varia entre especies e incluso varia entre individuos entre la misma especie
(Kumar et al., 2003).

El entendimiento de la fuente de las diferencias de la susceptibilidad a la
criosupervivencia entre las especies es complicado, debido a que existen diversos
factores potenciales a considerar. Una forma de simplificar este andlisis es mediante la

comparacion de las diferencias entre individuos de la misma especie; muchos
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practicantes de la inseminacion artificial con espermatozoides descongelados
mencionan anécdotas relacionadas a individuos, de los cuales, sus espermatozoides
fallaban consistentemente en sobrevivir a los procesos de la congelacion y
descongelacion y por otro lado, individuos que de forma alterna sobrevivian bastante
bien a los mismos procesos. Aunque estos hallazgos son generalmente observaciones,
se ha reportado en diferentes especies, incluyendo caninos, bovinos, porcinos, equinos
y humanos (Holt, 2000b).

La demostracibn mas clara de estas diferencias Inter-individuales se obtuvo de dos
series de experimentos. En uno de ellos se realizaron trabajos de inseminacion
heterospérmicas utilizando muestras seminales combinadas de semen bovino,
mostrando que el proceso de crioconservacion cambié las proporciones de
concepciones atribuidas a ciertos machos cuando el espermatozoide estaba en
competencia con otros (Beatty et al., 1976). Esto implica que los espermatozoides que
normalmente tienen ventaja por su capacidad de alcanzar y fertilizar ovocitos no son
necesariamente los mas capaces de resistir la crioconservacion. Esta observacion fue
de gran importancia ya que el disefio experimental eliminé varios factores,
especialmente los relacionados a la anatomia del tracto de la hembra y el momento de
ovulacion. Otro experimento que revelo la importancia de diferencias individuales se
obtuvo de trabajos realizados con espermatozoides de raton, trabajando con tres cepas
de ratones, se demostré que la simple exposicion del espermatozoide a medios
crioprotectores sin congelacion, redujo las tasas de fertilizacién en dos cepas mientras

gue la tercera cepa no fue afectada (Songsasen y Leibo, 1997).

Los métodos estandar de congelacion-descongelacion empleados en otras especies no
producen resultados equivalentes en el semen porcino debido a la susceptibilidad de
cada individuo a la crioconservacion. El semen de algunos cerdos sobrevive a la
congelacion con menor dafo que el de otros, independientemente de su calidad inicial,
por esta razon, a los primeros se les ha denominado buenos congeladores (good

freezers) y a los segundos malos congeladores (bad freezers) (Watson, 1995).
El concepto de malos congeladores sugiere que la criosupervivencia no esta

relacionada necesariamente a la calidad observada en la muestra de semen, de forma

que para ciertos individuos con aparentemente buenos parametros seminales
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precongelaciéon la supervivencia al descongelado es consistentemente pobre (Curry,
2000).

En equinos, se ha notado un alto grado de variacibn en la criosupervivencia
espermatica, ya que se ha estimado que el 25% de estos produce semen que congela
bien, el 50% congela aceptablemente y el 25% congela pobremente; de forma similar
se han descrito grandes diferencias para porcinos. Trabajos realizados utilizando un
sistema estandarizado (pellets) y criomicroscopia, demostraron la variabilidad entre

individuos porcinos al proceso de congelado y descongelado (Medrano y Holt, 1998).

En cuanto a bovinos también se han reportado diferencias individuales, las cuales se
han superado mediante un proceso de seleccién, por el cual, incluso los bovinos de
forma primaria no se seleccionan en base a la fertilidad, ya que el semen de los
animales que ha demostrado no ser fértil al descongelado es eliminado de los

programas de congelacion (Curry, 2000).

Mediante el uso de tecnologia de AFLP (amplified restriction fragment length
polymorphism), una herramienta que permite visualizar diferencias entre secuencias de
ADN entre individuos y que permite ademas identificar marcadores asociados a ciertas
caracteristicas, se demostrg que la variacion individual del semen porcino al proceso de
congelacion y descongelacion podria estar genéticamente determinada (Thurston et al.,
2002).

La gran variacidon significativa observada comunmente entre individuos, es un gran
problema muy dificil de resolver experimentalmente, ya que podria ser necesaria la
revision de trabajos realizados a nivel individual mas que a nivel de especie (Holt et al.,
2005).
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3. ANTECEDENTES

El espermatozoide fue el primer tipo celular congelado y descongelado exitosamente
(Polge et al., 1949). En los ultimos 40 afos se han desarrollado programas comerciales
de criopreservacion para inseminacion artificial en varias especies animales. Los
espermatozoides porcinos son mas sensibles a los eventos asociados a la
crioconservacion que los de otras especies como el humano y bovino; estos efectos
incluyen dafio a la membrana plasmética y otros organelos celulares, como resultado
de estrés osmatico, choque frio y formacion intracelular de hielo (Curry y Watson,
1994).

Trabajos con eritrocitos humanos expuestos a diferentes soluciones hipertonicas para
simular el efecto de la congelacion, demostraron empiricamente que la concentracion

de solutos per se tiene un efecto deletéreo sobre las células (Lovelock, 1953).

La resistencia a los cambios en la osmolaridad del espermatozoide porcino se ha
utiizado para medir la resistencia de éste a los procesos de congelacion y

descongelacion (Caiza de la Cueva et al., 1997).

La relevancia de la hipotesis de la interaccion osmoética ha sido apoyada por trabajos
en los cuales los espermatozoides fueron expuestos a soluciones hipertonicas de
cloruro de sodio; la extension del dafio al espermatozoide, inducido por soluciones
hiperténicas no congeladas, se correlacion6 con los efectos de dafio observados a

temperaturas por debajo de 0°C (Lovelock y Polge, 1954; Watson y Duncan, 1988).

La simulacion de los cambios en osmolaridad que se presentan durante la congelacion
y descongelacion se han utilizado para el estudio y prediccion de la criosupervivencia
espermatica; el protocolo experimental involucra la exposicion del espermatozoide a
soluciones hiperosmoticas y a la restauracion de las condiciones isosmoéticas mediante
la suspensién de las células en soluciones hiposmaticas (Caiza de la Cueva et al.,1997;
Curry y Watson 1994; Gao et al., 1993; Holt y North 1994).

Un espermatozoide esta conformado de varios compartimentos membranosos (por

ejemplo: membrana plasmatica, acrosomal y mitocondrial), la evaluacién por separado

36



de estos compartimentos no es efectiva en la prediccion de la fertilidad de una muestra
(Graham et al., 1980).

Los protocolos de crioconservacion optimos para espermatozoides de mamiferos, solo
mantienen el 50% aproximadamente de supervivencia; se ha reconocido que la
poblacién sobreviviente esta comprometida como resultado de cambios similares a la

capacitacion (Green y Watson, 2001).

Los efectos de la tasas de enfriamiento no han sido medidos comparativamente entre
individuos en los que sus espermatozoides son particularmente resistentes o
susceptibles a la crioconservacion (llamados “buenos” y “malos” congeladores). Se han
reportado  mejoras en la criosupervivencia espermatica cuando las tasas de
enfriamiento son modificadas; tales estudios a menudo no consideran diferencias
individuales de la congelabilidad espermatica entre verracos como una fuente de
variacion. Se ha mostrado que los espermatozoides de individuos considerados como
“malos congeladores” no son afectados por el ajuste de la tasa de enfriamiento (no se
convierten en “buenos congeladores”); en contraste, los espermatozides de los “buenos
congeladores” mostraron una ligera mejoria en la criosupervivencia cuando se utilizaron
tasas de enfriamiento mas rapidas; ademas las evidencias indicaron que las diferencias
entre eyaculados son considerablemente mas bajas que las diferencias entre verracos
(Medrano et al., 2002),
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4. JUSTIFICACION

Debido a que los experimentos de congelacién siempre incluyen los efectos de la
formacion de hielo per se en el dafio celular, la exposicion a soluciones hiperosmolares
sin la formacion de hielo, puede ser de gran ayuda en la determinacion del papel que
desempeia el cambio de la concentracion de solutos sobre el mecanismo de dafio

celular (Zawlodzka y Takamatsu, 2005).

Las ventajas del semen crioconservado sobre el semen fresco o refrigerado se

fundamentan en el tiempo de conservacion (Bonet et al., 2006).

El almacenaje del semen porcino en forma congelada, es altamente atractivo para el
mantenimiento de germoplasma, lo que representa una caracteristica de gran
importancia econdmica para la preservacion de la diversidad genética, para proveer
cruzamientos mas eficientes y para servir como una reserva en caso de pérdida de
germoplasma por epidemias o accidentes naturales. La crioconservacion del
espermatozoide porcino ofrece un medio efectivo para el almacenamiento a largo plazo
de material genético importante; este método elimina la dificultad asociada con el
transporte de animales o del semen fresco a grandes distancias o por largos periodos
de tiempo. La exitosa crioconservacion del semen porcino podria mejorar la produccion
porcina y su valor econémico internacionalmente, ya que el uso de semen porcino
crioconservado a menudo involucra procedimientos incObmodos y proporciona pocas
dosis para inseminacion artificial por eyaculado debido a la baja supervivencia celular,
dando como resultado bajas tasas de fecundidad y tamafos de camada (Gilmore et al.,
1998).

Con los protocolos actuales de crioconservacion, aproximadamente el 50% de los
espermatozoides porcinos sobrevive a estos procedimientos (Johnson, 1985; Watson,
1995), la inseminacién estandar con espermatozoides congelados y descongelados da
como resultado un indice de fertilidad reducido en un 50% y una disminucion de tres

cerdos por camada al compararse con el semen fresco (Guthrie y Welch, 2004).

La identificacién de animales “buenos” congeladores tendria un efecto directo sobre los

métodos de conservacion de semen en la industria de la inseminaciéon artificial,
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promoviendo la crioconservacion como una opcion viable para la inseminacion artificial
porcina; sin embargo, es deseable disponer de protocolos de crioconservacion
adaptados a los “malos” congeladores para asi conservar el semen de cualquier

individuo y mantener la diversidad genética.

En la actualidad es necesario el desarrollo de investigaciones en el campo de la
crioconservacion del material genético porcino, es conveniente ofrecer beneficios
alternos que permitan incrementar la produccidon porcina y como consecuencia

fortalecer la porcicultura en nuestro pais.
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5. HIPOTESIS

Si la exposicion de espermatozoides porcinos a soluciones hiper e hiposméticas simula
el estrés osmotico que ocurre durante el proceso de crioconservacion, la supervivencia
de los espermatozoides al proceso de congelado-descongelado tiene correlacion
positiva con la prueba de estrés osmatico.
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6. OBJETIVOS

6.1 General

Determinar si es posible predecir la criosupervivencia de semen de cerdo mediante una
prueba de estrés osmotico precongelacion.

6.2 Particulares

Determinar la viabilidad de los espermatozoides expuestos a diferentes soluciones
hiperosméticas y a la restauracion de la isosmolaridad.

Identificar un valor de hiperosmolaridad que produzca la mayor diferencia en viabilidad
espermatica entre el momento hiper- y el isosmolar.

Obtener los resultados de viabilidad de la prueba de estrés precongelacion y los de
congelacion (criosupervivencia) y analizar alguna posible correlacién entre ambos.
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7. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad de
Estudios Superiores - Cuautitlan (FES-C), Universidad Nacional Autonoma de México,
ubicado en el Km. 2.5 de la carretera Cuautitlan — Teoloyucan, Cuautitlan Izcalli, Estado

de México.

7.1 Disefio experimental

El trabajo experimental se dividio en 2 partes:

1.Desarrollo de una prueba precongelacion que consisti6 en la exposicion de los
espermatozoides a soluciones hiperosméticas con valores de: a) 300 (testigo), b) 900,
c) 1500 y d) 2100 mOsm/kg, a -5°C durante 15 minutos posterior al descenso lento de
temperatura, para simular el estrés osmoético que ocurre durante el proceso de
congelacion; enseguida, se restableci6 la isosmolaridad exponiendo los
espermatozoides a soluciones hiposméticas a 37°C, esto simulo el estrés osmatico que

ocurre durante el proceso de descongelacion.

En cada momento de la prueba (hiper- e iso-osmolaridad) se evaludé la viabilidad
espermatica y el estado del acrosoma; al finalizar esta primera etapa, se seleccion6 un
solo valor de hiperosmolaridad para integrarlo en la segunda parte del trabajo

experimental.

2. Congelacién del semen utilizando el método estandarizado por Pursel y Johnson
(1975) modificado por Medrano (1998) y desarrollo en paralelo de la prueba de estrés
osmotico. Las variables que se evaluaron tanto en el semen fresco como en el
descongelado fueron: motilidad, viabilidad, estado del acrosoma y el estado de
capacitacion. Al finalizar esta prueba, se analizaron los datos para determinar la
correlacion entre la criosupervivencia espermatica y su resistencia a la prueba
anisosmotica.
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7.2 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PRIMERA PARTE EXPERIMENTAL

Prueba precongelacion

Obtencion del semen

!

Transporte al laboratorio

!

Atemperado

!

Evaluacion

!

Centrifugacion

!

Dilucién con BF5 (200x10° espermatozoides/mL)

!

Enfriado lento hasta -5°C
Alicuotas

!

Exposicion a soluciones hiperosmoticas

| | l !
= - - -

300 900 1500 2100 mOsm/Kg

Temperatura: -5°C
Tiempo: 15 minutos
Variables a medir: Viabilidad e integridad del acrosoma

!
Exposicién a soluciones hiposmoticas restableciendo la isosmolaridad
! ! ! !
= = = =

300 300 300 300 mOsm/Kg

Temperatura: 37°C
Tiempo: 15 minutos
Variables a medir: Viabilidad e integridad del acrosoma
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7.2.1 Obtencidén y transporte del semen

Se utilizaron los eyaculados de 5 verracos (Yorkshire-Landrace) (4 eyaculados de cada
uno) cuyas edades oscilaban entre 1 y 2.5 afios de edad, con una frecuencia de
coleccion de una vez por semana. La colecciéon se llevo a cabo por el método de la
mano enguantada, obteniendo solo la fraccion rica en espermatozoides en un termo
precalentado a 37°C, realizando una dilucién de 1:1 con el diluyente comercial BTS

(Beltsville Thawing Solution (Pursel y Johnson, 1975) para su transporte al laboratorio.

El semen de dos de los machos (Yorkshire-Landrace) se obtuvo del Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Porcina (CEIEPP) de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México
ubicado en Jilotepec, Estado de México; el semen de los otros tres verracos se obtuvo
de animales de la Facultad de Estudios Superiores Cuautittan campo cuatro de la

Universidad Nacional Autbnoma de México.

7.2.2 Evaluacion

A su llegada al laboratorio, el semen fue atemperado a temperatura ambiente,
posteriormente, se llevd a cabo una evaluacion general de viabilidad, motilidad

progresiva, concentracion y anormalidades.

7.2.2.1 Viabilidad

Para la determinacion de la viabilidad en semen fresco se utilizaron las tinciones
fluorescentes SYBR-14/loduro de Propidio (Pl). (Molecular Probes, EU). Se tomaron
100 pL de cada muestra de semen y se les adicion6 5 yL de SYBR-14 (diluido a 100
nMol en BF5), 5 yL de loduro de Propidio (12 uMol) y 2 pyL de una solucién de
formaldehido (0.17 mM), utilizado para inmovilizar a los espermatozoides y poder llevar
a cabo el conteo en el microscopio de fluorescencia (Harrison y Vickers, 1990). El

conteo se llevo a cabo examinando por lo menos 200 células con el objetivo de 40x.
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7.2.2.2 Motilidad Progresiva

Para llevar a cabo la evaluacion de la motilidad progresiva, se realizé una dilucion del
semen 1:10 (v/v) en medio BTS, se tomé 1 mL de semen y se mezclé con 9 mL de
BTS, se colocé una gota sobre un portaobjetos previamente calentado a 37°C y se
colocd un cubreobjetos; enseguida, se observé al microscopio optico con el objetivo de
40X, otorgandose un valor de movimiento rectilineo progresivo de 0-100% en mdltiplos
de 5.

7.2.2.3 Concentracion espermética

La determinacion de la concentracion espermatica del eyaculado, se llevd a cabo
utilizando la camara de Neubauer y un microscopio Optico con el objetivo de 20X.,
realizando una dilucion de semen 1:200 (v/v) con la solucién de Hancock en la pipeta
de Thoma, el conteo se hizo en 5 de los 25 cuadros de cada lado de la camara,

obteniéndose un promedio.

7.2.2.4 Anormalidades

El porcentaje de anormalidades se determing a través de la observacion de un frotis,
utilizando la tincion Eosina-Nigrosina (Barth y Oko, 1989). EIl frotis se prepar6
depositando una gota de semen diluido 1:10 (v/v) en BTS en el extremo de un
portaobjetos donde se agregd 1 gota de la tincion, se mezclaron ambas gotas y se
extendié en una capa delgada para secarlo al aire rapidamente. El frotis se observo al
microscopio O6ptico con el aumento de 40X, contandose un minimo de 200
espermatozoides por laminilla, expresandose el resultado de anormalidades en

porcentaje (Pefia-Matinez, 2004).

7.2.3 Dilucion

Posterior a la determinacibn de la concentracion espermatica, el semen fue
centrifugado a 300 X g por 10 minutos (Pursel y Johnson, 1975), para retirar el plasma

seminal y ajustar la concentracion a 200 millones/mL en medio de congelacién BF5, sin

glicerol, y dar un volumen total de 5 mL para iniciar el proceso de enfriado.
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7.2.4 Preparacion de las soluciones hiperosmoticas e hiposmaticas

Para llevar a cabo la preparacion de las soluciones hiperosméticas se utilizé el medio
estandar de congelacion BF5 (308 mOsm/Kg) como medio bésico, adiciondndose
glucosa para obtener 3 valores diferentes de hiperosmolaridad (Cuadro 1). Los
espermatozoides en el medio BF5 estandar fueron diluidos en proporcion 1:1 (v/v) con

la solucion hiperosmotica correspondiente para obtener la osmolaridad blanco.

La isosmolaridad fue restablecida mediante la dilucion de los espermatozoides en las
soluciones hiperosmoticas en proporcion 1:6 (v/v) con la solucion hiposmotica
correspondiente que contenia los amortiguadores Tris y TES a la concentracion
utilizada en el BF5 mas glucosa para otorgar los diferentes valores de hiposmolaridad
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Soluciones hiperosmoticas e hiposmoéticas utilizadas

Osmolaridad blanco Solucién hiperosmotica Solucion hiposmotica
(mOsm/Kg) (mOsm/Kg) (mOsm/Kg)
300 308 308
900 1543 205
1500 2688 175
2100 3744 99

7.2.5 Enfriado lento a -5°C en dos etapas

7.2.5.1 Primera Etapa: Enfriado a 5°C

Para llevar a cabo el enfriamiento se utilizé un recipiente de vidrio (Recipiente “A”) con

capacidad de 560 mL, el cual contenia una solucion salina al 7.85%, misma que se

encontraba a temperatura ambiente al iniciar el enfriado (Figura 8).
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Tapa con orificios para muestra
v alicuotas

560 mL de Solucion Salma al 7.85%
a temperatura ambiente

Figura 8. Recipiente “A” utilizado para llevar a cabo el enfriado lento a 5°C

El recipiente contaba con orificios en la tapa para introducir dos tubos con 5 mL cada
uno con semen diluido en medio BF5 a una concentracion de 200 millones por mL. A
uno de los tubos se le introdujo un termémetro como control de registro del descenso
de la temperatura, el otro tubo contenia la muestra a utilizar posteriormente para llevar
a cabo la prueba. Ademas, contaba con orificios para introducir las 4 soluciones
hiperosmoéticas a utilizar (300, 900, 1500 y 2100 mOsm/Kg) de modo que todos los
tubos en conjunto experimentaran la misma velocidad de enfriado. El Recipiente “A” se
colocé en un refrigerador durante tres horas, tiempo durante el cual la muestra de

semen alcanzaba la temperatura de 5°C.

7.2.5.2 Segunda Etapa: Enfriado a -5°C

El recipiente “A” se introdujo en el recipiente “B” (Figura 9), el cual contenia hielo salino
al 7.85% a una temperatura de -10°C; ambos fueron colocados en un refrigerador
permaneciendo 75 minutos aproximadamente hasta que la muestra de semen

alcanzara la temperatura de -5°C.

Hielo Salmo al 7.85% a -10°

Fecinente “A” Fecynente "3

Figura 9. Recipiente “B” utilizado para llevar a cabo el enfriamiento lento a -5°C
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7.2.6 Desarrollo de la prueba de estrés osmoético

7.2.6.1 Exposicion a soluciones hiperosmoticas

Una vez alcanzada la temperatura de -5°C se formaron alicuotas (0.2 mL cada una) del
tubo con semen en BF5 a una concentracion de 200 millones/mL y se depositaron en
tubos que contenian 0.2 mL de las diferentes soluciones hiperosmoéticas (proporcion
1:1) (Figura 10). La exposicion de los espermatozoides a las soluciones hiperosméticas
tuvo una duracién de 15 minutos, al cumplirse este tiempo se tomaron muestras para la

determinacion de la viabilidad espermética y la integridad del acrosoma.

Espermatozoides en
BF5 a -5°C

| 300 mOsm/Ka | | 900 mOsm/Ka | | 1500 mOsm/Ka | | 2100 mOsm/Ka |

Figura 10. Exposicion de espermatozoides porcinos a soluciones hiperosmoticas a -5°C

7.2.6.2 Exposicion a soluciones hiposmoéticas para restablecer laisosmolaridad

Una vez transcurridos los 15 minutos en las soluciones hiperosmoéticas, se tomé una
muestra de cada una (0.15 mL) y se agreg0 a su correspondiente solucion hiposmatica
(0.9 mL) en una proporcion de 1.6 (v/v) para restablecer la isosmolaridad a una
temperatura de 37°C, durante 15 minutos (Figura 11). Posteriormente se llevé a cabo la

determinacion de la viabilidad espermatica y la integridad del acrosoma.
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Espermatozoides en
soluciones hiperosméticas
a-5°C

300 mOsm/Ka 900 mOsm/Ka 1500 mOsm/Ka 2100 mOsm/Ka

Soluciones hiposmoticas
a37°C
300 mOsm/Ka 300 mOsm/Ka 300 mOsm/Ka 300 mOsm/Ka

Figura 11. Restablecimiento de condiciones isosmoticas a 37°C

7.2.7 Determinacion de viabilidad espermética mediante tinciones fluorescentes:
SYBR-4/PI

Para la determinacion de la viabilidad se utilizaron las tinciones fluorescentes SYBR-
14/PI (Molecular Probes, EU). Al cumplirse los 15 minutos de exposicion a las
soluciones hiper- e hipo-osmaéticas se tomaron 100 yL de cada uno de los tubos de los
4 tratamientos y se les adicionaron 5 yL de SYBR-14 (diluido a 100 nMol en BF5), 5 yL
de loduro de Propidio (12 pMol) y 2 uL de una solucién de formaldehido (0.17 mM),
utilizado para inmovilizar a los espermatozoides y poder llevar a cabo el conteo en el
microscopio de fluorescencia (Harrison y Vickers, 1990). El conteo se llevé a cabo

examinando por lo menos 200 células por laminilla con el objetivo de 40x.

7.2.8 Determinacion de la integridad acrosomal

Para la determinacion de la integridad acrosomal se utilizé la lectina del chicharo (PSA-
Pisum sativum agglutinin) unida al fluorocromo FITC (Isotiocionato de fluoresceina). Se
realizaron y prepararon frotis secados al aire, los cuales fueron fijados por una hora en
etanol, se agregaron 50 ul (6.5mM) de la lectina en la superficie de cada frotis, de cada
uno de los tratamientos (n=8); distribuyéndose uniformemente manteniéndose en la
oscuridad por 10 minutos. Enseguida, los frotis se lavaron con agua destilada, se

secaron al aire, se agreg6 una gota de DABCO (220 mM diluido en glicerol/PBS 9:1)
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para retardar la pérdida de fluorescencia colocandose un cubreobjetos ejerciendo
presion suave, observandose al microscopio de fluorescencia con el objetivo 100x; se

examinaron al menos 200 células por frotis evaluando la uniformidad del borde apical.

7.3 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA SEGUNDA PARTE EXPERIMENTAL

Congelacion de semen

Obtencion del semen (dilucion)

!

Transporte al laboratorio

!

Atemperado

!

Evaluacion
!
Centrifugacion
Dilucién con BF5 (400x10° espermatozoides/mL)
Enfriado lento hasta 5°C
Adicion de glicerol
Empajillado (pajillas 0.5 ml)

Continua el enfriado hasta -5°C

Congelado Prueba de estrés osmotico
l

Descongelado

Evaluacion de la criosupervivencia
Motilidad, integridad del acrosoma, viabilidad, asi como el estado de capacitacion.

Determinacion de la correlacion entre:

1) Valor de resistencia de la prueba osmética y
2) Valor de criosupervivencia (congelado y descongelado)
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7.3.1 Obtencidén y transporte del semen

Para la segunda parte del trabajo se utiliz6 el semen de 6 verracos (Yorkshire-
Landrace) (5 eyaculados de c/u) cuyas edades oscilaban entre 1 y 2.5 afios de edad.
Solo fue recolectada la fraccion rica en espermatozoides por el método de la mano
enguantada como fue descrito para la primera parte del trabajo experimental. El semen
de dos de los verracos se obtuvo del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension
en Produccién Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Nacional Autbnoma de México ubicado en Jilotepec, Estado de México;
el semen de los otros cuatro verracos se obtuvo de animales de la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan campo cuatro de la Universidad Nacional Autébnoma de México.

7.3.2 Evaluacioén

A la llegada al laboratorio, el semen fue atemperado a temperatura ambiente.
Posteriormente se sometié a una evaluacion general: viabilidad (evaluacion en paralelo
con tinciones SYBR-14/Pl y eosina-nigrosina), motilidad progresiva, concentracion,

anormalidades, tal como se describe en la primera parte del trabajo.

7.3.3 Dilucioén

Posterior a la determinacion de la concentracion espermatica, el semen fue
centrifugado a 300 X g por 10 minutos (Pursel y Johnson, 1975), para retirar el plasma
seminal y ajustar la concentracion a 200 millones/mL en el medio de congelacion BF5y
realizar la prueba anisosmética, el semen a utilizar para la congelacion fue ajustado a
una concentracion de 400 millones por mL, ambos en un volumen total de 5 mL para

iniciar el enfriado.

7.3.4 Enfriado lento a -5°C

Para llevar a cabo la segunda parte del trabajo se utilizé el mismo sistema de enfriado
descrito anteriormente, ademas de que se realizaron al mismo tiempo la prueba

anisosmoética y la congelacion del semen utilizando el semen de dos machos en cada

ocasidon como se describe a continuacion:
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7.3.4.1 Primera Etapa: enfriado a 5°C.

El recipiente “A” utilizado previamente (Figura 6), en esta etapa contaba con orificios en

la tapa para introducir:

a) Tres tubos con 2.5 mL de semen diluido en BF5 a una concentracion de 400 millones
de espermatozoides por mL; a uno de los tubos se le introdujo un termémetro para
registrar el descenso de la temperatura y los otros dos contenian la muestra de semen,
uno por cada macho a utilizar posteriormente para la congelacion. Una vez alcanzada
la temperatura de 6.5°C se agregaron 2.5 mL de BF5 mas glicerol (2%) a cada tubo,
para tener una concentracion final de 200 millones por mL en BF5 con 1% de glicerol.
Después de quince minutos se llenaron 6 pajillas de 0.5 mL de cada eyaculado (macho)
y se colocaron dentro de tubos de vidrio en el recipiente A; a una pajilla extra se le

colocé una microsonda para registrar el descenso de temperatura de la pajilla.

b) Dos tubos con 5 mL, uno por cada eyaculado (macho) a una concentracion de 200

millones de espermatozoides por mL para la prueba anisosmotica.

c) Dos tubos con soluciones hiperosmaticas a utilizar con valores de 2100 mOsm/Kg.,

uno para cada eyaculado.

El Recipiente “A” se colocé en un refrigerador durante tres horas hasta que la muestra

de semen alcanzara la temperatura de 5° C

7.3.4.2 Segunda Etapa: enfriado a -5°C

El Recipiente “A” se introdujo en el Recipiente “B” (Figura 7), el cual contenia hielo
salino al 7.85% a una temperatura de -10°C, y permanecioé ahi durante 75 minutos
aproximadamente hasta que la muestra de semen alcanzara la temperatura de -5°C; a
esta temperatura se llevé a cabo la primera parte de la prueba de estrés osmatico

(momento hiperosmético) y el traspaso de las pajillas a los vapores de nitrégeno.
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7.3.5 Exposicién a soluciones hiperosmoticas

Una vez alcanzada la temperatura de -5°C se tomaron alicuotas del semen en BF5y se
mezclaron en proporcion 1:1 (v/v) con las soluciones hiperosmoticas para alcanzar el
valor de osmolaridad blanco (2100 mOsm/Kg). La exposicién tuvo una duracion de 15
minutos, al cumplirse este periodo se tomaron muestras para la determinacion de la

viabilidad espermética y la integridad acrosomal.

7.3.6 Exposicién a soluciones hiposmoéticas pararestablecer laisosmolaridad

Una vez transcurrido el periodo de exposicion a las soluciones hiperosmdticas, se
tomaron 150 ul de éstas y se mezclaron con 900 ul de la correspondiente solucion
hiposmotica en proporcion 1:6 (v/v), para restablecer la isosmolaridad a una
temperatura de 37°C. La exposicidon tuvo una duracién de 15 minutos, al cumplirse este
periodo se tomaron muestras para la determinacion de la viabilidad espermatica y la

integridad acrosomal.

7.3.7 Exposicion de las pajillas a los vapores de nitrégeno

Una vez que las pajillas alcanzaron la temperatura de -5°C se colocaron en una rejilla a
4 cm sobre el nivel del nitrégeno liquido quedando expuestas a los vapores durante
guince minutos. Posteriormente se sumergieron totalmente en el nitrégeno y se

almacenaron en el termo hasta que se llevara a cabo la descongelacion.

7.3.8 Descongelacion

La descongelacion se llevdo a cabo por lo menos un mes después de que se
congelaran las muestras; para esto, las pajillas se introdujeron en agua a 37°C durante
30 segundos. La criosupervivencia se evalu6 tomando en cuenta la motilidad
progresiva, viabilidad espermaética, integridad del acrosoma, asi como, el estado de

capacitacion.
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7.3.9 Estado de capacitacion

Para la evaluacion del estado de capacitacion se realizé la prueba de la Clortetraciclina
(CTC) utilizando el microscopio de fluorescencia. Se tomd el contenido de una pajilla
(0.5 mL) y se filtr6 a través de una columna de sephadex G 50 (6.25% p/v) en citrato de
sodio al 2.9% (p/v) para seleccionar los espermatozoides viables. La solucion CTC
contenia un amortiguador (NaCl 130 mM, Tris 20 mM), CTC-HCI (805 mM), Cisteina
(5mM), a pH 7.8.

Se agregaron 100 pL de solucién CTC a 100 uL de semen filtrado y se mezclaron
durante 30 segundos, posteriormente se afiadieron 22 pL de solucion fijadora de
glutaraldehido al 0.2% (v/v). Enseguida, se preparo la laminilla con 10 pL de la mezcla
anterior y una gota de DABCO (220 mM diluido en glicerol/PBS 9:1) y se coloc6 un
cubreobjetos, ejerciendo presion suave. Las laminillas se observaron al microscopio de
fluorescencia con el objetivo de 100x, examindndose un minimo de 200 células por

laminilla.

Se determind el porcentaje de presentacion de los patrones de fluorescencia en la
cabeza del espermatozoide de acuerdo a la clasificacion utilizada por Kaneto et al.
(2002):

Patron F. Fluorescencia total, patrén de espermatozoides no capacitados.

Patron B. Una banda libre de fluorescencia en el dominio postacrosomal, patron de

espermatozoides capacitados con acrosoma intacto.

Patron AR. Baja fluorescencia en la totalidad de la cabeza con una banda de
fluorescencia brillante a lo largo del segmento ecuatorial y otra variante consistente en
la emision de fluorescencia solo en la region postacrosomal, patron de

espermatozoides capacitados con reaccion acrosomal. (Figura 5)
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7.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en las dos partes de este trabajo fueron analizados mediante el
programa estadistico Statgraphics plus version 5.0 para determinar las diferencias entre
tratamientos en general y entre machos considerandose significativos a un nivel de
P<0.05. Previo al andlisis se realiz6 una transformacién de los datos obtenidos y
expresados en porcentaje de pardmetros de calidad seminal en la prueba de
congelacion mediante la aplicacion de la transformacibn de arcoseno para
normalizarlos (Steel y Torrie, 1985; Siegel, 1990).

Prueba precongelacion

ANOVA de medidas repetidas para el andlisis de la viabilidad durante los tratamientos

de hiperosmolaridad y la viabilidad al retorno a condiciones de isosmolaridad.

Pruebas pareadas Wilcoxon para el andlisis de la viabilidad durante los tratamientos de

hiperosmolaridad contra viabilidad al retorno de condiciones de isosmolaridad.

Congelacion de semen

Los datos provenientes del experimento de congelacién en pajillas expresados en
porcentaje fueron analizados mediante ANOVA.

Posteriormente se determiné la correlacion entre la criosupervivencia y la viabilidad a la

prueba anisosmética
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8. RESULTADOS

8.1 Prueba de estrés osmotico

Los valores de las diferentes variables del semen fresco para la primera parte del
trabajo experimental, se presentan en el Cuadro 2. En éste se puede observar que los
valores promedio de cada variable se encuentran dentro del rango normal para la
especie. También, se puede observar que los valores observados para motilidad
progresiva y viabilidad no presentaron diferencias significativas entre individuos; sin
embargo, los valores observados para la concentracion espermética, el porcentaje de
anormalidades y el porcentaje de acrosomas intactos presentaron diferencias entre
individuos, sin salir de los pardmetros establecidos como normales para la especie
porcina (Bonet et al.,2006).
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Cuadro 2. Valores promedio individuales de los pardmetros evaluados en el semen fresco

Macho

4

5

Promedio

Eyaculados

(n)

4

4

n=20

Motilidad

progresiva (%)

75.0+58%2

725+50°

70.0+0.0°

725+5.0°

75.0+5.8°

73.0+4.7

Concentracion
(millones/mL)

485 + 1752
285 +49 °
498 + 48 @
492 + 109 2
731+163°

498 + 180

Anormalidades

(%)
46+1.1%
42+13%
57+1.7°2
33+1.3"
3.7+09%

43+1.4

Viabilidad
(%)

91.6+2.2°
843+8.1°
90.8+5.8°
89.8+6.2°
91.4+25°

89.6 +5.6

Acrosomas
Intactos (%)

87.6+6.9°
79.7+2.8°
81.2+4.7 ¢
78.0+5.4"
83.5 3.0 %°

82.0+55

Los valores representan medias + desviacion estandar. Valores con literales distintas dentro de las columnas son diferentes significativamente (P < 0.05).
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8.1.1 Viabilidad espermética

En el Cuadro 3 se presentan los porcentajes generales de viabilidad espermaética,
posterior a los tratamientos de hiperosmolaridad (300, 900, 1500 y 2100 mOsm/Kg) a
-5°C por 15 minutos y posterior a la restauracion de la isosmolaridad a 37°C por 15

minutos. Asimismo, en la Figura 12 se representan las graficas de ambas pruebas.

Al comparar la respuesta entre los diferentes tratamientos de hiperosmolaridad y se
observé que los tratamientos de 1500 y 2100 mOsm/Kg mostraron diferencias
significativas (P<0.05) en comparacion con los tratamientos de 300 y 900 mOsm/Kg,
mismos que no fueron diferentes entre si. En cuanto a los tratamientos de retorno a la

isosmolaridad se observo diferencia significativa entre todos los tratamientos (P< 0.05).

Por otro lado, al comparar la diferencia entre el tratamiento de hiperosmolaridad e
isosmolaridad en cada uno de los valores utilizados se observé una diferencia

significativa para los valores de 900, 1500 y 2100 mOsm/Kg, no asi para el testigo.

En el Cuadro 4 se presentan los valores de viabilidad de cada macho de la prueba de
hiperosmolaridad. En este tratamiento al comparar la diferencia entre individuos, se
observé que hubo diferencias significativas en todos los tratamientos incluyendo el
testigo (P< 0.05) no asi para el semen fresco. Comparando la diferencia entre
respuestas del mismo macho a los tratamientos, se observaron diferencias entre los

tratamientos incluyendo los valores de semen fresco (P<0.05).

En el Cuadro 5 se presentan los valores de viabilidad por cada individuo de la prueba
de isosmolaridad. Al comparar la diferencia entre machos al mismo tratamiento, se
observo que hubo diferencias significativas en todos los tratamientos (P<0.05); en la
comparacion de las respuestas del mismo macho a los diferentes tratamientos, se

observaron diferencias significativas entre todos los tratamientos (P<0.05).
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Cuadro 3. Valores generales de Viabilidad espermética (%) en los tratamientos de Hiperosmolaridad e Isosmolaridad

Tratamiento 300 mOsm/Kg 900 mOsm/Kg 1500 mOsm/Kg 2100 mOsm/Kg
Hiperosmolaridad 70.8+11.7%% 64.5+10.4 %% 498 +12.3%Y 349+8.3%°7
Isosmolaridad 63.4+13.72" 55.8+12.6°* 38.0+115"Y 15.8+7.7°7

Los valores representan las medias + desviacion estandar. Los valores con literales distintas (a, b, ¢) dentro de las columnas son diferentes significativamente
(P<0.05). Los valores con literales distintas (w, X, y, z) dentro de las filas son diferentes significativamente (P< 0.05).
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Figura 12. Viabilidad espermatica en los tratamientos de hiperosmolaridad (300, 900, 1500 y 2100 mOsm/kg)
a -5° C por 15 minutos y al retorno a la isosmolaridad a 37°C por 15 minutos.
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Cuadro 4. Valores individuales de Viabilidad espermatica (%) en la prueba de Hiperosmolaridad

Macho | Eyaculados &= Semen fresco
(n)
1 4 91.6+2.2 2"
2 4 84.3+8.1°%"
3 4 90.8 +5.82"
4 4 89.8 +6.2 %%
5 4 91.4+25°2%

300 mOsm/Kg

82.7 £1.33%
81.7 +5.0 2%
63.1+7.5°%
65.5+8.7"°Y
61.2 + 11.3°*

900 mOsm/Kg

74.7 +1.7 3%
75.4 2.4 3%
58.5+ 4.6 °*
57.1+6.0°Y
56.9 +11.1°%

1500 mOsm/Kg

55.0 + 16.4 %Y
63.9+58"°Y
40.7 £5.2°Y
436 +5.5%*
450+ 9.9 *V?

2100 mOsm/Kg

37.8+8.0%*?
39.5 +10.6 22
26.5+4.9°%
36.2+2.8%7
345+9.427

Los valores representan medias + desviacion estandar. Los valores con literales distintas (a,b,c) dentro de las columnas son diferentes significativamente
(P<0.05). Los valores con literales distintas (w,x,y,z) dentro de las filas son diferentes significativamente (P< 0.05).

Cuadro 5. Valores individuales de Viabilidad espermatica (%) en la prueba de Isosmolaridad

Macho | Eyaculados 300 mOsm/Kg
(n)

1 4 73.8 £8.7 3~

2 4 77.7+53%Y%

3 4 52.9+11.7 ¢

4 4 60.4 +10 ¥

5 4 52.0 £10.2°*

900 mOsm/Kg

69.0 + 7.6 &%
65.7 + 10.6 2*
435+ 6.9 °X
53.0+7.6°%

475+8.4°%Y

Los valores representan las medias + desviacion estandar. Los valores con literales distintas (a,b,c) dentro de las columnas son diferentes significativamente
(P<0.05). Los valores con literales distintas (w,x,y,z) dentro de las filas son diferentes significativamente (P < 0.05).

1500 mOsm/Kg

475+8.2%Y
47.3+1.63Y
27.5+13"°Y
35.2+7.83Y
32.7+10.2°Y

2100 mOsm/Kg

21.8+6.2 27
18.1+6.9°2%
73+42"7

14.1 + 3.6 %2
17.8 +9.9 2¢
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8.1.2 Espermatozoides con acrosoma intacto

En el Cuadro 6 se presentan los valores generales de espermatozoides con
acrosoma intacto posterior a la exposicion a los tratamientos de hiperosmolaridad
(300, 900, 1500 y 2100 mOsm/Kg) a -5°C por 15 minutos y a la restauracion de la
isosmolaridad a 37°C por 15 minutos. Asimismo, en la Figura 13 se representan

las graficas de ambas pruebas.

Al comparar la respuesta entre los diferentes tratamientos de hiperosmolaridad y
se observo que el tratamiento de 300 mOsm/Kg mostré diferencias significativas
(P< 0.05) con los tratamientos de 1500 y 2100 mOsm/Kg. En cuanto a los
tratamientos de retorno a la isosmolaridad, también se observo diferencia
significativa (P<0.05) entre el tratamiento de 300 mOsm/Kg con los tratamientos
de 1500 y 2100 mOsm/Kg (P< 0.05).

Por otro lado, se comparé la diferencia entre el tratamiento de hiperosmolaridad e
isosmolaridad en cada uno de los valores utilizados, observandose una diferencia

significativa sélo para 2100 mOsm/Kg (P< 0.05).

En el Cuadro 7 se presentan los porcentajes individuales de espermatozoides con
acrosoma intacto de la prueba de hiperosmolaridad. Para la diferencia entre
machos al mismo tratamiento, se observaron diferencias significativas (P< 0.05) en
los tratamientos de 900 y 1500 mOsm/Kg asi como para el semen fresco. La
respuesta de cada individuo a los diferentes tratamientos s6lo mostro diferencias

significativas en 2 machos (P<0.05).

En el Cuadro 8 se presentan los valores por individuo de la variable
espermatozoides con acrosoma intacto en la prueba de isosmolaridad. Se observo
gue sélo hubo diferencias significativas en el tratamiento de 300 mOsm/Kg (P<
0.05). En cuanto a la respuesta del mismo macho a los diferentes tratamientos, se

observaron diferencias significativas en 4 machos de los 6 utilizados (P<0.05).
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Cuadro 6. Valores generales de espermatozoides con acrosoma intacto (%) en los tratamientos de Hiperosmolaridad
e Isosmolaridad

Tratamiento 300 mOsm/Kg 900 mOsm/Kg 1500 mOsm/Kg 2100 mOsm/Kg
Hiperosmolaridad 83.7+6.0%"% 79.8+553% 79.2+7.6%Y 79.6+7.6%7
Isosmolaridad 80.7 £4.43" 785+7.1%% 75.3+7.3%% 70.2+8.6"°7

Los valores representan las medias * desviacion estandar. Los valores con literales distintas (a,b,c) dentro de las columnas son diferentes significativamente (P<
0.05). Los valores con literales distintas (w,x,y,z) dentro de las filas son diferentes significativamente (P < 0.05).
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Figura 13. Espermatozoides con acrosoma intacto en los tratamientos de hiperosmolaridad (300, 900, 1500y 2100 mOsm/kg)
a -5° C por 15 minutos y al retorno a la isosmolaridad a 37°C por 15 minutos.
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Cuadro 7. Espermatozoides con acrosoma Intacto (%) por individuo en la prueba de Hiperosmolaridad

Macho | Eyaculados Semen fresco 300 mOsm/Kg 900 mOsm/Kg 1500 mOsm/Kg 2100 mOsm/Kg

(n)
1 4 87.6 +6.9 @~ 82.2+12.9 2% 77.6 +6.7 X 82.1 +5.7%% 83.3+4.6 2%
2 4 79.7+2.8°% 81.6 +1.2 3% 75.9+4.13% 69.7 +9.7°Y 78.6 +10.9 2%
3 4 81.2 +4.7 %X 84.0 + 3.8 2% 81.5+2.7 % 81.7 +2.7 3% 82.6 + 4.3 3%
4 4 78.0 £ 5.3 ¢ 85.7+3.22Y 845+ 1.7°Y 82.3+6.1 2% 76.3+5.527
5 4 83.5 + 3.0 @~ 84.8 +4.9%* 79.3 + 7.6 X 80.1+6.2 2" 76.9 +10.9 *

Los valores representan las medias + desviacion estdndar. Los valores con literales distintas (a,b,c) dentro de las columnas son diferentes significativamente
(P<0.05). Los valores con literales distintas (w,x,y,z) dentro de las filas son diferentes significativamente (P<0.05).

Cuadro 8. Espermatozoides con acrosoma Intacto (%) por individuo en la prueba de Isosmolaridad

Macho | Eyaculados 300 mOsm/Kg 900 mOsm/Kg 1500 mOsm/Kg 2100 mOsm/Kg

(n)
1 4 86.3 +2.2 3% 81.2+253% 76.1+7.5%% 69.7 +11.1 22
2 4 76.1+1.2°> 72.8+12.63% 73.5+8.3 23" 69.1 + 4.2 2%
3 4 78.9 + 4.4 °°X 75.9+3.423% 72.6+6.32% 70.4+282Y
4 4 83.1 +2.7 %X 80.4 +3.23% 741 +7.9°2% 69.4 +2.52%
5 4 79.3 + 2.9 82.3+6.82% 80.0 + 7.9 2% 72.6 +17.4 3%

Los valores representan las medias + desviacion estandar. Los valores con literales distintas (a,b,c)dentro de las columnas son diferentes significativamente
(P<0.05). Los valores con literales distintas (w,x,y,z) dentro de las filas son diferentes significativamente (P< 0.05).
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8.2 Congelacién de semen y prueba de estrés osmoético

Los valores de las diferentes variables del semen fresco se presentan en el
Cuadro 9; se puede observar que los valores promedio obtenidos se encuentran

dentro del rango normal para la especie.

Los valores observados para espermatozoides capacitados no presentaron
diferencias significativas entre individuos; sin embargo, en relacion a la motilidad
progresiva, la concentracion espermatica, el porcentaje de anormalidades, el
porcentaje de viabilidad y el porcentaje de acrosomas intactos presentaron
diferencias significativas entre individuos, sin salir de los pardmetros

establecidos como normales para la especia porcina (Bonet et al., 2006).
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Cuadro 9. Valores promedio individuales de los parametros evaluados en el semen fresco

Macho Eyaculados Motilidad Concentracion | Anormalidades Viabilidad Acrosomas | Espermatozoides
(n) progresiva (millones/mL) (%) (%) Intactos Capacitados
(%) (%) (%)

1 5 72.0+2.7° 435 + 68 2 43+1.3°? 90.8+2.7% | 90.3+26%° 17.3+5.3°2

2 5 740+ 42% 173+ 63 *° 46+1.0% 929+16% | 89.8+34%° 13.0+3.02

3 5 71.0+22°% 309 + 79 & 46+15% 89.9+29% | 923+22°" 16.5+3.02

4 5 77.0+45° 378 + 74 ™ 59+4.2% 89.9+45%® | 88.3+28% 14.6 + 4.3 2

5 5 73.0+27% 593 + 198 © 46+26% 90.9+1.9% | 847+30° 18.1+12.4°

6 5 75.0+35% 157 + 83 ™ 74+16° 88.7+1.7° 88.8 +2.0 ™ 16.0 +5.9 2

Promedio n=30 73.7+3.7 341 + 181 5.2+ 2.4 90.5+2.8 89.0+ 3.2 15.9+ 6.2

Los valores representan medias + desviacion estandar. Valores con literales distintas dentro de las columnas son diferentes significativamente (P < 0.05).
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8.2.1 Viabilidad espermética

En el Cuadro 10 se presentan los valores promedio e individuales de viabilidad del
semen fresco determinados por SYBR-14/PI| (Figura 14), posterior a los tratamientos de
hiperosmolaridad (2100 mOsm/Kg), a la restauracion de la isosmolaridad y al

descongelado.

Los valores de viabilidad en el semen fresco fue estadisticamente diferente a los demas
tratamientos (P<0.05), asimismo la viabilidad del semen al restaurar la isosmolaridad
fue diferente a los demas tratamientos (P<0.05). Sin embargo, la viabilidad en el
momento hiperosmético y la viabilidad al descongelado se comportaron en forma

similar, ya que no mostraron diferencias entre ambas (P>0.05) (Figura 15).

Al comparar la respuesta entre machos dentro de tratamiento, se detectaron diferencias
significativas en el semen fresco, en el momento de hiperosmolaridad y al
descongelado (P<0.05); no asi para la prueba de isosmolaridad. Al comparar las
respuestas del mismo macho en el semen fresco y en los diferentes tratamientos, se
observd que en 4 machos no hubo diferencia entre los valores al momento de

hiperosmolaridad y al descongelado.

Figura 14. Fotografias de espermatozoides tefiidos conSYBR-14/PI que muestran florescencia verde,
los espermatozoides muertos muestran florescencia roja. A) 40x y B) 100x.
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Cuadro 10. Viabilidad (%) en el semen fresco, en estrés osmatico y al descongelado

Macho

g b W NP

6
Promedio

Viabilidad en
Eyaculados (n) | Semen Fresco(%)
5 90.8 + 2.7 @~
5 929+1.62%
5 89.9 +2.9 %W
5 89.9 +4.5
5 90.9 +1.9%*
5 88.7 +1.7°*
n=30 90.5 +2.8*

Viabilidad en

35.8+ 7.9
29.3 +4.33%
35.0 + 4.8 X
38.1+6.23Y
38.1+7.9%Y
38.4+9.3"°Y
359+7.1Y

Hiperosmolaridad (%)

Viabilidad en

145+ 10.1%%
16.9+8.82Y
11.2+3.32%Y
16.5+6.9°%¢
13.0+6.6 %7
9.4+18%°
13.6+6.8°

Isosmolaridad (%)

Viabilidad al
Descongelado(%)

33.2+40 ¥
39.9+9.02%°
226+1.4°7
349 +5.1°3Y
37.0+6.6 %Y
42.1+8.1°Y
349+8.6 "7

Los valores representan medias + desviacion estandar. Los valores con literales distintas (a,b,c) dentro de las columnas son diferentes significativamente
(P<0.05). Los valores con literales distintas (w,x,y,z) dentro de las filas son diferentes significativamente (P<0.05).
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Figura 15. Viabilidad en semen fresco (VF), momento de hiperosmolaridad (VH), isosmolaridad (VI) y al descongelado (VD).
Letras diferentes indican diferencias estadisticas (P<0.05).
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8.2.2 Acrosomas intactos

En el Cuadro 11 se presentan los valores promedio y por individuo de los
espermatozoides con acrosoma intacto determinados por PSA-FITC (Figura 16) en el
semen fresco, posterior a los tratamientos de hiperosmolaridad (2100 mOsm/Kg),
posterior a la restauracion de la isosmolaridad y al descongelado. La comparacion entre
tratamientos revel6 que los valores obtenidos en la prueba de hiperosmolaridad y los
obtenidos al descongelado fueron similares, es decir que no hubo diferencia
significativa entre ellos. Sin embargo, el valor en el semen fresco fue diferente a todos
los demas asi como el valor en el semen al restaurar la isosmolaridad fue diferente a
todos los demas (P<0.05) (Figura 17).

Al comparar la respuesta entre machos dentro de tratamiento, se observaron
diferencias significativas solo en el semen fresco (P< 0.05); no asi para las valores en
la prueba de hiperosmolaridad, isosmolaridad y al descongelado. Al comparar las
respuestas del mismo macho en semen fresco y a los diferentes tratamientos, se

observo que en 5 de los 6 machos no hubo diferencia entre los valores de la prueba

hiperosmética y al descongelado (P>0.05).
A

Figura 16. Fotografias de espermatozoides tefiidos con PSA-FITC para determinar el estado del
acrosoma. A) Vista general a 100x. B) Acrosoma intacto con borde apical definido. C) Acrosoma dafiado
con pérdida de continuidad del borde apical. D) E spermatozoide con reaccion acrosomal.
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Cuadro 11. Espermatozoides con acrosoma intacto (%) en semen fresco, en estrés osmatico y al descongelado

Macho | Eyaculados Acrosomas Intactos Acrosomas Intactos Acrosomas Intactos Acrosomas Intactos
(n) Semen Fresco (%) Hiperosmolaridad (%) Isosmolaridad (%) Descongelado (%)

1 5 90.3 + 2.6 2 X 825+27% 725+7.0% 81.8+19 ¥

2 5 89.8 + 3.4 3¢ X 75.8+10.7 % 65.7 +15.3%Y 77.1+9.0%Y

3 5 92.3+2.2° 81.3+3.1%Y 69.9 + 10.0 2% 81.1+48%Y

4 5 88.3 £ 0.3 81.0+4.6°Y 68.4+3.227 79.0+1.3%Y

5 5 84.7 +3.0°% 81.0+5.229 70.9+5.82%° 78.8+3.22Y

6 5 88.9 +2.0% 79.4£1.7%Y 68.0 £8.827 78.8+3.6%Y

X 5 89.0 +3.2% 80.1+55" 69.2+8.6° 795+46"7

Los valores representan medias + desviacion estandar. Valores con literales distintas (a,b,c) dentro de las columnas difieren estadisticamente (P< 0.05).
Los Valores con literales distintas (w,X,y,z) dentro de las filas son diferentes significativamente (P< 0.05).
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Figura 17. Espermatozoides con acrosoma intacto en semen fresco (AIF), en hiperosmolaridad (AlH), isosmolaridad (All)
y al descongelado (AID). Letras diferentes indican diferencias estadisticas (P<0.05)



8.2.3 Motilidad progresiva

En el Cuadro 12 se presentan los valores promedio y por individuo de la motilidad
progresiva del semen fresco y al descongelado. Al comparar los valores del semen
fresco y al descongelado se observaron diferencias significativas entre ellos (P< 0.05)
(Figura 18).

Se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre los valores promedio y los
valores individuales de motilidad en el semen fresco y al descongelado, asimismo al
comparar las respuestas entre machos en el semen fresco y al descongelado se

observaron diferencias entre todos estos (P<0.05) (Figura 19).

Cuadro 12. Motilidad Progresiva (%) en semen fresco y al descongelado

Macho | Eyaculados Motilidad Progresiva en Motilidad Progresiva al
(n) Semen Fresco (%) Descongelado (%)
1 5 72.0+2.7 %% 450+7.62Y
2 5 74.0 4.2 %% 50.0 +8.7 Y
3 5 71.0 +2.22% 29.7+6.0°Y
4 5 77.0 +4.5°* 50.7 + 16.7 ®Y
5 5 73.0 +£2.7%* 42.0 +8.5%Y
6 5 75.0 +3.5%% 53.7+5.72Y
X 5 73.7 +3.7% 452 +11.9Y

Los valores representan medias + desviacion estandar. Valores con literales distintas (a,b,c) dentro de
las columnas difieren significativamente (P< 0.05). Valores con literales distintas (w,x,y,z) dentro de las
filas son diferentes significativamente (P< 0.05).
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Figura 18. Motilidad progresiva en el semen fresco (MPF), y al descongelado (MPD).
Estos valores difieren significativamente (P<0.05).
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Figura 19. Motilidad progresiva en el semen fresco y al descongelado por individuo,
Las cuales difieren significativamente (P<0.05).

8.2.4 Estado de capacitacion

Se determiné el estado de capacitacion espermatica de acuerdo a los patrones de
fluorescencia de la prueba de la clortetraciclina (CTC) (Figura 20). En el Cuadro 13 se
presentan los valores promedio y por cada individuo de los patrones de la prueba de la
clortetraciclina en el semen fresco (Figura 21); en el Cuadro 14 se presentan los
valores al descongelado (Figura 22). No se observaron diferencias significativas entre
machos en semen fresco y al descongelado.

A B

Figura 20. Espermatozoides mostrando los patrones de fluorescencia obtenidos (CTC) para determinar el
estado de capacitacion. Se muestra la representacion esquematica de cada uno de ellos:
Espermatozoides no capacitados (Patrén F), capacitados con acrosoma intacto (Patron B) y capacitados
con reaccion acrosomal (Patron AR).
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Cuadro 13. Patrones de la prueba de clortetraciclina (%) en semen fresco

Macho

O OB WN P

X

Los valores representan medias + desviacion estandar. No se observaron diferencias significativas

Eyaculados

(n)

ol o1 o1 o1 o1 01

5

Espermatozoides
Patron F

entre machos para cada patron.

100

%

82.8+54
87.0+3.0
83.5+3.0
83.4+45
80.7 +11.8
84.0 +£5.9
83.6 £6.1

(%)

95+6.5
8.0+1.6
95+37
85+3.1
9.4+87
6.8+2.6
8.6+4.7

Espermatozoides
Patrén B (%)

Espermatozoides

Patron AR (%)

7.7+4.0
5.0+3.7
6.9+3.2
6.1+3.7
8.8+5.2
9.2+4.3
7.3+3.9
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Figura 21. Estado fisiologico de los espermatozoides en semen fresco determinado por CTC.
Espermatozoides no capacitados (Patrén F), capacitados con acrosoma intacto (Patrén B) y capacitados
con reaccion acrosomal (Patron AR).
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Cuadro 14. Patrones de la prueba de clortetraciclina (%) en semen descongelado

Macho | Eyaculados | Espermatozoides @ Espermatozoides | Espermatozoides

(n) Patron F (%) Patron B (%) Patron AR (%)
1 5 25.6 £8.7 61.8+11.4 12.6 £3.9
2 5 24817 57.2+4.38 144 +5.2
3 5 276+1.8 59.4£5.6 13.0+£4.0
4 5 27.8+6.4 58.3+7.1 13.9+3.5
5 5 25.0 £4.7 60.3+£6.7 14.7+53
6 5 25.6 +11.2 59.6 + 13.4 148+4.1
X 5 26.7 +6.2 59.4+8.1 13.9+4.1

Los valores representan medias + desviacién estandar. No se observaron diferencias significativas
entre machos para cada patron.
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Figura 22. Estado fisiolégico de los espermatozoides en semen descongelado determinado por CTC.
descongelado. Espermatozoides no capacitados (Patrén F), capacitados con acrosoma intacto

(Patrén B) y con reaccion acrosomal (Patron AR). No se observaron diferencias significativas entre
machos para cada patron.
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En el Cuadro 15 se presentan los valores promedio y por cada individuo del estado de
capacitacion espermatica en el semen fresco y al descongelado. Al comparar el
porcentaje de espermatozoides capacitados (Patrones B+AR) en el semen fresco y al

descongelado se observaron diferencias significativas entre ellos (P < 0.05) (Figura 23).

Cuadro 15. Espermatozoides capacitados (%) en semen fresco y al descongelado
(Patrones B+AR)

Macho Eyaculados Espermatozoides Espermatozoides
(n) Capacitados Capacitados
Semen Fresco (%) al descongelado (%)
1 5 17.3+5.3%* 74.4+8.7%
2 5 13.0+3.0%* 71.6+1.7%
3 5 16.5+3.0%* 72.4+18%
4 5 14.6 £ 4.3 2% 72.2+6.4%Y
5 5 18.1 +12.4%* 75.0+£4.72Y
6 5 16.0 +6.0%* 744+11.2%
Promedio n=30 159 +6.2% 73.3+6.27

Los valores representan medias + desviacion estandar. Valores con literales distintas (a,b,c) dentro de las
columnas difieren significativamente (P< 0.05). Valores con literales distintas (x,y) dentro de las filas son
diferentes significativamente (P<0.05).
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Figura 23. Espermatozoides Capacitados en semen fresco (BARF) y al descongelado (BARD).
Estos valores difieren significativamente (P<0.05).
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8.3 Correlaciones

En el Cuadro 16 se presentan los valores de correlacion entre algunas de las variables
estudiadas. Los valores de correlaciones entre la viabilidad en el momento
hiperosmotico y la viabilidad al descongelado, y entre la viabilidad al restablecer la
isosmolaridad y la viabilidad al descongelado fueron pequefios y no significativos. En
contraste, se obtuvo un valor de correlacion significativo para acrosomas intactos en el
momento hiperosmotico y acrosomas intactos al descongelado (r=0.81. P<0.01) (Figura
24); asimismo, para acrosomas intactos al restablecer la isosmolaridad y acrosomas
intactos al descongelado (r=0.90. P<0.01) (Figura 25). Ademas, se obtuvo un valor de
correlacion significativo entre la viabilidad al descongelado y la motilidad progresiva al
descongelado (r=0.66. P<0.01) (Figura 26).

Cuadro 16. Correlaciones entre variables de calidad esperméatica obtenidas de la
prueba de estrés osmotico y del proceso de crioconservacion

Nivel de
Variables Correlacion significancia
Viabilidad en Hiperosmolaridad r=0.20 ns
Viabilidad al Descongelado
Viabilidad en Isosmolaridad r=0.12 ns
Viabilidad al Descongelado
Acrosomas Intactos en Hiperosmolaridad r=0.81 P<0.01
Acrosomas Intactos al Descongelado
Acrosomas Intactos en Isosmolaridad r=0.90 P<0.01
Acrosomas Intactos al Descongelado
Viabilidad al Descongelado r=0.66 P<0.01

Motilidad Progresiva al Descongelado
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Figura 24. Correlacion entre acrosomas intactos en el momento hiperosmaético y acrosomas intactos al
descongelado (r = 0.81, P<0.01).
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Figura 25. Correlacion entre acrosomas intactos al restablecer la isosmolaridad y acrosomas intactos al
descongelado(r = 0.90, P<0.01).
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Figura 26. Correlacion entre la motilidad progresiva al descongelado y la viabilidad al descongelado (r =
0.66, P<0.01).
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8.4 Comparativo de la determinacion de la viabilidad espermatica por SYBR-14 y

Eosina-Nigrosina

En el Cuadro 17 se presenta la comparacion de la determinacién de viabilidad en
semen fresco y semen descongelado mediante tinciones fluorescentes (SYBR-14/Pl) y
con la tincidbn Eosina-Nigrosina. Los valores obtenidos de ambas técnicas fueron

diferentes en el semen descongelado (P<0.05), no asi en el semen en fresco.

Cuadro 17. Comparativo de la viabilidad espermética determinada con la tincion
fluorescente SYBR-14/Pl y con tincion Eosina-Nigrosina

Tincion Viabilidad en Semen Viabilidad al
Fresco (%) Descongelado (%)

SYBR-14/PI 90.5+2.8°% 349+86°

Eosina-Nigrosina 90.3+4.6° 66.0+7.8°

Los valores representan medias + desviacion estandar. Los valores con literales distintas dentro de las
columnas son diferentes significativamente (P<0.05).
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9. DISCUSION

La incubacién de los espermatozoides en soluciones hiperosmoticas se realizé con la
intencién de simular el estrés osmoético que sufre la célula durante el proceso de
congelacion; la posterior incubacion en soluciones hiposméticas para el
restablecimiento de las condiciones de isosmolaridad se realizé para simular el proceso

de descongelacion.

9.1 Incubacién en soluciones hiperosmoticas e hiposmoticas

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, mostraron que cuando los
espermatozoides porcinos son incubados en soluciones hiperosmoticas, se observa
una disminucion en la viabilidad espermatica y un aumento en la proporcién de
acrosomas alterados conforme aumenta la osmolaridad, siendo mas intensos estos

efectos cuanto los espermatozoides son incubados en condiciones de isosmolaridad.

Con respecto a la observacion anterior parece ser que el espermatozoide mantiene la
integridad de la membrana en soluciones hiperosmoticas siempre y cuando no sea
retornado a la isosmolaridad, pero en cuanto esto sucede se muestra una disminucion
significativa sobre la viabilidad; este fendémeno también se ha observado en
espermatozoides de humano (Gao et al., 1993; Curry y Watson, 1994), de carnero (Holt
y North 1994), de cerdo (Caiza de la Cueva et al., 1997; Medrano, 1998), de equino
(Caiza de la Cueva et al., 1997; Pommer et al., 2002), ademas de otros tipos celulares
como eritrocitos de humano (Zade-Oppen, 1968; Farrant y Woolgar, 1972), granulocitos
de humano (Armitage y Mazur, 1981) y en células de adenocarcinoma prostéatico
humano (Zawlodzka y Takamatsu, 2005); debido a lo anterior, a este tipo de dafio se le

ha definido como “dafio posthipertonico”.

Cabe mencionar que en los trabajos mencionados anteriormente la incubacion en las
soluciones hiperosméticas e hiposmoticas se llevé a cabo a una temperatura siempre
superior a 0°C, a diferencia del presente trabajo en el que la incubacién en
hiperosmolaridad se realiz6 a -5°C y la incubacion en isosmolaridad a 37°C, a las

cuales también se observo un comportamiento similar.
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Con respecto al factor de la temperatura, se ha observado un efecto dependiente de la
temperatura sobre el dafio posthipertdnico, lo que quiere decir que este tipo de dafio se
reduce con una disminucion de la temperatura. Gao et al. (1993) observaron un dafio
menor en el espermatozoide humano posterior al estrés hiperosmético a 0°C en
comparacion con 8 y 22°C. En este mismo sentido, Caiza de la Cueva et al. (1997)
observaron que la incubacion a 37°C provocO mayor dafio sobre la viabilidad y el
estado del acrosoma porcino que cuando se realiz6 a 4 y 16°C. En el presente trabajo
se utilizé6 una temperatura de -5°C para llevar a cabo la incubacion en soluciones
hiperosméticas, con la intencion de imitar la temperatura a que se forma el hielo en los

diluyentes de uso comun.

Por lo anterior, se han dado razones para explicar el efecto de la temperatura y se ha
demostrado que los espermatozoides sometidos al proceso de osmoregulacién en
ausencia de temperatura baja, presentan cambios notables en la integridad de la
membrana plasmatica, desorden y empaquetamiento lipidico, viabilidad celular y
motilidad; también se demostré que hay detrimento de los mecanismos de sefializacion;
por lo que se ha sugerido que el estrés del medio al espermatozoide, particularmente
el estrés osmotico, dirige la respuesta celular en varias formas las cuales incluyen
dinamicas de membrana, funcion mitocondrial, estructura y difusion de la membrana

plasméatica y sefializacion celular (Meyers, 2005).

Por otro lado, posiblemente el efecto de la temperatura puede ser una consecuencia de
la diferencia del grado de fluidez de la membrana plasmatica, a la modificacion de la
temperatura del medio, lo cual podria cambiar la capacidad del espermatozoide para la
regulacion de la osmolaridad y del volumen celular (Watson y Duncan, 1988; Lingrel y
Kuntzweiler, 1994).

Finalmente, con respecto a la temperatura, si el dafio post-hipertonico se reduce con la
disminucién de ésta, esto podria explicar parcialmente la razon por la cual el proceso
de enfriado lento es usado en la actualidad en la crioconservacion de células
espermdticas, ya que durante el proceso de enfriado lento, las células pueden
experimentar mas de 8000 mOsm/Kg de estrés hiperténico por un largo periodo a

temperaturas bajas debido a la precipitacion del agua extracelular como hielo (Mazur et
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al., 1981); en contraste, para los granulocitos humanos se ha observado que un
descenso de temperatura aumenta el dafio post-hiperténico, por lo que se entenderia el

poco éxito obtenido para su crioconservacion (Armitage y Mazur, 1981).

Otro factor a tomar en cuenta son los elementos utilizados para la elaboracion de las
soluciones, en el presente trabajo se utiliz6 glucosa adicionada en el medio de
congelacion BF5 para obtener los diferentes valores de osmolaridad. Mediante la
utilizacién de soluciones hiperosmoéticas preparadas con glicerol, cloruro de sodio y
glucosa se obtuvieron los valores mas altos en viabilidad y acrosomas intactos para
porcinos con las soluciones preparadas con glucosa (Caiza de la Cueva et al., 1997) y
para humanos con glicerol (Gao et al., 1993), valores muy similares a los obtenidos en

este trabajo.

Con respecto a los efectos de la glucosa Crowe et al. (1990), mencionan que la
glucosa puede estabilizar las membranas mediante la formacién de enlaces de
hidrégeno con los grupos fosfato o los fosfolipidos de membrana y por lo tanto podria
otorgar proteccion adicional al espermatozoide durante la disminucion y aumento de

volumen.

En cuanto a la variacion en los resultados obtenidos en el comportamiento espermatico
entre especies, posiblemente se deba al grado de permeabilidad al glicerol entre éstas,
siendo no la Unica diferencia, ya que el porcentaje de agua osmaticamente inactiva en
el espermatozoide porcino es casi el doble del espermatozoide humano, bovino o de
raton (Du et al.,, 1994); esto implica que el proceso de deshidratacion del
espermatozoide porcino a niveles no letales durante el proceso de enfriamiento es
mucho mas complicado que en el humano. Ambos factores pueden ser incluidos entre
las posibles explicaciones de la baja tasa de criosupervivencia del espermatozoide

porcino.

Otro aspecto a tomarse en cuenta y de gran importancia de la diferencia entre especies
es la observaciéon de que el espermatozoide porcino es altamente sensible a los
cambios osmaticos; solo puede tolerar un aumento de volumen y de crenacion de 1.02
y 0.97 veces su volumen celular isosmatico, respectivamente, manteniendo mas de

70% de motilidad (Gilmore et al., 1998), cuyo volumen isosmaético se ha determinado y
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es de 26.3 pm®y volumen celular osméticamente inactivo del 67.4% (Gilmore et al.,
1996). En comparacion con el espermatozoide porcino, se ha demostrado que el
espermatozoide humano tolera un aumento de volumen celular de 1.1 veces y de
crenacioén 0.75 veces su volumen isosmoético, manteniendo el 90% de motilidad (Gao et
al., 1995) mientras que el espermatozoide de ratdon puede crenar y aumentar su
volumen celular 0.76 y 1.24 veces su volumen celular isosmotico respectivamente,
manteniendo un 80% de motilidad (Willoughby et al., 1996).

De acuerdo con Meyers (2005), la capacidad del espermatozoide para responder al
cambio del volumen celular estd determinado por varios factores incluyendo la
composicion fosfolipidica de la membrana plasmatica, permeabilidad al agua,
temperatura de transicion de fase lipidica, actividad Na'/K"™ ATPasa, canales de agua,

canales ionicos y elementos del citoesqueleto.

Otro factor de gran importancia, es el tiempo de exposicion, ya que se ha visto que el
dafio posthipertonico se presenta en funcion del tiempo de exposicion al ambiente
hiperosmético previo al retorno a condiciones isosméticas. Gao et al. (1993) obtuvieron
los mejores valores de supervivencia con el menor tiempo de exposicion a soluciones
hiperosmoéticas. Se ha demostrado que el dafio provocado por la rehidratacion aumenta
conforme aumenta el tiempo de exposicibn a soluciones hiperosmoticas, esto es
posible debido a que el dafio por rehidratacion se considera es el resultado del dafio
ultraestructural de la membrana provocado por la deshidratacién y contraccion.

Han y Bischof (2004) mencionan que una de las principales razones por la que es dificil
determinar el dafio por efecto de los solutos, se debe a que este efecto es muy
complejo, ya que involucra el comportamiento de cambio de fase de soluciones
fisiolégicas, las cuales son mezclas de agua, electrolitos (principalmente NacCl),

proteinas y muchos otros solutos.

Es de gran importancia hacer notar que mediante la utilizacion de criomicroscopia de
fluorescencia en espermatozoides de carnero (Holt et al., 1992) y porcino (Medrano et
al., 2002), se ha notado que la viabilidad del espermatozoide se mantiene durante el
proceso de congelacion pero disminuye significativamente durante el proceso de
descongelacion, de forma similar al dafio posthiperténico observado en la primera parte

del presente trabajo.
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9.2 Proceso de congelacion-descongelacion

9.2.1 Viabilidad

En el presente trabajo se observdé una disminucion significativa del porcentaje de
viabilidad, entre lo observado en semen fresco (90.5%) y posterior al descongelado
(34.9%). Cerolini et al. (2001) reportaron una disminucion de la viabilidad de
aproximadamente 50% al descongelado; resultados obtenidos por Medrano (1998)
indican que la viabilidad al descongelado vario entre 4 y 36%, en ambos trabajos la

viabilidad se determiné mediante compuestos fluorescentes (SYBR-14/PI).

Se observaron diferencias entre los porcentajes de viabilidad en semen fresco y al
descongelado, notandose que los machos que presentaron los valores mas elevados
en fresco no son precisamente los que obtuvieron los valores mas altos al
descongelado y viceversa; al respecto, Woelders et al. (1996) mencionan que la calidad
esperméatica en el semen fresco y al descongelado no estan relacionadas, mientras
que, por el contrario Cerolini et al. (2001) mencionan que una viabilidad espermatica
elevada antes del proceso de congelacion es indicativa de una elevada viabilidad al
descongelado. Estos resultados indican variaciones de la resistencia entre machos al
proceso de congelacién-descongelacion; de acuerdo con Medrano et al. (2002) la
viabilidad al descongelado en algunos machos tiende a ser superior que otros,

independientemente de las tasas de enfriamiento utilizadas.

9.2.2 Acrosoma

En el presente trabajo se observé una disminucién de acrosomas intactos en el semen
descongelado (79.5%) en comparacion con los valores observados en el semen fresco
(89%) valores muy similares a los obtenidos por Flores (2005) de 77,9% al
descongelado utilizando el tratamiento de enfriado pre-congelacion de -°5C. No se

observaron diferencias significativas al descongelado entre machos.
Debido a que la integridad acrosomal no necesariamente refleja la integridad de la

membrana plasmatica, la combinacién de las dos pruebas otorga una medicidbn mas

adecuada de ambos que una por si sola (Holt, 2000).
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A este respecto, Valcéarcel et al. (1996) determinaron que cerca del 18% de los
espermatozoide ovinos sometidos a la congelacion y descongelacion y con membrana
plasmatica dafiada presentaron acrosomas intactos; por otra parte Sukardi et al. (1997)
y Guthrie y Welch (2005) observaron mediante el uso de yoduro de propidio y lectinas
que un espermatozoide puede presentar dafio a la membrana plasmética y mantener
un acrosoma intacto; por lo que en el presente trabajo la determinacion del estado
acrosomal se llevdé a cabo en células permeabilizadas mediante la utilizacion de la
lectina aglutinina Pisum sativum conjugada con isotiocionato de fluoresceina (PSA-
FITC) que se ha utilizado como tincion selectiva del acrosoma (Cross y Meizel, 1989); y
gue muestra afinidad por los residuos terminales alfa-D-glucosil y alfa-D-manosil de
glicoproteinas uniéndose especificamente al alfa-manosido que se encuentra en el

contenido acrosomal (Cross et al., 1986).

9.2.3 Motilidad

La evaluacién de la motilidad espermética post-descongelacion se utiliza ampliamente
como referencia de la supervivencia espermatica (Holt, 2000). En el presente trabajo, el
porcentaje de motilidad progresiva en el semen fresco (73.7%), disminuyo
significativamente posterior al proceso de congelacion y descongelacion (45.2%), con
una reduccion de aproximadamente 40%, lo que concuerda con resultados obtenidos
por Cerolini et al, (2001) con una disminucién similar para espermatozoides porcinos;
mientras que Medrano (1998) reportd porcentajes de motilidad al descongelado entre 1
y 38%.

No se observaron diferencias estadisticas entre los porcentajes de motilidad en semen
fresco y al descongelado entre verracos, el macho con el porcentaje mas alto en semen
fresco obtuvo el porcentaje mas alto al descongelado, asi como el macho con el
porcentaje mas bajo de igual manera obtuvo el porcentaje mas bajo al descongelado,
Cerolini et al. (2001) obtuvieron resultados similares; sin embargo, Woelders et al.
(1996) mencionan que la motilidad antes y después de la congelaciébn no estan

relacionadas.
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9.2.4 Capacitacion

Previo a la prueba de la clortetraciclina (CTC) se suele determinar la viabilidad celular
evitando de esta forma examinar espermatozoides muertos y células con reaccion
acrosomal (Hewitt y England, 1998). Mediante el uso de yoduro de propidio se ha
confirmado que el flujo de calcio al interior y exterior celular solo ocurre en la poblacién
de células vivas, por lo que la deteccibn de cambios en la poblacibn completa
probablemente daria como resultado concentraciones exageradas de calcio intracelular
como resultado de la disfuncion de las membranas de células no viables (Green y
Watson, 2001). En el presente trabajo se utilizé fibra de vidrio y el Sephadex, que es un
método que incluye sustancias adhesivas, para eliminar los espermatozoides muertos y
otras impurezas del eyaculado (Bonet et al., 2006).

Cabe mencionar que durante la incubacion de espermatozoides en medios de
capacitacion, se ha observado un aumento gradual en el nUmero de espermatozoides
clasificados en el patrén B de la prueba de la clortetraciclina, sugiriendo que este patrén

es un marcador que indica capacitacion (Kaneto et al., 2002).

En el presente trabajo se observé un aumento del porcentaje de células mostrando el
patrén B en el semen descongelado (59.4%) en relacion con el semen fresco (8.6%),
este efecto también se ha observado después de la crioconservacion por Maxwell y
Johnson (1997) y Flores (2005) en espermatozoides porcinos; por Pérez et al. (1996),
Gillan et al., (1997) y Rios (2005) en espermatozoides ovinos y por Cormier et al.
(1997) en espermatozoides bovinos; en adicién, el mismo efecto se ha observado
cuando los espermatozoides son enfriados y posteriormente sufren un proceso de
calentamiento; en espermatozoides de porcino enfriados a 5°C (Watson, 1996; Maxwell
y Johnson,1997) en espermatozoides de bovino a 4°C (Cormier et al.,, 1997) y
espermatozoides de raton a 4°C (Fuller y Whittingham, 1996; 1997).

En adicion a lo anterior, Green y Watson (2001), observaron que al someter
espermatozoides de porcino a 4°C, se presenta un aumento en el patron B, solo al
calentamiento a 39°C, y no asi cuando se calentdé a 22°C o en espermatozoides
mantenidos a temperatura ambiente y recalentados a 39°C, indicando posiblemente
mecanismos enzimaticos en los cuales la temperatura de 22°C no es capaz de inducir

los cambios similares a la capacitacion; al respecto, Harrison y Gadella (2005)

84



mencionan que la induccion de la capacitacion por medio de la actividad de la
escramblasa mediada por bicarbonato en la membrana plasmaética, sélo se lleva a cabo
a temperaturas fisiolégicas, y no se observa a temperatura ambiente en medios de

conservacion que contienen bicarbonato como el BTS.

Debido a lo mencionado anteriormente, es de gran importancia el entendimiento de los
procesos y determinar si los cambios observados posterior al enfriamiento y
crioconservacion son los mismos a los observados in vivo o incluso in vitro (Curry,
2000). A este respecto, hay evidencia de diferencias en espermatozoides porcinos
entre los intermediarios fosforilados que pueden determinarse después de la
capacitacion in vitro y los intermediarios determinados después del enfriamiento lento;
en particular se ha notado que una proteina de 32 kDa (p32) es autofosforilada en la
capacitacion del espermatozoide porcino (Tardif et al.,, 2001; Kaneto et al., 2002),
misma proteina que fue detectada posterior a un tratamiento de enfriamiento lento a
4°C de semen porcino (Kaneto et al., 2002), incluso en ausencia de factores de

capacitacion como calcio, bicarbonato y albumina.

Por otra parte, Green y Watson (2001) concluyen que el espermatozoide enfriado a 5°C
tiene caracteristicas similares a la capacitacion en cuanto a cambios de membrana y el
incremento en las concentraciones intracelulares de calcio, sin embargo, en cuanto a
los patrones de fosforilacion de residuos de tirosina de las proteinas se mostré que no
son procesos idénticos e involucran rutas alternativas de activacién que conducen a un

punto final: la desestabilizacion de membranas que sufrira una reaccién acrosomal.

Sin embargo, Anzar et al. (2002) mencionan que cuando se trabaja con
espermatozoides descongelados los patrones de cambios similares a la capacitacion
pertenecen casi exclusivamente a los espermatozoides dafiados. A este respecto, Silva
y Gadella (2002) mencionan que el proceso de congelacion y descongelacion provocan
una distorsion y colapso de las membranas plasmaticas conforme la bicapa lipidica se

vuelve inestable por las temperaturas bajas.

Finalmente, Cerolini et al. (2001) determinaron que los cambios en la composicion

lipidica y calidad esperméatica en el semen porcino sometido a la crioconservacion,
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favorecen la pérdida general de colesterol libre, mismo que conduciria a los eventos

similares a la capacitacion observados.

9.3 Correlacion entre la prueba de estrés osmotico precongelacion y la

supervivencia espermatica al proceso de congelado-descongelado

En el presente trabajo, al comparar los resultados obtenidos se observé que no hubo
diferencia significativa entre los valores obtenidos para el porcentaje de viabilidad y el
porcentaje de acrosomas intactos en la prueba de hiperosmolaridad y los valores para
estas mismas variables posterior al proceso de congelacion — descongelacion,

(P>0.05), sugiriendo que ambos procesos, de alguna forma, podrian ser similares.

Las variables en las que se obtuvo correlaciones positivas fueron el porcentaje de
acrosomas intactos en el momento de hiperosmolaridad y de acrosomas intactos en el

momento de isosmolaridad con el porcentaje de acrosomas intactos al descongelado.

Resultados obtenidos por Caiza de la Cueva et al. (1997), mostraron bajas
correlaciones en todos las variables seminales observadas, aunque cabe hacer notar
gue las muestras utilizadas por estos autores no fueron utilizadas simultdneamente
para la prueba anisosmotica y para la evaluacion de la criosupervivencia, de tal forma
gue los resultados obtenidos fueron independientes. Se menciona también que las
correlaciones en los medios que contenian glucosa fueron mejores a las observadas
con medios que contenian glicerol o cloruro de sodio, indicando que la composicion del
medio es un factor importante en la modulacion de la respuesta a los cambios de
osmolaridad del espermatozoide porcino. En contraste, en el presente trabajo se
utilizaron muestras del mismo eyaculado (alicuotas) para la realizacion de la prueba
anisosmoética y para el proceso de congelado-descongelado, tomando en cuenta que
existen diferencias entre eyaculados y podrian responder de diferente forma a ambos

procesos.

Tomando en cuenta los factores antes mencionados, la simulacion del proceso de
congelado-descongelado, combinando los elementos mas cercanos a la realidad
utilizados en la crioconservacion, podria otorgar un mejor resultado. Factores como el

sometimiento a condiciones hiperosmaéticas a temperaturas bajas, solutos empleados
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para la preparacion de las soluciones hiperosmoticas mismos que son empleados como
crioprotectores tal como la glucosa y el glicerol, la temperatura a la cual se reestablecen

las condiciones de isosmolaridad, tiempos de exposicidn a las soluciones, entre otros.

En este trabajo, se obtuvo una correlacién positiva de la viabilidad al descongelado con
la motilidad progresiva al descongelado (r=0.66 P<0.01). Garner et al. (1986)
demostraron una correlacion negativa entre la poblacion celular tefiida con yoduro de
propidio y el porcentaje de células moéviles. Sin embargo, Medrano (1998) utilizando el

protocolo de Pursel y Jonson (1975) no encontrd correlacion entre los dos parametros.

9.4 Comparacion entre SYBR-14/Pl y eosina-nigrosina para la determinacion de la

viabilidad espermatica

Aunque la tincion eosina-nigrosina todavia se utiliza en muchos laboratorios como
medio de evaluacion de viabilidad, las tinciones fluorescentes han ido desplazandola
(Johnson et al., 1996), por lo que se realiz6 un comparativo entre la viabilidad

determinada con la eosina-nigrosina y la viabilidad determinada con SYBR-14/PI.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, demostraron que no hubo diferencias
significativas en los porcentajes de viabilidad obtenidos en el semen fresco, mediante la
utilizacién de eosina-nigrosina (90.4%) y con SYBR-14/Pl (90.5%); en contraste, los
porcentajes de viabilidad en semen descongelado fueron mas bajos con SYBR-14

(34.9%) que con la eosina-nigrosina (66%), mostrando diferencia significativa (P<0.05).

Estos datos concuerdan con los obtenidos por Chalah y Brillard (1998) y Chalah et al.
(1999) quienes compararon las dos técnicas para la determinacion de viabilidad en
semen fresco y en semen descongelado de aves, no observandose diferencias entre
los valores de viabilidad determinados en semen fresco por ambas técnicas, sin
embargo, obtuvieron una mayor viabilidad al descongelado determinada con eosina-
nigrosina en comparacion con SYBR-14/Pl. Estos autores concluyeron que la tincién
fluorescente SYBR-14/Pl es mas discriminatoria en la determinacién de viabilidad al

descongelado.
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Brito et al. (2003) determinaron la viabilidad del semen bovino al descongelado,
observando que las proporciones de espermatozoides viables determinadas por las
tinciones eosina-nigrosina y tripan azul fueron mayores significativamente que las
proporciones determinadas por CFDA/PI y SYBR-14/Pl; argumentando que las
diferencias en el peso molecular podrian ser las responsables de las diferencias
observadas entre las tinciones de la eosina-nigrosina o tripan azul y las tinciones
basadas en yoduro de propidio, aunque el tripan azul tiene un peso molecular
relativamente alto (961 Da), la eosina y el yoduro de propidio tienen pesos similares
(692 y 668 Da respectivamente).

Por otro lado, una posible explicacion para la diferencia entre las determinaciones con
la eosina-nigrosina o tripan azul y el yoduro de propidio, es el tiempo de exposicion a la
tincion el cual es de solo unos segundos para eosina-nigrosina o tripan azul y de 10 a
30 minutos para el yoduro de propidio. Talbot y Chacon (1981) observaron que la
proporcion de espermatozoides tefiidos con tripan azul aumentd significativamente

después de 15 minutos de exposicion a la tincion.

En el presente trabajo, la diferencia entre determinaciones so6lo se observé en semen
descongelado y no en semen fresco, por lo que posiblemente algunos de los
componentes adicionados a los medios de crioconservacion como por ejemplo glicerol

o yema de huevo, interfieran con el proceso de tincién al descongelado.

9.5 Variaciones individuales

La clasificacion de machos porcinos como buenos, promedio y malos congeladores se
ha basado en los valores obtenidos al descongelado, Cerolini et al. (2001), mencionan
como valores de buenos congeladores: viabilidad 42%, motilidad 44%; congeladores
promedio: viabilidad 34%, motilidad 42%; malos congeladores: viabilidad 19%, motilidad
27%. Thurston et al. (2002) menciona valores de buenos congeladores: viabilidad 37%,
motilidad 54.1%, acrosomas intactos 90%; congeladores promedio: viabilidad 28%,
motilidad 22%, acrosomas intactos 82%; malos congeladores: viabilidad 17%, motilidad

17%, acrosomas intactos 88%. Tomando en cuenta estas referencias, con los valores
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obtenidos en el presente trabajo, podriamos clasificar a 5 machos como buenos

congeladores y un macho como congelador promedio.

Se ha sugerido que a nivel genético existen diferencias entre machos con respecto a la
criosupervivencia, sin embargo, la congelacion espermética no es un fendmeno
bioldgico natural, de tal forma que no es probable que hubiera un gen que controle o
regule la crioconservacion. Los genes que podrian estar involucrados en la
criosupervivencia indudablemente controlarian o regularian caracteristicas de la
estructura espermatica o de desarrollo, mismas que tienen influencia sobre la respuesta

del espermatozoide al protocolo de crioconservacion (Thurston et al, 2002).

Finalmente, es importante remarcar lo siguiente:

La incubacion del espermatozoide porcino en condiciones anisosmoticas produce dafio

cuantificable a la membrana plasméatica y al acrosoma.

La mejor comprension de los efectos del enfriamiento y crioconservacion sobre la
viabilidad, capacitacion y el estado acrosomal podria conducir al mejoramiento de los

métodos de conservacion liquida y crioconservacion del espermatozoide porcino.

Es posible el uso de una prueba anisosmoética precongelacion, como parametro de
prediccion de la calidad del semen porcino al descongelado, utilizando un protocolo
estandar de congelacion; sin embargo, es de gran importancia tomar en cuenta la

variabilidad entre individuos (“buenos, promedio y malos congeladores”).

La fertilidad potencial de una muestra de semen probablemente depende de un nimero
suficiente de espermatozoides normales viables y funcionalmente competentes que
alcancen la tuba uterina, lleven a cabo una fertilizacion normal y contribuyan al
desarrollo embrionario. En la evaluacion espermatica in vitro como valor de prediccion
de fertilidad in vivo se deberia incluir la determinacion de varias caracteristicas
morfoldgicas y funcionales como sea posible, especialmente cuando se lleva a cabo la

evaluacion de espermatozoides sometidos al proceso de congelacion y descongelacion.
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Los verracos reproductores comerciales, todavia no han sido seleccionados por su
congelabilidad espermética, por lo tanto es razonable asumir que diferentes razas
seleccionadas para caracteristicas especiales como la calidad de carne magra podrian
exhibir diversidad genética considerable con relacion a la caracteristica de

congelabilidad heredada.
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10. CONCLUSIONES

La prueba de estrés osmotico sobre los espermatozoides porcinos mediante la
utilizacién de una solucién hiperosmética de 2100 mOsm/Kg a -5°C y el retorno a la
isosmolaridad (300 mOsm/Kg) a 37°C simula en cierta forma el proceso de

crioconservacion.

Esta prueba de estrés osmoético permitiria la prediccidon de la criosupervivencia
espermética, especialmente los valores de viabilidad y acrosomas intactos, de una
manera sencilla y rapida. Sin embargo, no se debe dejar de lado otros factores no
directamente relacionados a los cambios osméticos que tienen influencia sobre la

tasa de supervivencia del espermatozoide porcino al proceso de crioconservacion.

Se sugiere para experimentos futuros, la evaluacion de la fertilidad y prolificidad de
los espermatozoides sometidos a esta prueba y la posterior evaluacion y
comparacién con los valores obtenidos con semen sometido al proceso de

crioconservacion.

91



11. LITERATURA CITADA

1. Acker JP y McGann LE (2003) Protective effect of intracellular ice during
freezing? Cryobiology 46, 197-202.

2. Agca Y, Liu J, Mullen S, Jhonson-Ward J, Gould K, Chan A, Critser J (2005)
Chimpanzee (Pan troglodytes) spermatozoa osmotic tolerance and
cryoprotectant permeability characteristics. Journal of andrology, Vol 26, No 4,
470-477.

3. Alberts BJ, L, Julian, R Martin, R, Keith. (2002) Molecular biology of the cell. 4™
edit. New york and London: Garland Publishing.

4. Anzar M, He L, Buhr MM, Kroetsch TG, Pauls KP (2002) Sperm apoptosis in
fresh and cryopreservated bull semen detected by flow cytometry and its
relationship with fertility. Biology of Reproduction 66, 354-360.

5. Armitage WJ, Mazur P (1984) Osmotic tolerance of human granulocytes. Am J
Physiol 274, 373-381.

6. Aurich C. (2005) Factors affecting the plasma membrane function of cooled-
stored stallion spermatozoa. Animal Reproduction Science 89, 65-75

7. Bailey JL, Burh MM (1994) The impact of cryoconservation on Ca-2+ regulation
by bovine spermatozoa. Can. J. Anim. Sci 74, 45-52

8. Bailey JL, Tardif S, Dubé C, Beaulieu M, Reyes-Moreno C, Lefievre L, Leclere P
(2004) Use of phosphoproteomics to study tyrosine kinase activity in capacitating
boar sperm kinase activity and capacitation. Theriogenology 63, 599-614

9. Baldi E, Luconi M, Bonaccorsi L, Krausz C, Forti G (1996) Human sperm
activation during capacitation and acrosome reaction: role of calcium, protein
phosphorylation and lipid remodeling pathways. Frontiers In Bioscience 1, 189-
205

10.Barth AD, Oko RJ (1989). Abnormal morphology of bovine spermatozoa, lowa
State University Press, lowa, United States of America, 8-16

11.Baust JM. (2002) Molecular mechanisms of cellular demise associated with
cryopreservation failure. Cell Preserv Technol 1, 17-31

12.Beatty RA, Stewart DL, Spooner RL, Hancock JL (1976) Evaluation by
heterospermic insemination technique of the differential effect of freezing at -
196°C on the fertility of individual bull semen. J. Reprod Fertil 47, 377-379.

13.Bonet S., Martinez E., Rodriguez JE., Barrera J. (2006) Biotecnologia de la

Reproduccién Porcina. Manual de Técnicas de Reproduccion Asistida en
Porcino. Universidad de Girona. Espafia.

92



14.Brito LFC, Barth AD, Bilodeau-Goeseels S, Panich PL, Kastelic JP (2003)
Comparison of methods to evaluate the plasmalemma of bovine sperm and their
relationship with in vitro fertilization rate. Theriogenology 60, 1539-1551

15.Bwanga CO, Einarsson S, Rodriguez-Martinez H. (1991) Cryopreservation of
boar semen. II: Effect of cooling rate and duration of freezing point plateau of
boar semen frozen in mini- and maxi-straws and plastic bags. Acta Vet. Scand.
32, 455-461.

16.Caiza de la Cueva F., Rigau T., Pujol R., Piedrahita J., Rodriguez-Gil J. (1997)
Resistance to hiperosmotic stress in boar spermatozoa: The role of the ion
pumps and the relationship with cryosurvival. Animal Reproduction Science 48,
301-315.

17.Caiza de la Cueva F, Pujol R, Rigau T, Bonet S, MIr6 J, Briz M,., Rodriguez-Gil J.
(1997) Resistance to osmotic stress of horse Spermatozoa: The role of ionic
pumps and their relationship to cryopreservation success. Theriogenology 48,
947-968.

18.Cerolini S, Maldjian A, Pizzi F Gliozzi TM (2001) Changes in sperm quality and
lipid composition during Cryopreservation of boar semen. Reproduction 121, 393-
401

19.Cormier N, Sirard MA, Bailey JL (1997) Premature capacitation of bovine
spermatozoa is iniciated by cryopreservation. Journal of Andrology 18, 461-468

20.Critser JK, Huse-Benda AR, Aaker DV, Arneson BW, Ball GD. (1988)
Cryopreservation of human spermatozoa Ill. The effect of cryoprotectans on
motility. Fertil. Steril. 50, 314-320.

21.Cross N, Morales P, Overstreet J, Hanson F (1986) Two simple methods for
detecting acrosome-reacted human sperm. Gamete Res.15, 213-226

22.Cross N, Meizel S (1989) Methods for evaluating the acrosomal status of
mammalian sperm. Biology of Reproduction 41, 635-641

23.Crowe JH, Hoekstra FA, Crowe LM, Anchordoguy TJ, Drobnis E (1989) Lipid
phase transitions measured in intact cells with fourier transform infrared
spectroscopy. Cryobiology 26, 76-84.

24.Crowe LM, Crowe JH, Carpenter JF, Rudolph AS, Aurrel Wistrom C, Spargo PJ,
Anchordoguy TJ. (1990) Interactions of sugars with membranes. Biochim.
Biophys Acta 947, 736-384

25.Curry MR y Watson PF. (1994) Osmotic effects on ram and human sperm
membranes in relation to thawing Injury. Cryobiology 31, 39-46.

26.Curry MR (2000) Cryopreservation of semen from domestic livestock. Reviews of
Reproduction 5, 46-52

93



27.Chalah T, Brillard P (1998) Comparison of assessment of fowl sperm viability by
eosin-nigrosin and dual fluorescence (SYBR-14/Pl). Theriogenology 50, 487-493

28.Chalah T, Seigneurin F, Blesbois E, Brillard P (1999) In Vitro comparison of fowl
sperm viability in ejaculates frozen by three different techniques and relationship
with subsequent fertility in vivo. Criobiology 39, 185-191

29.Chandler DE, Wililams JA (1978). Intracellular divalent cation release in
pancreatic acinar cells during stimulus secretion coupling I. Use of
chlortetracycline as fluorescent probe. Journal of Cell Biology 76, 371-385

30.De Leeuw, FE, Colenbrander, B, Verkeij, AJ, (1990). The role membrane
damage plays in cold shock and freezing injury. Reprod. Domest. Anim. (Suppl.
1), 95-104.

31.Devireddy RV, Swanlund DJ, Roberts KP, Bischof JC (1999) Subzero water
permeability parameters of mouse spermatozoa in the presence of extracelular
ice and cryoprotective agents. Biology of Reproduction 61, 764-775

32.Drobnis EZ, Crowe LM, Berger T, Anchordoguy TJ, Overstreet JW, Crowe JH.
(1993). Cold shock damage is due to lipid phase transitions in cell membranes: a
demonstration using sperm as a model. J. Exp. Zool 265 , 432 — 437.

33.Du J, Tao J, Kleinhans FW, Peter AT, Critse JK. (1994) Determination of boar
spermatozoa water volume and osmotic response. Theriogenology 42, 1183-
1191

34.Farrant J, Woolgar AE. (1972). Human red cells under hypertonic conditions; a
model system for investigating freezing damage, 1. sodium chloride. Cryobiology
9, 9-15.

35.Fazeli A, Duncan AE, Watson PF, Holt WV (1999) Sperm-oviduct interaction:
induction of capacitation and preferential binding of uncapacitated spermatozoa
to oviductal epithelial cells in porcine species. Biology of Reproduction 60, 879-
886

36.Fishbein WM y Winkert JW. (1978). Parameters of biological freezing damage in
simple solutions: Catalase Il demonstration of an optimal recovery cooling rate
curve in a membraneless system. Cryobiology 15, 168-179.

37.Flesch FM, Voorhout WF, Colenbrander B, Van Golde LM, Gadella BM (1998).
Use of lectins to characterize plasma membrane preparations from boar
spermatozoa: a novel technique for monitoring membrane purity and quantity.
Biology of Reproduction 59, 1530-1539

38.Flesch FM, Gadella BM (2000). Dynamics of the mammalian sperm plasma
membrana in the process of fertilization. Biochimica et Biophysica Acta 1469,
197-235.

39.Flores HF. (2005). Efecto del enfriado lento hasta -5°C previo a la congelacion
sobre la estructura y funcionalidad de la membrana plasmética del

94



espermatozoide porcino. Tesis de maestria. FES - Cuautitlan. Universidad
Nacional Autonoma de México.

40.Fraser LR, Abeydeera LR, Niwa K (1995). Ca®" -regulating mechanism that
modulate bull spermatozoa capacitation and acrosomal exocytosis as determined
by CTC analysis. Mol. Reprod. Dev 40, 233-241

41.Fuller SJ, Whittingham DG (1996). Effect of cooling mouse spermatozoa to 4°C
on fertilization and embryonic development. Journal of Reproduction and Fertility
108, 139-145

42.Fuller SJ, Whittingham DG (1997) Capacitation-like changes occur in mouse
spermatozoa cooled to low temperature. Molecular reproduction and
Development 46, 318-324

43.Gadella, BM y Harrison RAP (2002). Capacitation induces cyclic adenosine 3’ 5’
monophosphate  dependent but apoptosis unrelated exposure  of
aminophospholipids at the apical head plasma membrane of boar sperm cells.
Biology of Reproduction 67, 340-350

44.Gadella BM, Miller NGA, Colenbrander B, Van Golde LMG, Harrison RAP.
(2000) Flow cytometric detection of transbilayer movement of fluorescent
phospholipids analogues across the boar sperm plasma membrane: elimination
of labeling artifacts. Mol. Reprod Dev 53, 108-25.

45.Gao DY, Ashworth E., Watson PF, Kleinhans FW, Mazur P, y Critser JK. (1993).
Hyperosmotic tolerance of human spermatozoa: Separate effects of glycerol,
sodium chloride, and sucrose on spermolysis. Biology of Reproduction 49, 112-
123.

46.Gao D. y Critser JK. (2000). Mechanisms of Cryoinjury in Living Cells.
Cryobiology of Embryos, Germ Cells, and Ovaries. Volume 41 (4).

47.Gao DY, Liu J, Liu C, McGann E, Watson P, Keinhans FW, Mazur P, Critser JK
(1995) Prevention of osmotic injury to human spermatozoa during addition and
removal of glycerol. Hum Reprod 10, 109-112

48.Garner DL, Pinket D, Johnson LA, Pace MM (1986) Assessment of spermatozoal
function using dual fluorescent staining and flow cytometric analyses. Biology of
Reproduction 34, 127-138

49.Garner DL y Johnson LA (1995) Viability assessment of mammalian sperm using
SYBR-14 and propidium iodide. Biology of reproduction 53, 276-284

50.Gillan L, Evans G, Maxwell WMC (1997). Capacitation status and fertility of fresh
and frozen-thawed ram spermatozoa. Reproduction fertility and development 9,
481-487

51.Gilmore JA, Du J, Tao J, Peter AT, Critser JK (1996). Osmotic properties of boar

spermatozoa and their relevance to cryopreservation. J. Reprod. Fertl. 107, 87-
95

95



52.Gilmore JA, Liu J, Peter AT y Critser JK. (1998) Determination of plasma
membrane characteristics of boar spermatozoa and their reelevance to
cryopreservation. Biology of Reproduction 58, 28-36.

53.Green CE, Watson PF (2001) Comparison of the capacitation-like state of cooled
boar spermatozoa with true capacitation. Reproduction 122, 889-898

54.Grobfeld R, Sieg B, Struckmann C, Frenzel A, Maxwell W, Rath D. (2007) New
aspects of boar semen freezing strategies. Plenary session 3. VI International
Conference on boar semen preservation. Alliston. Ontario, Canada.

55.Guthrie HD y Welch GR. (2004). Impact of storage prior to cryopreservation on
plasma membrane function and fertility of boar sperm. Theriogenology. Volume
63 Issue 2. 396-410.

56.Han B. y Bischof JC. (2004) Direct cell injury associated with eutectic
crystallization during freezing. Cryobiology 48, 8-21

57.Hammerstedt RH, Graham JK. y Nolan JP. (1990). Cryopreservation of
mammalian sperm: What we ask them to survive. J. Androl. 11, 73-88.

58.Harrison RAP, Vickers SE. (1990). Use of fluorescent probes to assess
membrane integrity in mammalian spermatozoa. J. Reprod. Fert. 88, 343-352

59.Harrison RAP, Gadella BM (2005). Bicarbonate-induced membrane processing in
sperm capacitation. Theriogenology 63, 342-351

60.Hays LM, Crowe JH, Wolkers W, Rudenko S. (2001) Factors affecting leakage of
trapped solutes from phospholipids vesicles during thermotropic phase
transitions. Cryobiology 42 (2), 88-102.

61.Hewitt DA, England GCW (1998). An investigation and the acrosome reaction in
dog spermatozoa using a dual fluorescent staining technique. Animal
Reproduction Science 51, 321-332

62.Holt WV, Head MF, North RD (1992) Freeze-induced membrane damage in ram
spermatozoa is manifiest after thawing: Observations with experimental
cryomicroscopy. Biol Reprod 46, 1086-1094

63.Holt WV, y North RD. (1994). Effects of temperature and restoration of osmotic
equilibrium during thawing on the Induction of plasma membrane damage in
cryopreservated ram spermatozoa. Biology of Reproduction 51, 414-424

64.Holt WV. (2000a) Basic aspects of frozen storage of semen. Anim. Reprod. Sci
62, 3-22

65.Holt WV (2000b). Fundamental aspects of sperm cryobiology: the importance of
species and individual differences. Theriogenology 53, 47-58.

96



66.Holt WV, Medrano A. (1997) Assessment of boar sperm function in relation to
freezing and storage. J. Reprod Fertil 52, (Suppl), 213-222

67.Holt WV, Medrano A, Thurston LM, Watson PF (2005). The significance of
cooling rates and animal variability for boar sperm Cryopreservation: insights
from the cryomicroscope. Theriogenology 63, 370-382

68.Hunter RHF (1983) Sperm transport and reservoirs in the pig oviduct. Journal of
Reproduction and fertility 63, 109-117

69.Johnson LA. (1985). Fertility Results using Frozen Boar Spermatozoa: 1970-
1985. Deep freezing of Boar Semen. Swedish Univ Agric Sci, Uppsola, 199-222.

70.Johnson LA. Maxwell WMC, Dobrinsky JR, Welch GR. (1996) Staining sperm for
viability assessment. Reprod Domest. Anim. 31, 37-47

71.Johnson LA, Weitze KF, Fiser P, Maxwell WMC. (2000). Storage of boar semen.
Anim. Reprod. Science 62, 143-172

72.Kaneto M, Harayama H, Miyake M, Kato S. (2002). Capacitation-like alterations
in cooled boar spermatozoa: assessment by the chlortetracycline staining assay
and immunodetection of tysorine-phosphorylated sperm proteins. Anim. Reprod.
Sci. 73, 197-209.

73.Karlsson JOM y Toner M. (1996). Long-term storage of tissues by
Cryopreservation: critical issues. Biomaterials 17, 243-256.

74.Kumar S, Millar JD, Watson PF. (2003) The effect of cooling rate on the survival
of cryopreserved bull, ram, and boar spermatozoa: a comparison of two
controlled-rate cooling machines. Cryobiology 46, 246-253

75. Levitt JA. (1962). Sulfhydryl disulphide hypotesis of frost injury and resistance in
plants. J. Theor Biol 3, 355-368.

76.Lingrel, J.B., Kuntzweiler, T., 1994. Na+/K’-ATP-ase. J. Biol. Chem. 269, 19659-
19662.

77.Lovelock JE y Polge C. (1954). The immobilization of spermatozoa by freezing
and thawing and the protective action of glycerol. Biochem J. 58, 618-622.

78.Maxwell WMC, Johnson LA (1997) Chlortetracycline analysis of boar
spermatozoa after maturation, flow cytometric sorting, cooling or cyopreservation.
Molecular Reproduction and Development 46, 408-418

79.Mazur P. (1963) Kinetics of water loss from cells at subzero temperatures and
the likelihood of intraocular freezing. J Gen Physiol 47, 347-369

80.Mazur P, Leibo SP, Chu EHY. (1972). A Two-Factor Hypotesis of Freezing Injury.
Exp Cell Res. 71, 345-352.

97



81.Mazur P, Rall WF, Rigopoulus N. (1981) Relative contribution of the fraction of
unfrozen water and of salt concentration to the survival of slowly frozen human
erythrocytes. Biophys J. 36, 653-675

82.Mazur P. (1984). Freezing of Living Cells: Mechanisms and Implications. Am. J.
Physiol. 247, C125-C142.

83.Medrano A, Holt WV. (1996). Protective effects of glycerol during cold shock in
boar spermatozoa. A cryomicroscope study using propidium iodide and SYBR-
14. Reprod. Domest. Anim. 31, 281-282

84.Medrano A, Holt WV. (1998).Variacion individual en la susceptibilidad del semen
porcino al congelado-descongelado. Arch. Zootec 47, 319-327

85.Medrano A. (1998) The importance of individual variation in boar semen
cryopreservation. Ph.D. thesis. University of London.

86.Medrano A, Watson PF; Holt WV. (2002). Importance of cooling rate and animal
variability for boar sperm Cryopreservation: insights from the cryomicroscope.
Reproduction 123, 315-322

87.Meyers SA (2005). Spermatozoal response to osmotic stress. Animal
Reproduction Sience 89, 57-64

88.Morris GJ, Acton E y Avery S. (1999).A novel approach to sperm
cryopreservation. Human Reproduction 14, 4, 1013-1021

89.Muldrew K y McGann LE. (1994). The osmotic rupture hypothesis of intracellular
freezing injury. Biophysical journal 66, 532-541

90.Noiles EE, Mazur P, Benker FW, Lleinhaus FW, Amann RP, Critser JK (1992)
Critical osmolarity, water and glycerol permability coefficient determination for
equine spermatozoa. Biolgy of Reproduction 46 (Suppl 1), 95.

91.Parks JE, Lynch DV (1992). Lipid composition and thermotropic phase behaviour
of boar, bull, stallion, and rooster sperm membranes. Cryobiology 29, 255 266.

92.Pefia Martinez Al (2004) Canine fresh and cryopreserved semen evaluation.
Animal Reproduction Science 82-83, 209-224

93.Pérez LJ, Valcarcel A, de las Heras MA, Moses D, Baldasarre H. (1996)
Evidence that frozen/thawed ram spermatozoa show acelerated capacitation in
vitro assessed by chlortetracycline assay. Theriogenology 46, 131-140

94.Peris S, Solanes D, Pefia A, Rodriguez-Gil J.,y Rigau T. (2000). lon-Mediated
resistance to osmotic changes of ram spermatozoa: The role of amiloride and
ouabain. Theriogenology 54,1453-1467.

95.Petrunkina AM, Hebel M, Waberski D, Weitze K F and To pfer-Petersen E
(2004). Requirement for an intact cytoskeleton for volume regulation in boar

98



spermatozoa. Society for Reproduction and Fertility ISSN 1470-1626
(paper) 1741-7899

96.Polge C, Smith AV y Parkes AS. (1949). Revival of spermatozoa after vitrification
and dehydration at low temperatures. Nature (London) 164, 666.

97.Pommer AC, Rutllant J, Meyers SA (2002). The role of osmotic resistance on
equine spermatozoal function. Theriogenology 58, 1373-1384

98.Pommer AC, Rutllant J, Meyers SA (2003). Phosphorylation of protein tyrosine
residues in fresh and cryopreservated stallion spermatozoa under capacitating
conditions. Biology of Reproduction 68, 1208-1214

99.Pontbriand D, Howard JG, Schiewe MC, Stuart LD, Wildt DE. (1989). Effect of
cryoprotective diluent and method of freeze-thawing on survival and acrosomal
integrity of ram sperm. Cryobiology 26, 341-354.

100. Pursel VG y Johnson LA. (1975). Freezing of boar spermatozoa: fertilizing
capacity with concentrated semen and a new thawing procedure. Journal of
animal science 40, 99-102

101. Ramalo-Santos J, Schatten G, Moreno RD (2002) Control of membrane fusion
during spermiogenesis and the acrosome reaction. Biology of Reproduction 67,
1043-1051

102. Naz RK, Rajes PB (2004) Role of tyrosine phosphorylation in sperm
capacitation / acrosome reaction. Reproductive Biology and Endocrinology 2,75

103. Rodriguez GL. (2005) Reconstitucion de productos hematopoyéticos
criopreservados. Tesis de Doctorado. Universidad Autonoma de Barcelona.
Facultad de Medicina.

104. Rios Granillo E. (2005) Comparacion del enfriado tradicional a +5°C vs el
enfriado a +2°C y -2°C sobre la criosupervivencia y la capacitacion prematura del
semen de carnero. Tesis de Maestria. Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan. UNAM.

105. Santymire RM, Marinari PE, Kreeger JS, Wildt DE, Howard J (2006) Sperm
viability in the black-footed ferret (Mustela nigripes) is influenced by seminal and
medium osmolality. Cryobiology 53, 37-50

106. Siegel S. (1990). Estadistica no paramétrica. Editorial Trillas.

107. Silva PFN, Gadella BM (2006) Detection of damage in mammalian sperm cells.
Theriogenology 65, 958-978

108. Songsasen N and Leibo SP. (1997). Cryopreservation of mouse spermatozoa

Il. Relationship between survival after Cryopreservation and osmotic tolerance of
spermatozoa from three strains of mice. Cryobiology 35, 255-269

99



109. Steel G, Torrie J. (1985). Bioestadistica: Principios y procedimientos. Editorial
Mc Graw-Hill.

110. Sukardi S, Curry MR, Watson PF (1997). Simultaneous detection of the
acrosomal status and viability of incubated ram spermatozoa using fluorescent
markers. Animal Reproduction Science 46, 89-96

111. Talbot P, Chacon RS (1981) A triple-stain technique for evaluating normal
acrosoma reactions of human sperm. Journal Exp Zool 215, 201-208

112. Tardif S, Dubé C, Chevalier S, Bailey JL (2001). Capacitation is associated with
tyrosine phosphorylation and tyrosine kinase-like activity of pig sperm proteins.
Biol. Reprod. 65, 784-792

113. Thurston LM, Siggins K, Mileh AJ, Watson PF, Holt WV. (2002). Identification
of amplified restriction fragment length polymorphism markers linked to genes
controlling boar sperm viability following Cryopreservation. Biology of
Reproduction 66, 545-554

114. Vazquez J, Roca J, Gil M, Cuello C, Parrilla I, Vazquez J, Martinez E. (2007)
New developments in low dose insemination technology. Session plenary 2. VI
international conference on boar semen preservation. Alliston. Ontario, Canada.

115. Visconti PE, Kopf GS (1998) Regulation of protein phosphorylation during
sperm capacitation. Biology of Reproduction 59, 1-6

116. Vishwanath R, Swan MA, White IG. (1986). Effect of Triton X-100 on
Ultraestructure, Reactivation, and Motility Characteristics of Ram Spermatozoa.
Gamete Res. 15, 361-371.

117. Volonte D, Galbiati F, Pestell RG, Lisanti MP. (2001) Cellular stress induces the
tyrosine phosphorilation of caveolina-1 (Tyr(14)) via activation of p38 mitogen-
activated protein kinase ans c-Src Kinase. Evidence for caveolae, the actin
cytoskeleton, and focal adhesions as mechanical sensors of osmotic stress. J.
Biol. Chem. 276, 8094-8103.

118. Watson PF, Duncan AE. (1988). Effect of Salt Concentration and Unfrozen
Water Fraction on the Viability of Slowly Frozen Ram Spermatozoa. Cryobiology
25, 131-142.

119. Watson PF, Kunze E, Cramer P, Hammerstedt RH. (1992). A comparison of
critical osmolality and hydraulic conductivity and its activation energy in fowl and
bull spermatozoa. J. Andrology 13, 131-138

120. Watson PF. (1995). Recent Developments and Concepts in the
Cryopreservation of spermatozoa and the Assessment of their Post-Thawing
Function. Reprod Fertil Dev. 871-891.

121. Watson PF (1996) Cooling of spermatozoa and fertilizing capacity. Reprod Dom
Anim 31, 135-140.

100



122. Watson PF. (2000) The causes of reduced fertility with cryopreserved semen.
Anim. Reprod. Sci . 60-61, 481- 492

123. Wehner F, Olsen H, Tinel H, Kinne-Saffran E, Kinne RK. (2003) Cell volume
regulation: osmolytes, osmolyte transport, and signal transduction. Rev. Physiol.
Biochem. Pharmacol. 148, 1-80

124. Weitze KF, Stampa E, Richter L, Willmen T, Waberski D. (1991). Fertility of
frozen boar semen: influence of packing, number of inseminations and seminal
plasma. Reprod Domest. Anim. (Suppl 1), 139-142.

125. Willoughby CE, Mazur P, Peter AT, Critser JK. (1996) Osmotic Tolerance limits
and properties of murine spermatozoa. Biol Reprod 55, 715-727

126. Woelders H, Matthijs A, Den Besten M. (1996). Boar variation in freezability of

the semen. Proceedings Il Conference on Boar semen Preservation.
Reproduction in Domestic Animals 31: 153-159.

127. Wolfe J, Bryant G (2001). Celullar cryobiology: thermodynamic and mechanical
effects. International Journal of Refrigeration 24, 438-450

128. Wolley DM, Richardson DW. (1978). Ultrastructural injury in human
spermatozoa after freezing and thawing. J. reprod Fertil 53, 389-394.

129. Woods EJ, James DB, Yuksel A y Critser JK (2004). Fundamental cryobiology
of reproductive cells and tissues. Cryobiology 48, 146-156

130. Yoshida M (2000). Conservation of sperms: current status and new trends.
Animal Reproduction Science 60-61, 349-355.

131. Yeung CH, Barfield JP, Cooper TG. (2006). Physiological volume regulation by
spermatozoa. Molecular and cellular Endocrinology 250, 98-105.

132. Zade-Oppen AMM. (1968) Posthypertonic hemolysis in sodium chloride
systems.Acta Physiol Scand 73, 341-364.

133. Zawlodzka S y Takamatsu H.(2005). Osmotic injury of PC-3 cells by hypertonic
NacCl solutions at temperatures above 0°C. Cryobiology 50, 58-70.

134. Zeng WX, Shimada M, Isobe N, Terada T. (2001) Survival of boar spermatozoa
frozen in diluents of varying osmolality. Theriogenology 56, 447-458.

101



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Revisión de Literatura
	3. Antecedentes
	4.Justificación
	5. Hipótesis
	6. Objetivos
	7. Material y Métodos
	8. Resultados
	9. Discusión
	10. Conclusiones
	11. Literatura Citada

