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La vida no solo estéd hecha de deseos, pero si de los actos de
cada uno.
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. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue aplicar un protocolo de enfriado lento a
espermatozoides porcinos para mejorar la supervivencia al calentamiento y/o al
descongelado. Se utilizd el semen de seis cerdos del Centro de Ensefianza,
Investigacion y Extension en Produccion Porcina (CEIEPP) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia — UNAM) ubicado en Jilotepec, Estado de México.
El trabajo se llevé acabo de agosto de 2013 a mayo de 2014. El semen se transporto
al laboratorio nimero dos de la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, utilizando un diluyente comercial
(Magapor® 1:1 v/v) en un tiempo de 45 minutos aproximadamente y a una
temperatura de 30° C; a su llegada, se centrifugd a 500 x g por 10 minutos,
eliminando el sobrenadante y resuspendiéndolo en un medio de congelacién estandar
sin glicerol (Beltsville Freezing Medium - BF5), se ajusté la concentracién a 400x10°
células/mL, sometiendo a los espermatozoides a un enfriado lento de 23 a 5°C, en la
que se le afadié BF5 con glicerol obteniéndose una concentracién final de 1% de
glicerol y 200x10° células por mL, posteriormente se envasaron en paijillas de plastico
de 0.5 mL y éstas fueron mantenidas a 5°C durante 16 horas. Este procedimiento fue
comun a las tres etapas descritas a continuacién: En la primera etapa se determino el
punto de congelacién de 50 pajillas (5 eyaculados) expuestas al vapor de nitrégeno
registrandolo con un termopar, que se coloco dentro de cada pajilla. En la segunda
etapa, las pajillas se enfriaron aun mas: a -3 (T1), -5 (T2) y -7° C (T3), las enfriadas a
+5° C fueron el grupo control; una vez que se alcanzaron las temperaturas anteriores,
se tomaron dos pajillas de cada una de esas temperaturas y se recalentaron a 38° C
para evaluar la motilidad progresiva, la integridad de la membrana plasmatica
(Eosina-Nigrosina y la prueba del hinchamiento hiposmético - HOST) y la integridad
acrosomal (microscopia de contraste de fases). En la tercera etapa, las pajillas se
enfriaron a +5 (T1), -3 (T2) y -5° C (T3), cuando alcanzaron dichas temperaturas se
congelaron y almacenaron por un mes; las pajillas fueron descongeladas en bafio
maria a 38°C evaluando la motilidad progresiva, la Integridad de la membrana
plasmatica y la Integridad acrosomal, empleando el procedimiento comun descrito
anteriormente. El punto de congelacion fue -8.2 + 0.3° C (media + ee). El enfriado de
los espermatozoides a +5, -3 y -5° C produjo resultados similares entre tratamientos
para todas las variables evaluadas, pero diferentes a los enfriados a -7° C, mostrando
una mejor viabilidad de los tres primeros tratamientos, respecto al ultimo. La
congelacion-descongelacion de los espermatozoides enfriados a 5, -3, y -5° C, antes
de la congelacion, produjo resultados similares de criosupervivencia espermatica.
Para corroborar la criosupervivencia espermatica y viabilidad obtenida en estos
tratamientos es necesario continuar la linea de investigacion empleando la
inseminacion artificial.



Il INTRODUCCION

2.1 Antecedentes historicos del Cerdo
Los cerdos denominados como verdaderos, se encuentran en la tercera

subfamilia denominada Suidos, de ahi se han derivado todas las razas
existentes en la actualidad. Los diversos géneros se desarrollaron en el
centro de Asia, Europa y Africa, adaptandose a las particularidades del lugar
(Flores, 1988).

En el periodo Neolitico ya se encuentra domesticado; la cria del cerdo era
conocida por los chinos 4,800 afios A.C., posteriormente surgieron tres

especies que originaron a los cerdos actuales:

1. Sus vitatus: originarios de China, de cuerpo corto y grueso, de baja
fecundidad y rapido desarrollo.

2. Scrofa ferus: originados de Europa, de cuerpo alargado, alto, dorso
arqueado, desarrollo tardio, gran fecundidad y rusticidad.

3. Sus mediterraneus: tiene aspectos intermedios de los anteriores (Flores,
1988).

2.2 Introduccion de cerdos en México
Fue Cristébal Colon quien en su segundo viaje a México introdujo al cerdo

en 1493. Por su rapida reproduccion y la falta de contencion, los cerdos se
dispersaron por todo el territorio nacional propiciando que algunos se

volvieran salvajes (Flores, 1988).

2.3 Reproduccioén del Cerdo
Los métodos de reproduccion constituyen los procedimientos en los que

interviene el hombre para la multiplicacién de los animales domésticos, con
la finalidad de conservar o mejorar caracteres y aptitudes o provocar la
aparicion de nuevas cualidades. En el caso de los cerdos se utiliza la

seleccion en la mejora de razas con la finalidad de expresar las



caracteristicas deseables y de eliminar las perjudiciales o indeseables
(Flores, 1988).

2.4 Seleccion de sementales
En 1780 en ltalia, Lazaro Spallanzani determiné que el potencial fecundante

residia en el esperma (Bailey et al., 2008), por lo tanto en una explotacion el
semental es un factor importante y este se elige por factores econdmicos
como son la ganancia de peso, conversion alimenticia, porcentaje de grasa
y rapidez en la ganancia de peso. Asi mismo se intenta buscar como otra
caracteristica de seleccion, la capacidad que tienen de ser buenos o malos

congeladores de semen (Watson, 1995).

La carne de cerdo es una fuente importante de alimento en el mundo, el
40% (94 millones de toneladas métricas) del consumo de carne roja es
proveniente de la carne de cerdo (Gerrits et. al., 2005). El consumo per
capita anual del cerdo en México 2006 (15kg) al 2018 (14.7kg); segun las
predicciones respecto al afio 2018 este consumo disminuira ligeramente
(Subria, 2009).

Por ello, la finalidad de la explotaciéon es obtener un cerdo de tamafio medio
que alcance un peso de 100kg a los seis meses de edad, con un cuerpo
lleno, miembros fuertes, cara larga, morro ancho, manteniendo su
rusticidad (Flores, 1988).

2.5 Inseminacion artificial
La inseminacion artificial es la aplicacion de dosis seminales en el aparato

reproductivo de la hembra, con la finalidad de obtener la mayor tasa de

fecundacioén. Se puede aplicar en tres puntos diferentes:

1. Tradicional: el semen se deposita en los primeros centimetros del

cérvix.



2. Postcervical: el semen es depositado en el cuerpo del utero
atravesando el cérvix.
3. Intrauterina profunda: el semen se deposita atravesando el cérvix

en un cuerno del utero (Roche et. al., 2014).

En las cerdas se recomienda hacer una inseminacion artificial post-cervical,
ya que se reducen los costos y tiempo, ademas de que se utiliza una menor
cantidad de espermatozoides y de diluyente; al poder aumentar con cada
semental de dos a tres veces mas la dosis (1000 — 1500 millones de
espermatozoides), que en la forma tradicional, generando un aumento en la
transmisién del potencial genético de 600 a 16000 lechones al afio (Roche
et. al., 2014).

La inseminacion artificial ha tenido gran impacto y éxito en Europa y E. U.
en los ultimos 35 afos, ya que mediante el uso de los diluyentes el semen
en fresco (utilizados el mismo dia o almacenados de 15-20° C durante 1-5
dias) como congelado se ha podido preservar logrando con ello mejorar la
base genética de los cerdos en el mundo o de una manada en particular
(Johnson et. al., 2000).

En México la inseminacion artificial ha contribuido para el manejo de las
explotaciones y para reforzar la bioseguridad bloqueando enfermedades
siendo aplicada en el 100% de las explotaciones por ser una de las formas
mas rapidas y eficientes de transmitir material genético (Roche et. al.,
2014).

En nuestro pais se comenzo a utilizar la inseminacion post-cervical con la
finalidad de reducir el nimero de espermatozoides por dosis sin que se
vean alterados los parametros reproductivos. El 30% de las inseminaciones

es por via post-cervical y el 70% se realiza tradicionalmente, ésta es



recomendable para cerdas de reposicion o aquellas en que no es posible la

IA post-cervical (Roche et. al., 2014).

Se han seleccionado cerdos considerados de buena calidad genética con la
ayuda de pruebas de genética molecular, esto complementado con la
Inseminacion artificial ha contribuido a elevar las tasas de crecimiento,
calidad de la canal, mejoramiento reproductivo, cerdos mas saludables con
la propiedad de resistir enfermedades, mejorando en general la eficiencia en
la produccién porcina (Gerrits et. al., 2005).

El sexado de los espermatozoides en cerdos no es recomendable, ya que
tiene un impacto en los esquemas de seleccion, instalaciones, eficiencia
reproductiva y en las estrategias de mercado (Bailey et. al., 2008). Esto en
los cerdos depende mucho de la finalidad zootécnica y de que en el caso
del cerdo se necesitan altas dosis de semen o nimero de espermatozoides/
mL para fecundar, lo que el costo de la citometria aumentaria (Barandalla
et. al., 2012-2013)

Los primeros intentos de inseminacion artificial en cerdos fueron hechos por
Ivanov en 1926-1927 y por Milanov en 1930 en Rusia, siendo este ultimo
quien propuso los diluyentes (glucosa-sulfato y glucosa-tartrato) para

almacenar el semen porcino (Johnson et. al., 2000).

La IA con semen criopreservado ha estado disponible en el mercado desde
1975 y se comenzd a utilizar de esta forma para obtener beneficios en
aspectos como la exportacion y transferencia genética en mercados
nacionales y facilitar la obtencion de semen en lugares inaccesibles
(Johnson et. al., 2000).

Cabe mencionar que si bien el uso de semen criopreservado trae muchos

beneficios, también se debe considerar que se tiene que utilizar de 2 a 3



veces la dosis de esperma (3 x 109), hay una reduccién del indice de partos

y las camadas se reducen entre 1 y 3 lechones (Gerrits et. al., 2005).

La fertilidad del semen congelado - descongelado da una tasa de partos del
50% con siete lechones por camada. En 1970 nacieron los primeros
lechones a partir de espermatozoides congelados, esto se realizé por una
inseminacion quirdrgica por laparotomia (Polge et al., 1970). En Estados
Unidos se obtuvo la primera camada de lechones con espermatozoides
crioconservados por medio de una inseminacion tradicional; para 1975 se
establecieron los primeros protocolos de criopreservacion especificos para
los espermatozoides porcinos; en este pais se utiliza el método de Beltsville
desarrollado por Pursel y Johnson (Johnson et. al., 2000). Lo que limita la
técnica es que la inseminacion artificial en México y otros paises se realiza

en su mayoria con semen fresco o refrigerado (Bonet et al., 2006).

La criobiologia es una ciencia multidisciplinaria que estudia el
comportamiento fisico, biolégico de células y tejidos a bajas temperaturas,
especialmente por debajo del punto de congelacién del agua, 0°C (Gao y
Critser, 2000). La conservacion a bajas temperaturas permite que el
metabolismo biolégico de las células vivas disminuya drasticamente
permitiendo la preservaciéon a largo plazo de células y tejidos, teniendo
ventajas en diferentes aplicaciones como son la inseminacion artificial y la
fertilizacion in vitro, esto tiene como objetivo comprender la biofisica en
sistemas celulares al exponerse al efecto de las bajas temperaturas con la
finalidad de desarrollar y mejorar los protocolos de crioconservacion (Woods
et. al., 2004).

La supervivencia del espermatozoide crioconservado en nitrégeno liquido
no excede los 50 afos (Yoshida, 2000). Los espermatozoides tienen cierto
comportamiento durante el enfriado, esta célula tiene una subestructura

compleja y rigida, que contiene un nucleo condensado en la cabeza,



mitocondrias y componentes méviles en el flagelo, poco citoplasma y un

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

El espermatozoide es una célula altamente polarizada y especializada, es
una estructura tripartita formada por cabeza (tiene cuatro regiones: region
apical, pre ecuatorial, ecuatorial y post ecuatorial), pieza media y cola
(Flesch y Gadella, 2000).

El dafio celular directo inducido por la congelacion esta determinado por dos
diferentes factores que son modificados por la tasa (velocidad) de
enfriamiento:

1. La formacion de hielo intracelular

2. “Efectos de solucion”: Para extender la supervivencia es necesario
reducir la actividad metabdlica por inhibidores quimicos o por reduccién de
la temperatura. Los espermatozoides responden a la dilucion por un
aumento inicial de la actividad, seguido por perdida de motilidad y dafio de
la membrana.

Una dilucion excesiva provoca una pérdida de la viabilidad celular como
consecuencia de la perdida de componentes y/o dilucién de un agente

protector en el liquido seminal intracelular (Watson, 1995).

Ambos factores son letales para célula, lo que significa que el enfriado muy
rapido o muy lento provoque la muerte del espermatozoide, por lo tanto una
tasa de enfriado optima existe entre ambas (Devireddy et al., 1999). El
crioprotector eficaz del semen de cerdo es el glicerol ya que modula las
concentraciones del soluto del medio de dilucién durante la congelacién
(Johnson et. al., 2000).



2.6 Particularidades del eyaculado

Las primeras eyaculaciones del cerdo ocurren en la pubertad entre los cinco
y seis meses de edad. El volumen del eyaculado es de 200 — 300mL y
contiene entre 10 x 10% y 100 x 10° células espermaticas contenidas en el
plasma seminal, estas son secreciones producidas en su mayoria por las

glandulas accesorias (Bonet et. al., 2013).
Fracciones del eyaculado

El proceso del eyaculado puede tomar hasta 30 minutos y consiste en tres

fracciones:

1) Fracciéon pre-espermatica: constituida por las secreciones de la
prostata, glandulas vesiculares y algunos grumos de las glandulas
bulbouretrales (Cowper) es transparente, carece de espermatozoides Y
representa solo un 5% de su total. Su funcion fisiologica consiste en la
preparacion de la uretra al pase de la fraccion espermatica.

2) Fraccion espermatica: estd constituida por células espermaticas
contenidas en el plasma seminal, son secreciones de las glandulas
vesiculares y prostata; la porcion espermatica representa del 10 — 30% vy la

porcion liquida representa del 70 — 90% del volumen del eyaculado.

3) Fraccion post-espermatica: contiene poca cantidad de
espermatozoides y estd formada principalmente por secreciones de las
glandulas de Cowper y la prostata; presenta grumos gelatinosos (Tapioca)

cuya finalidad es formar un tapén en el cuello uterino.



2.7 Almacenamiento del semen porcino

Existen factores que influyen en la funcién de las células espermaticas
después de la eyaculacion y cuando son almacenadas considerando en
ambas la temperatura, previniendo un choque frio ya que el semen de cerdo
es muy susceptible a temperaturas inferiores a los 15° C (provocando la
pérdida de la viabilidad (Pursel et. al., 1973; Weber, 1989).

I. Choque frio

Existen diferentes factores en el que el choque frio influye:

a) La composicion de lipidos de la bicapa de la membrana la cual afecta la
fluidez de la membrana plasmatica ya que cuando baja la temperatura, esta
restringe el movimiento lateral de los fosfolipidos provocando la transicion
de un fluido a una fase de gel, el comportamiento de fase lo determinan la
composicion de acidos grasos de fosfolipidos (Johnson et.al., 2000).

b) Agrupamiento irreversible de proteinas.

c) El colesterol que provoca que la monocapa interna de la membrana sea
susceptible a este choque por que la distribucion de este en el exterior de la
capa es de forma asimétrica haciéndola vulnerable.

d) La dilucidn, el enfriamiento y los factores anteriores influyen en la funcién
de la membrana teniendo como consecuencias un aumento de la
permeabilidad provocando una fuga de cationes y enzimas, reduccion de la
actividad enzimatica, difusién controlada, cambios en el movimiento lateral
de los canales (De Leeuw et. al., 1990). La liberacion de calcio en el medio
ambiente de la célula estimula los procesos de capacitacién en el
espermatozoide esencial para la capacitacion pero perjudicial para el

almacenamiento de los espermatozoides. (Watson, 1995).



Il. Efecto de la dilucion y el desempeiio de los diluyentes en el semen.
Con la eyaculacion se produce una dilucion de los espermatozoides con los
fluidos seminales que producen las glandulas accesorias manteniendo la
motilidad.

La respuesta que tienen los espermatozoides a una dilucién excesiva es un
aumento inicial de la actividad, seguido de una perdida de movimiento mas
un dano en la membrana ocasionando la perdida de la viabilidad celular,
porque se pierden componentes o por que se diluye un agente protector
intracelular contenido en el liquido seminal como es la albumina de suero
que estimula la motilidad asi como adiciones milimolares de potasio (K) que

contribuyen a superar la fluidez de membrana (Harrison et. al., 1978).

IV. Almacenamiento del semen porcino

Al almacenarse el semen in vitro los espermatozoides sufren cambios
estructurales y funcionales asemejandose al envejecimiento natural, siendo
un proceso fisiolégico que no se puede evitar. Evaluar la motilidad durante
el almacenamiento indica la capacidad de fertilizacion, por lo que se debe
considerar la inseminacion en relacion a la ovulacién, ya que una
inseminacion sub éptima conduce a bajas tasas de concepcién y/o tamafio

de la camada (Johnson et. al, 2000).

Otra de las formas de almacenar el semen es en estado de congelacion,
aunque el semen porcino es muy susceptible al choque frio existen diversos
factores que influyen para la supervivencia de los espermatozoides a la
congelacion (Johnson et. al., 2000).

Factores internos

o Diferencias entre verracos
o Diferencias entre eyaculados
o Caracteristicas inherentes de los espermatozoides
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Factores externos: pueden ser manipulados para optimizar la congelacion

o Composicion de los diluyentes

o Tipo y concentracion del agente crioprotector
o Tasas de dilucion, refrigeracion y equilibrio

o Método de congelacién y descongelacion

V. Consecuencias del choque frio en los espermatozoides

Un enfriamiento rapido en los espermatozoides, da lugar a una transiciéon de
fluido a una fase de gel, ya que libera enzimas intracelulares, lipidos y una
redistribucién de iones provocando una perdida en la integridad de la
membrana y de la motilidad con reduccion irreversible de metabolismo de
los carbohidratos. Los espermatozoides del cerdo pueden adquirir
resistencia al enfriamiento si se les deja incubar (2-7hrs) en su plasma
seminal y a temperatura de cuarto (Pursel et. al., 1973; Butler y Roberts,
1975).

VL. Diluyentes y crioprotectores

Los diluyentes estdn compuestos por azucares, proteinas, lipoproteinas,
aditivos, agentes crioprotectores y tampones como la yema de huevo que
junto con la pasta Orvus ES proporcionan proteccion contra el fri6 en los
espermatozoides. El glicerol es considerado el mejor crioprotector ya que
promueve la supervivencia de los espermatozoides después de la
descongelacién. La concentracién de glicerol se determina por la velocidad
del enfriamiento (3% a 30°C/min.) ya que un incremento de glicerol, asi
como una adicién rapida del mismo pueden provocar toxicidad en los
espermatozoides, perdida de la motilidad e integridad acrosomal (Johnson
et. al., 2000).
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2.8 Técnicas para la evaluacion de semen de cerdo

Las evaluaciones en el semen del cerdo nos ayudan a evitar problemas de
fertilidad y al predecirla con exactitud servira para hacer una valoraciéon

reproductiva de los animales determinando asi la viabilidad.

Es conveniente realizar una valoracion rutinaria en los cerdos para evitar
descensos en la fertilidad ya que existen diversos factores que hacen variar
la calidad del semen como son la edad, manejo, estacion del afio, estado
nutricional y enfermedades. Por lo tanto se tienen que aplicar las siguientes
técnicas para la valoraciéon rutinaria en centros que posean sementales
(Bonet et. al., 2006).

Las evaluaciones macroscopicas y microscopicas mencionadas a

continuacion fueron tomadas de Bonet et al. (2006) y Bonet et al. (2013).

2.8.1 EVALUACION MACROSCOPICA:
I. Color: el color de eyaculado es resultado de la combinacion de sus

diferentes fracciones. El eyaculado total generalmente tiene un color

blanquecino con variaciones hacia el gris.

En ocasiones se producen contaminaciones del semen con sangre, orina,
secreciones prepuciales, pus, entre otras, las cuales determinan variaciones
del color y que pueden alterar la calidad del eyaculado y confundir la

evaluacion.

Il. Olor: el olor del semen de verraco es sui generis; en caso de
contaminaciéon con orina, presentara modificaciones caracteristicas como

mayor volumen, escasa concentracion y un pH alto.

lll. Densidad: viene dada por la concentracion espermatica del eyaculado.
Altas concentraciones resultan en densidades mas altas y viceversa. Para

medirla se utiliza un densimetro.
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IV. pH: es indicador de la concentracién de iones de hidrogeno. La
evaluacion de la acidez o alcalinidad del eyaculado se debe realizar

inmediatamente después de la extraccion.

El pH de las secreciones de las glandulas seminales del verraco es de 7.2 —
7.5, una reaccién acida, debido a la alta concentracién de glucosa, lo que
permite el almacenamiento durante algunos dias a temperatura ambiente y

un pH alcalino indica escasa posibilidad fecundante (Johnson et. al., 2000).

2.8.2 EVALUACION MICROSCOPICA:
I. Concentracion espermatica: Nos permite calcular el nUmero de dosis a

realizar a partir de cada eyaculado. Es una evaluacién muy importante y que
se realiza de manera rutinaria, ya que al aumentar la concentracion

espermatica se ve incrementada la fertilidad.

Il. Motilidad espermatica: Este parametro nos permite medir la calidad del

eyaculado. En un eyaculado se determinan dos tipos de motilidad:

a) Motilidad masal: es un movimiento de superficie que refleja la movilidad

de los espermatozoides en conjunto.

b) Motilidad Progresiva: Es una prueba cuali-cuantitativa ya que se evalla
el porcentaje de espermatozoides que presentan movimiento y la calidad de

este movimiento.

lll. Morfologia Espermatica: esta prueba que se aplica de rutina y
proporciona referencias sobre la viabilidad de los espermatozoides. Esta
prueba nos ayuda a detectar reproductores con baja calidad seminal ya que
se pueden determinar si existen alteraciones en la espermatogénesis o en

la maduracion en el epididimo (Bonet et. al., 2006).
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Las anomalias se clasifican por su origen y la zona del espermatozoide
donde aparezcan (Bonet et. al., 2006):

. Espermatozoides Normales: Distinguidos por tres  regiones
principales (cabeza, pieza intermedia o mitocondrial y cola).

. Espermatozoides Anormales: se presentan 3 tipos diferentes:
a) Primarias: Son malformaciones que se originan durante la
espermatogénesis como: macrocéfalos, microcéfalos, cabezas alargadas,

piriformes, pieza intermedia doble o engrosada, colas rotas, colas dobles.

b) Secundarias: Son malformaciones que se producen a nivel del
epididimo (cola enrollada completamente o parcialmente, enrollada por el

extremo distal, cabezas sin cola, colas en latigo).

c) Terciarias: Son producidas por un mal manejo (mecanicas,
fisicas/quimicas, cambios en el pH, composicién del diluyente o variacion en

la presion osmética (colas en latigo, cabezas sin cola).

IV. Valoracién acrosémica: Es una prueba importante para la valoracion
ya que tiene un papel importante en la fecundacién, porque tras la
capacitacion, el contenido enzimatico se encarga de disolver las envolturas
del ovocito para fecundar y esto solo lo logran los espermatozoides que
tengan un acrosoma intacto, demostrando que cuando hay acrosomas
dafiados disminuye la fertilidad (Bonet et. al., 2006).

*La técnica de contraste de fases en el cerdo es menos sencilla que en
otras especies pero es muy util por su sencillez y rapidez para los centros
de inseminacion.

Acrosoma intacto: se diferencian tres zonas con la ayuda de microscopia de

contraste de fases o tinciones fluorescentes.
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-Zona acrosomal con borde apical nitido
-Zona post acrosdmica

-Segmento Ecuatorial

V. Viabilidad espermatica: Se refiere a la integridad de la membrana
plasmatica del espermatozoide. Esta es la que permite el intercambio de
sustancias en el interior y el exterior de la célula, haciéndola una membrana
selectiva; cuando esta selectividad se pierde, la membrana es incapaz de
mantener las concentraciones de iones, solutos, metabolitos y coenzimas
necesarios conduciéndole a una pérdida de la motilidad y de sus funciones.
Para evaluar la integridad de esta membrana se utilizan tinciones no
fluorescentes como Eosina-Nigrosina considerada como tincién de
membrana impermeable; en la que aquellos espermatozoides con integridad
estructural no permitiran que el colorante penetre y por lo tanto no se tifien
(Bonet et. al., 2006).

VI. Integridad Funcional: Se realiza utilizando la prueba de Hinchamiento
Hiposmético (HOST- Hyposmotic Swelling Test) la cual se basa en la
reaccion que tiene la célula espermatica a los cambios de presion osmatica
(50 y 150 mOsm/kg incubados de 30 a 120 minutos), inferiores al fisiolégico
(300 mOsm/kg) proporcionando referencia sobre la integridad funcional de
la membrana plasmatica (Bonet et. al., 2006). Cuando se reduce la presion
osmoética del medio que rodea a la célula espermatica, esta intenta
equilibrar el desfase osmoético incorporando agua del medio al interior
provocando un hinchamiento y enrollamiento del flagelo, los que presentan
un dafio no experimentaran cambios (Bonet et. al., 2006).

Como ya se mencion6 anteriormente, durante el proceso de enfriado y
congelacion los espermatozoides estan expuestos a sufrir el fendmeno de
choque frio que involucra la transicion de fase de los lipidos que conforman
la membrana plasmatica, en consecuencia la membrana puede romperse.

La inclusiéon de yema de huevo en el diluyente de congelacion y el enfriado
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lento atendan o minimizan el dafio ocasionado por ese fenémeno. El rango
de temperatura en el que se presenta la transicién de fase de los lipidos de
la membrana es de los 20 a 0° C (Watson 1995). Sin embargo, los efectos
del choque frio pueden manifestarse a temperaturas bajo cero grados y aun
hasta los -10° C (Watson 1995; Noiles et. al., 1995). Considerando estas
observaciones, algunos investigadores han evaluado el efecto de mantener
los espermatozoides a 15° C por 3 horas antes de enfriarlos hasta la
temperatura estandar de 5° C (Maxwell and Johnson 1997), y otros han
prolongado el enfriado hasta -5° C (Medrano et. al. 2001; Garzon-Perez
2008) con la finalidad de proporcionar a la membrana plasmatica el tiempo
suficiente para que se reorganice su estructura tridimensional, de esta

manera se podria mantener su estabilidad y funcionalidad.

Se ha documentado que el dafio espermatico observado en el
procedimiento de crioconservacion, puede ser reducido mediante el

mejoramiento de los protocolos de congelacién (Bayshia et. al., 2014).
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1. JUSTIFICACION

Debido a que la Inseminacién artificial ha sido la herramienta mas
importante para mejorar la productividad de las piaras, el almacenamiento
del semen a largo plazo trae ventajas adicionales a los productores de
animales de importancia agricola y la industria de la Inseminacion Artificial
(Johnson et. al., 2000). La crioconservacion de semen facilita en gran
medida la distribucién de genes deseables y el rapido aumento de la
productividad de la piara. De particular importancia para el sector porcino, el
uso de semen congelado ayudaria a controlar la transmision de ciertos
patégenos, protegiendo asi la salud del hato. Por otra parte, una reserva de
semen crioconservado reduciria al minimo los efectos de un brote repentino
de una enfermedad contagiosa o un desastre natural.

Para ello se evaluaran diferentes temperaturas en rangos inferiores a 5°C
determinado y confirmando la temperatura éptima en la cual haya mejor
viabilidad espermatica, sin que los espermatozoides sufran capacitacion
prematura y mantengan su capacidad fertilizante.
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Iv. HIPOTESIS

Si se someten a los espermatozoides a una temperatura de enfriamiento
cercana al punto de congelacion, se extendera el tiempo para que la
membrana plasmatica se reorganice y mejore su supervivencia al

recalentamiento (sin formacioén de hielo) y/o al descongelado.

18



V. OBJETIVOS

General:

Aplicar un protocolo de enfriado lento para espermatozoides porcinos, para

mejorar la supervivencia al calentamiento y al descongelado.

Particulares:

. Determinar el punto de congelacion del semen de cerdo

. Someter a los espermatozoides a diferentes protocolos de enfriado

y evaluar su supervivencia al recalentamiento (sin formacion de hielo).

. Someter a los espermatozoides a diferentes protocolos de enfriado
sin formacion de hielo, para su posterior congelacion y evaluar la

supervivencia al descongelado.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio 2 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria (UIM) de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitltan (FES-C) de la Universidad Nacional Auténoma de Meéxico,
ubicada en el km 2.5 de la carretera Cuautitlan- Teoloyucan, Cuautitlan

Izcalli, Estado de México.

6.0 Obtencion y Transporte del Semen

El semen de cerdo se obtuvo de 6 sementales hibridos (Yorkshire-
Landrace, Duroc-Yorkshire, Duroc-Pietrain, Yorkshire-Pietrain), cuyas
edades oscilaban entre 1.2 y 2.5 afios de edad, pertenecientes al Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extensiéon en Produccion Porcina (CEIEPP), de
la Universidad Nacional Auténoma de México localizado en Jilotepec,
Estado de México.

La coleccion se realizé dos veces por semana mediante la técnica de “mano
enguantada”, posterior a ésta el semen se diluyo (1:1 volumen/volumen) con
un diluyente comercial* para su transporte en recipientes aislados (termos)
con camas de gel a una temperatura de 30°C para evitar cambios bruscos

de temperatura.

*Diluyente comercial: MAGAPOR®
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6.1 Evaluacion del semen
A su llegada al laboratorio, el semen diluido se dejaba atemperar a

temperatura de cuarto (23°C), posteriormente se determiné el volumen, olor,

color y consistencia.

6.2 Evaluacion microscépica
a) Motilidad Masal: Se colocd una gota en el centro de un portaobjeto

previamente calentado en una parrilla térmica a una temperatura de 37°C,
se observé en el microscopio a 100 y 200 aumentos la orilla de la gota,

dando un valor del 1 al 3 considerando:

0. Ondas inexistentes espermatozoides inmoviles.

1. Espermatozoides méviles, pero no alcanzan a formar ondas.
2. Formacién de ondas, pero muy lentas.

3. Formacion de ondas que se forman rapidamente
(Modificado de Gonzalez-Urdiales et. al., 2006).

b) Concentraciéon espermatica: En un tubo se hizo una dilucion 1:200
(1990ul de Solucion Salina Formolada al 0.3% para suprimir la motilidad
espermatica mas 10ul del semen diluido 1:1 volumen/volumen), se mezclé
perfectamente y se llen6 la camara de Neubauer la cual nos va ayudar a
determinar el niumero de espermas por unidad de volumen; antes de contar,

se esperd 5 minutos para que los espermatozoides se asentaran.

Posteriormente en las cuadriculas superior e inferior se contabilizaron los
espermatozoides contenidos en 5 cuadros (los dos superiores de los
extremos, los dos inferiores de los extremos y un central), contabilizando los
que queden dentro del cuadro y los que toquen alguna de las 3 lineas de la
parte superior e izquierda del mismo.

Se calculd un promedio de ambas cuadriculas y se multiplicé por 10

millones, obteniendo la concentraciéon de espermatozoides por mL.
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c) Centrifugacion: se colocaron 10 mL del semen diluido (1:1
volumen/volumen) en cada uno de 4 tubos para centrifuga, centrifugandolos
a 500 gravedades durante 10 minutos.

De los cuales se obtienen dos partes:

1. Consta de un botén o pellet el cual tiene a los espermatozoides
concentrados

2. El sobrenadante el cual contiene el diluyente y parte del plasma seminal.

El sobrenadante de los 4 tubos para centrifuga es extraido y desechado con
una pipeta Pasteur, manteniendo intacto al pellet.

Posteriormente se colocé 1 mL de medio BF5 sin glicerol en cada uno de
los tubos con el pellet y se mezcld; el medio fue previamente descongelado
en el bafio maria a una temperatura de 37°C, posteriormente se saco del
bafio y se dejo atemperar a 23°C (temperatura de cuarto). Posteriormente
se hizo una mezcla (pool) de los cuatro tubos; de este pool se hizo una
dilucion 1:10 (9 mL de medio BTS que se encuentra en el bafio maria a
37°C mas 1 mL del pool), se mezclé perfectamente y se realizaron las

siguientes evaluaciones:

d) Motilidad Progresiva: Se puso una gota de la dilucién 1:100 en el
portaobjetos y se le colocd un cubreobjetos encima previamente calentado a
37° C, observandolo a 100 y 200 aumentos. Este movimiento se evaluo
estimando, visualmente, la proporcion de espermatozoides con movimiento
progresivo y rectilineo asignandoles valores del 0 - 100%.

e) Viabilidad (Vivos y Muertos): Se coloco una gota de la dilucién 1:10 en
un portaobjetos previamente calentado a 37°C y se le colocd una gota de
Eosina-Nigrosina que también se encuentra a 37°C haciendo una mezcla de
ambas gotas creando una capa delgada, se dejo secar y se observé al

microscopio a 1000 aumentos contabilizando 200 células.
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Evaluacion: Vivos no se tifien, quedando en color blanco; muertos se tifien

de color rosa.

Anormalidades: de la misma tincién con Eosina-Nigrosina se contabilizaron
200 celulas evaluando las siguientes anormalidades:

. Primarias: ocasionadas durante la espermatogénesis (cabezas
dobles, macro y microcéfalos, cola enrollada o doble, gota citoplasmatica
proximal).

. Secundarias: ocurridas en el epididimo (gota citoplasmatica media
o distal, colas rotas).

f) Prueba de Hinchamiento Hiposmoético (HOST): Se tomaron 100pl del
semen diluido 1:100 mas 100pl de solucion hipo-osmotica (60mOsm/Kg.) se
colocaron en un tubo, se mezclaron y se mantuvieron en bafio maria por 30
minutos.

Pasados los 30 minutos se fij6 la mezcla con una gota de glutaraldehido al
0.4%, se puso una gota en un portaobjetos colocandole un cubre objetos
previamente calentados y se observé a 1000 aumentos contabilizando 200
células.

Evaluacién: Vivos presentan una hinchazén en la cola provocando su

enroscamiento; muertos mantienen la cola intacta y lisa.

g) Integridad del Acrosoma: Se tomaron 100 pl de la solucién 1:100 y
mezclaron con 100 pl de glutaraldehido al 0.4%, se puso una gota en un
portaobjetos colocandole un cubreobjetos previamente calentado y se

observé en un microscopio de contraste de fases a 1000 aumentos.

Evaluacion:

Intacto: borde apical liso bien definido

No Intacto: borde apical rugoso, craterizado, incompleto o ausente.

*Los resultados de todas las evaluaciones anteriormente mencionadas se

expresaron en porcentajes (excepto para motilidad masal).
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h) Concentracion del semen diluido (pool): en un tubo se hizo una
dilucion 1:200 (1990ul de Solucion Salina Formolada al 0.4% mas 10 pl del
pool del semen con BF5), se mezclé perfectamente y se llené la Camara de
Neubauer dejandola reposar por 5 minutos. Posteriormente se hizo el

conteo como se explicé anteriormente.

i) Refrigeracion de los espermatozoides diluidos:

1. El tubo que contenia los espermatozoides en BF5 (400 x 10°
espermatozoides/mL) se colocé dentro de un recipiente con agua salina al
10% (p/v) a temperatura de cuarto.

2. Se coloco otro tubo con BF5 con glicerol con la misma cantidad en mL del
anterior y se coloco en otro recipiente con agua salina al 10% a temperatura
de cuarto.

3. Otro tubo de BF5 con semen se emple6 para monitorizar la temperatura,
en este tubo se coloco un termoémetro digital (VWR).

4. Cuando la temperatura descendié a 7° C (aprox.) se agrego la fraccion de
BF5 con glicerol a los espermatozoides diluidos en BF5 (sin glicerol) y se
mezclo la  concentracion final fue de 200 x 10° células/mL con 1% de
glicerol.

5. Enseguida se envasaron los espermatozoides en pajillas de 0.5 mL,

previamente enfriadas, y se dejaron enfriar hasta 5° C.

*El protocolo anteriormente mencionado es un proceso comin que se
realizé para la evaluacion de las muestras en fresco para las tres etapas

respectivamente, que a continuacion se mencionan.
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6.3 PRIMERA ETAPA: Determinacién del punto de congelacién
Las paijillas que se emplearon en esta etapa no se llenaron en su totalidad,

se dejo un espacio de 4.8 cm evitando asi que se derramara la muestra al

introducir la sonda del termémetro.

Procedimiento para determinar el punto de congelacion:

1. En una caja de unicel con una capacidad de 5,964.8 cm® se vertié
nitrégeno liquido quedando a una altura de 8 cm.

2. Se colocaron unas varillas de alambre de cobre sobre la caja de unicel
para sostener las pajillas sobre los vapores de nitrégeno, estas varillas
tienen separaciones para evitar que se peguen las pajillas entre si, la
distancia entre las pajillas y la cama de nitrégeno fue de 4 cm. Alcanzando
una temperatura de los vapores de nitrégeno a esa distancia de -100°C.

3. Se numeraron las pajillas y una po una se les introdujo la sonda de un
termometro digital (Hanna) que permite registrar: la temperatura de inicio, la
temperatura de congelacion, el calor latente de cristalizaciéon y el momento
en el que éste se disipa.

4. Se realizaron 5 repeticiones utilizando 10 pajillas del semen de diferentes
machos (n=50 pajillas). Posteriormente, se calculdé la media de las 50
pajillas congeladas, determinando asi el punto de congelacion para el
semen de cerdo diluido en medio BF5 con 1% de glicerol.

6.4 SEGUNDA ETAPA: Enfriado a diferentes temperaturas blanco antes de

la congelacion
Una vez que se determind el punto de congelacién, se evaluaron diferentes

protocolos de enfriado:

. +5° C (control)
. -3°C
. -5°C
. -7° C
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Los espermatozoides empleados en esta etapa fueron procesados de la
misma manera que se describioé anteriormente, desde la evaluacion hasta el
momento en que se quedan empajillados en el refrigerador. Se utilizaron 13
pajillas por cada eyaculado: 3 por cada temperatura de enfriado y 1 pajilla
era el monitor que contenia la sonda del termémetro, indicando el descenso
de la temperatura hasta alcanzar las temperaturas requeridas. En esta

etapa se utilizd el semen de 12 eyaculados provenientes de 6 machos.

Al mismo tiempo se tenia preparado el bafio maria y la platina térmica junto
con el material de cristaleria a una temperatura de 38°C para el recalentado

de las muestras.

6.5 Procedimiento de evaluacion para las diferentes temperaturas blanco:

1. Se sacaron las primeras 3 pajillas del refrigerador (5° C) llevando un
registro de la hora y la temperatura, se llevaron al bafio maria en una caja
de unicel evitando cambios en la temperatura de las pajillas; se colocaron
las 3 pajillas en un tubo de vidrio vacio que se encontraba sumergido en el
bafio maria, se les cortd el tapon haciendo que el semen descendiera. Los
espermatozoides diluidos se dejaban en el bafio maria por 10 minutos antes

de la evaluacion.

2. Pasados los 10 minutos se hizo una dilucién 1+5 (50 pl de semen + 250
ul de BTS previamente calentado). Enseguida se evalu6 la Motilidad
Progresiva, los espermatozoides vivos (prueba de HOST vy
Eosina/Nigrosina) y la integridad acrosomal.

3. Para los siguientes tratamientos de enfriado (-3, -5 y -7°C) se utiliz6 una
caja de plastico (termo) que contenia hielo salino al 10%, en el cual se
coloco el recipiente que contiene las pajillas enfriadas, para lo cual el hielo
tenia una consistencia de agua nieve la cual se ajustaba a una temperatura

de aproximadamente -12°C, esto con la finalidad de que el recipiente con
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las pajillas se pueda sumergir perfectamente, de que el descenso de la

temperatura sea paulatino.

4. Cuando se sumergio el recipiente con las paijillas en el hielo salino, se
registro la hora y temperatura de las pajillas, esperando el descenso hasta
las temperaturas requeridas; cuando se alcanzé cada una de las
temperaturas esperadas se hizo el mismo procedimiento mencionado con
anterioridad, se registré la hora y la temperatura a las que se llegé en cada

tratamiento.

6.6 TERCERA ETAPA: Congelacidon — Descongelacién
Al semen empleado en esta etapa se le hizo el mismo procedimiento

(preparacion comun del semen en fresco ya mencionado), desde la
evaluaciéon hasta el momento en el que se queda empaijillado en el

refrigerador.

Se utilizaron 13 paijillas de 0.5 mL, de las cuales 1 pajilla era el monitor que
contenia el termometro (VWR) que nos indicaba el descenso de la
temperatura hasta alcanzar las temperaturas blanco, cada pajilla se marcé
con la fecha del dia del empajillado y con unas marcas de diferentes colores
distinguidas para los diferentes tratamientos de congelacion y para facilitar
la identificacion:

* Tratamiento 1: Temperatura de +5° C identificada con color naranja.
* Tratamiento 2: Temperatura de -3° C identificada con color negro.

* Tratamiento 3: Temperatura de -5° C identificada con color azul.

Las paijillas se llenaron dentro del refrigerador lo mas pronto posible
evitando los cambios de temperatura, dejandoles un espacio de 1 cm,

aproximadamente, permitiendo el sellado con el alcohol polivinilico (PVA).



Una vez selladas, se colocaron en un recipiente que contiene agua salina al
10% previamente refrigerada (a 5° C) manteniendo la misma temperatura
que tienen las pajillas; éstas se encuentran separadas por cada tratamiento
dentro del mismo recipiente. Las pajillas se mantuvieron en refrigeracion

hasta el dia siguiente durante 16hrs.

Antes de sacar las pajillas del refrigerador se colocé un termo debajo del
refrigerador para evitar en lo posible la variacion de la temperatura de las
pajillas.

El termo contenia hielo salino al 10% donde se coloco el recipiente que
contiene las pajillas enfriadas, para lo cual el hielo debera tener una
consistencia de agua nieve a una temperatura de aproximadamente -12° C,
con la finalidad de que se pueda sumergir perfectamente y de que el
descenso de la temperatura sea paulatino, pero alcanzando las
temperaturas deseadas antes de que el hielo se caliente.

A su vez se mantuvo preparada a un lado del refrigerador una caja de unicel
la cual tenia 17 cm de profundidad en la que se colocé una cama de
nitrégeno liquido de 8 cm, que a su vez tendra una separacién de 4 cm

entre el nitrégeno y las varillas donde se sobrepusieron las pajillas.

6.7 Procedimiento para la congelacion:
1. Se sacaron del refrigerador las 4 pajillas del tratamiento 1 (+5°C) con la

ayuda de unas pinzas, cogiéndolas de un extremo y pasandolas
inmediatamente a la caja de unicel que contenia el nitrégeno liquido;
enseguida se tapd la caja, las pajillas estuvieron expuestas a los vapores de

nitrégeno durante 15 minutos (-100°C).

2. Una vez trascurrido ese tiempo se sumergieron rapidamente en el
nitrégeno liquido (-196°C) con la ayuda de unas pinzas previamente

enfriadas a la temperatura del nitrégeno, esto se logré sumergiéndolas en el
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nitrégeno 1 minuto antes de que transcurrieran los 15 minutos evitando con

ello un choque térmico al tomar las pajillas.

3. Para el resto de los tratamientos se retir6 el recipiente del refrigerador el
cual contiene las pajillas, de forma separada y por tratamientos,
registrandose la hora y la temperatura de las pajillas, queriendo con ello
disminuir gradualmente la temperatura sumergiéndolas en hielo salino que
se encuentra a -12° C, hasta alcanzar las temperaturas blanco del
tratamiento dos y tres.

4. Una vez alcanzadas las temperaturas en el hielo salino se repite el
procedimiento en el nitrégeno liquido hasta que quedan sumergidos los 3

tratamientos.

5. Se sumergio en el nitrégeno un gobelet, que a su vez tiene gobelets de
menor tamafo previamente identificados con nimeros, éste se encontraba
sostenido en la caja de unicel evitando que se mueva y se salgan las

pajillas.

6. Con la ayuda de unas pinzas de mayor tamafio se separaron las pajillas
de cada tratamiento y se colocaron en un gobelet pequefio e identificado,
colocando en un gobelet los tratamientos 1y 2 (+5 y -3°C) y en otro gobelet
el tratamiento 3 (-5°C), colocando los tratamientos con las puntas de alcohol

polivinilico hacia arriba.

7. El gobelet se coloco en la canastilla del termo de nitrégeno la cual estaba
identificada con un color y un numero dejandolas sumergidas por
aproximadamente un mes. De cada muestra se llevod un registro de gobelet,
color y canastilla en la que quedaron manteniendo un registro para

posteriormente la identificacién al momento de la descongelacion.
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6.8 Procedimiento para la descongelacién:
Una vez que se congelaron todas las muestras y que transcurrié un mes

aproximadamente, se prosiguié a sacar la muestra que se congelé primero y
conforme ftranscurrieron los dias se fueron sacando en el orden

correspondiente.

1. Para la descongelacién se acercaba el termo de nitrégeno al bafio maria;
el bafio y el material de vidrio se mantuvieron listos a una temperatura de

38° C para hacer las evaluaciones al semen descongelado.

2. Se identificaba por color y numero la canastilla del semen requerido para
descongelar, posteriormente se localizaba el nimero de gobelet donde

quedaron los tratamientos correspondientes a ese macho.

3. Se sacaban 3 pajillas una por una del tratamiento 1 (+5°C) para
descongelar, pasandolas rapidamente al bafio maria y dejandolas por 30

segundos.

4. Transcurridos los 30 segundos se sacaron del bafio maria y se colocaron
en papel para retirarles el exceso de agua (secarlas suavemente sin frotar),
se le corto el tapon de PVA y se les colocé en un tubo de vidrio que se
mantuvo sumergido en el bafio maria, enseguida se corté el tapén del otro
extremo permitiendo que descendiera el semen al tubo.

Este proceso se realizé6 con todas las pajillas de los tratamientos que se

evaluaron (3 por tratamiento).

5. Una vez que se descongelaron todas las pajillas, el semen de cada pajilla
se diluy6é en BTS 1:5 v/v (50ul de semen + 250ul de BTS) y se le dej6 en

ese medio por 10 minutos.
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6. Transcurridos los 10 minutos, inmediatamente se tomé una gota de la
mezcla de espermatozoides en BTS poniéndola en un portaobjetos con un
cubreobjetos previamente calentado en la platina térmica y se observé la

motilidad progresiva.

7. De esa dilucion que se hizo de pajilla por pajilla se realizaron los conteos
a 200 células para las pruebas de HOST, Eosina-Nigrosina e integridad
acrosomal, asignandoles un valor en porcentaje. Se llevé un registro por
machos, por pajillas y tratamientos para su posterior interpretacién de
resultados.
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6.9 Analisis estadistico
Los datos que se obtuvieron en las tres partes experimentales de este

trabajo, fueron analizados mediante el programa estadistico Stats Plus
version 5.0. Los datos de la primera etapa (punto de congelacién) se
analizaron mediante ANOVA vy la prueba de Kruskal-Wallis (estadistica no

paramétrica).

En relacion a las etapas 2 (enfriado precongelacion) y 3 (congelacién —
descongelacion) se emple6 ANOVA para determinar posibles diferencias
entre tratamientos y entre machos, el nivel de significancia se establecié en
P<0.05. Los valores de las diferentes variables expresados en porcentaje se

transformaron al arcoseno para normalizarlos, previo al ANOVA.
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XVII. RESULTADOS

Etapa 1. Determinacion del punto de congelacion

El valor promedio del punto de congelacion, considerando las 50
determinaciones (10 pajillas x macho) que se hicieron en los
espermatozoides diluidos de 5 machos, fue de -8.3 + 0.24 (media % error
estandar). Sin embargo, se detectaron diferencias significativas entre

machos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Punto de congelacion de espermatozoides de cerdo diluidos

en medio de congelacion BF5 con 1% de glicerol

Punto de congelacion Rango de congelacién
(grados centigrados) entre pajillas
H * EE
1 -5.8+0.152 -5.1/-6.3°C
2 -8.9+0.39° -7.3/-10.8°C
3 -9.0 £0.45° -6.5/-11.2°C
4 -9.0 £ 0.34° -7.3/-10.7°C
5 -9.0£042° -7.3/-11.1°C

Los valores son medias + error estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05). Se congelaron 10 pajillas de cada

macho.

34




Grafica 1. Punto de Congelacion
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Etapa 2. Enfriado del semen a diferentes temperaturas blanco antes de

la congelacién

Evaluacion del semen fresco

En el Cuadro 2 se presentan las caracteristicas del semen en fresco de los
6 machos que se utilizaron para la etapa 1 y 2. En este cuadro se observa
que en lo que respecta a la motilidad progresiva y espermatozoides
normales hubo diferencias significativas entre individuos: el macho 5
respecto de los demas individuos. En general, los valores promedio
obtenidos de cada variable muestran que se encuentran dentro del rango

normal para la especie porcina (Bonet et. al., 2006).
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Cuadro 2. Valores promedio de las caracteristicas del semen

fresco de cada macho (Etapas 1y 2).
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Comparacion del enfriado a diferentes temperaturas blanco

En el Cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de los
espermatozoides después de que se sometieron a las diferentes temperaturas
pre-congelacion con hielo salino. Se observaron diferencias significativas
(P<0.05) en la motilidad progresiva y porcentaje de vivos (Eosina-Nigrosina), el

tratamiento 4 (enfriado a -7°C) fue diferente a los demas.

En la prueba de HOST hubo diferencias significativas (P<0.05) entre el
tratamiento 1 (+5°C) y el tratamiento 4 (-7°C); sin embargo, los otros dos
tratamientos (-3°C y -5°C) no fueron diferentes a los anteriores.

Respecto a la integridad acrosomal, no hubo diferencias entre tratamientos.

Cuadro 3. Efecto del enfriado pre-congelacion a 4 diferentes temperaturas

blanco sobre la calidad espermatica al recalentado.

Motilidad Viabilidad
. Viabilidad Eosina Acrosoma
Progresiva
Tratamiento %) HOST (%) Nigrosina (%) Intacto (%)
(]
*EE *EE
u+ EE M H*EE M
a
+5°C 7464143 | 49.3 +5.64° 89.7 £0.60 90.3 £2.11°
a
-3°C 70.6 +2.10° 43.0 £6.62%° 89.3+.87 88.7 ¥2.73°
o+ a
-5°C 63.0£2.74° | 39.5 %569 88.8£1.28 82.5 5.47°
b
-7°C 39.8 +6.39° 25.3 +3.14° 80.8+2.26 81.2 +3.40°
Los valores representan las medias * error estandar. Los valores con literales distintas
(a, b) dentro de las columnas son diferentes significativamente (P<0.05).
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En el cuadro 4 se muestran la calidad de los espermatozoides de cada macho en

el tratamiento 1 de enfriado (+5°C). No hubo diferencias entre machos en ninguna

de las variables evaluadas.

Cuadro 4. Variables de los espermatozoides diluidos de cerdo de cada

macho enfriados a +5° C y recalentados a 38° C

Motilidad S Viabilidad
Temperatura Progresiva il Eosina/Nigrosina LA
Macho ; 5 HOST (%) 0 Intactos (%)
de enfriado (%) (%)
u* EE u* EE
p*EE p*EE
1 +5°C 72.5%2.50 49.3 +2.26 89.3 +1.26 90.0 .50
2 +5°C 80.0%0 70.5%+0 92.0+0 95.5%0
3 +5°C 72.5%2.50 43.3 £23.26 88.0 £2.00 90.5 * 3.00
4 +5°C 75.0 £5.00 45.5 +24.00 89.5 .50 94.0 £ 1.50
5 +5°C 65 57.5 88 68.5
6 +5°C 76.7 £1.67 39.0 £9.80 90.2 +1.67 91.5+.77
Los valores son medias * e.e. No hubo diferencias significativas
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En el cuadro 5 se muestran la calidad de los espermatozoides de cada macho en

el tratamiento 2 de enfriado (-3°C). Hubo diferencias entre machos en cuanto a

motilidad progresiva y acrosomas intactos (P<0.05).

Cuadro 5. Variables de los espermatozoides de cerdo de cada macho

enfriados a -3°C y recalentados a 38°C.

-3°C 74.0%2.0° 94.0%0°
2 -3°C 76.0+0° 28.5+0 94.0%0 94.0+0°
3 -3°C 73.5+1.50° 26.0%£9.0 86.5+2.0 845+1.0°"
4 -3°C 67.5+2.50° | 45.0+33.50 88.5+1.0 92.8+2.26°
5 -3°C 50.0° 55.5 88 61.0°
6 -3°C 71.7+1.67° | 44.5+2.02 89.5+1.32 90.8+ 1.42°
Los valores representan las medias * el error estandar. Valores con literales diferentes (a,
b, c) dentro de las columnas indican diferencias significativas.
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En el cuadro 6 se muestran la calidad de los espermatozoides de cada macho en

el tratamiento 3 de enfriado (-5° C). Hubo diferencias entre machos en cuanto a la

motilidad progresiva (P<0.05).

Cuadro 6. Variables de los espermatozoides de cerdo de cada macho

enfriados a -3°C y recalentados a 38°C.

Acrosomas
. Viabilidad Viabilidad intactos (%)
Temperatura eullEe HOST (%) Eosina p *EE
Macho . progresiva + . .
de enfriado (%) p % EE Mt EE Nigrosina
o)M= (%) p £ EE
1 -5°C 725+250° | 725%19.00 | gg0+550 | 60.5%23.50
2 -5°C 65.00° 32520 92.0%0 98.0%0
3 -5°C 68.5+1.50 | 26.5%1.50 91.5%0 83.3+7.26
4 -5°C 50.0+0°" 24.0x9.00 | 993+325 | 93.3%3.76
5 5°C 450° %5 85.5 53
6 5°C 66.3 £2.40 ° 36.0£.29 86.7£ 3.0 89.0 £2.30
Los valores representan las medias * el error estandar. Valores con
literales diferentes (a, b) dentro de las columnas indica diferencias
significativas (P<0.05).
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En el cuadro 7 se muestran la calidad de los espermatozoides de cada macho en
el tratamiento 4 de enfriado (-7° C). Entre machos hubo una diferencia en cuanto

al porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto (P<0.05).

Cuadro 7. Variables de los espermatozoides de cerdo de cada macho

enfriados a -7° C y recalentados a 38° C

Temperatura Motilidad Viabilidad Viabilidad Acrosomas
de enfriado progresiva | HOST (%) Eosinal/ Intactos (%)
(%) utEE Nigrosina (%) p:EE
u* EE u*EE
-7°C 40.0 £20.0  31.5%6.50 89.3£5.25 88.3+3.76°
-7°C 60.0+0 20.0%0 745%0 84.5%0a
-7°C 40.0+£5.0 14.5 £ 5.50 82.8+1.75 81.014.50°
-7°C 15.0 £ 5.0 15.7 £ 4.26 77.3+9.25 81.3 £1.26°
-7°C 5 43 69 46.0°
-7°C 54.3+9.93 | 32.5+4.26 84.5+1.04 86.0+2.18°

Los valores representan las medias % error estandar. Valores con literales
diferentes (a, b) dentro de las columnas indica diferencias significativas
(P<0.05).

Cuadro 8. Variables de la viabilidad espermatica e integridad acrosomal de

los diferentes tratamientos en relacion al semen fresco.

T2 (-3
Variable Fresco T1 (5° C) 0 T3 (-5° C) T4 (-7° C)

% MP 852 74.5° 70.5" 63.0° 39.8¢
% HOST 55.92 49.32 43.0° 39.5%° 25.3°
% EN 85.82 89.6° 89.32 88.7° 80.8°
% AC 93.3° 90.2%° 88.6™° 82.5"° 81.2°

Los valores representan las medias. Valores con literales diferentes (a, b, c,
d) dentro de las filas indican diferencias significativas.
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Grafica 2. Etapa 2 Pre-congelacién. Se muestra el descenso de la temperatura
sefialando los diferentes tratamientos y el tiempo en minutos al que llegaron cada

uno ellos.
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Etapa 3. Congelacion y descongelacion de espermatozoides de cerdo

enfriados previamente a 3 diferentes temperaturas blanco.

Evaluacion del semen fresco

Los valores expresados en el Cuadro 8 representan las caracteristicas del semen
en fresco de los 6 machos experimentales que se utilizaron para la etapa 3 de
este trabajo. En este cuadro se puede observar que en las variables motilidad
progresiva, vivos (Eosina-Nigrosina, HOST) y normales no existieron diferencias
significativas entre los machos; sin embargo en lo que respecta a la integridad
acrosomal y la concentracion espermatica si hubo diferencias (P<0.05) entre

algunos machos.

Los valores promedios obtenidos de cada variable muestran que se encuentran

dentro del rango normal para la especie porcina (Bonet et al., 2006).
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Cuadro 9. Valores promedio de las caracteristicas del semen fresco
de cada macho (Etapa 3)
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Calidad de los espermatozoides de cerdo al descongelado

En el Cuadro 9 se muestran las variables de los espermatozoides al
descongelado, después de que se sometieron a las diferentes temperaturas de
enfriado pre-congelacién. En este cuadro se muestra que no hubo diferencias
significativas para ninguna de las pruebas, siendo comparativamente igual en
todos los tratamientos.

Cuadro 10. Calidad de los espermatozoides de cerdo al descongelado. Los
espermatozoides diluidos fueron enfriados a 3 diferentes temperaturas

blanco antes de la congelacion — descongelacion.

Motilidad A Viabilidad
Temperatura Progresiva Viabilidad Eosina/Nigrosina Acrosoma
de enfriado s(’% ) HOST (%) % )9 Intacto (%)
precongelacion p*EE puEE ptEE ux EE
+5°C 35.2 ¥2.50 21.9 ¥4.39 57.4 £2.50 86.0 £1.91
-3°C 36.9 £2.77 21.9 £4.26 60.4 £2.33 85.1 £1.92
-5°C 38.8 £2.33 21.9 £4.39 62.5 +2.24 85.9 £1.96

Los valores representan las medias * desviacion estandar.
No hubo diferencias significativas entre tratamientos de enfriado.

En el Cuadro 10 se muestran los valores obtenidos de todos los machos por cada
tratamiento de la etapa 3. En la cual, de la misma forma que el cuadro anterior, se
indica que no hay diferencia significativa entre tratamientos comparandose entre
todos los machos experimentales.

45



Cuadro 11. Variables de los espermatozoides de cerdo de cada macho al
descongelado. Los espermatozoides fueron enfriados a diferentes
temperaturas blanco previo a la congelacion.

Motilidad
progresiva
(%)

Viabilidad
Eosina/Nigrosina
(%)

Viabilidad
HOST (%)

Acrosomas
Intactos (%)

Temperatura

e de enfriado

1 +5°C 33.0+ 22.3 % 61.3 + 88.7 £
2 +5°C 33.7% 13.0 £ 49.7 + 86.0 *
3 +5°C 31.3% 12.3 54.3 £ 85.3 £
4 +5°C 40.0 + 14.0 £ 58.0 * 90.0 *
5 +5°C 35.5% 57.0 58.0 £ 77.5%
6 +5°C 44.0 + 18.0 £ 66.5 89.5
1 -3°C 34.7 £ 19.7 + 60.3 + 86.3 =
2 -3°C 48.3 + 14.7 £ 63.0 = 84.3
3 -3°C 29.3 14.7 + 53.3+ 83.0 £
4 -3°C 38.0 16.0 £ 65.0 * 92.0 *
5 -3°C 26.5+ 56.5 55.0 £ 79.0 £
6 -3°C 44.0 + 15.0 £ 70.5 % 90.0 *
1 -5°C 35.7+ 24.3 % 65.3 & 89.0
2 -5° C 45.0 + 13.3 ¢ 60.3 84.3
3 -5°C 37.3% 143 58.7 £ 87.0 £
4 -5° C 30.0 * 12.0 £ 65.0 * 91.0 *
5 -5°C 31.5% 53.5% 57.0+ 76.0 £
6 -5°C 48.0 + 16.0 £ 71.5% 89.5*
Los valores representan las medias * el error estandar

En el cuadro 12. Se muestran las variables de la viabilidad espermatica e

integridad acrosomal de los diferentes tratamientos de la etapa tres en

relacion al semen fresco

Evaluacion Fresco T1 (+5° C) T2 (-3° C) T3 (-5°C)
% MP 83.82 35.2° 36.8" 38.8°
% HOST 58.4° 21.9° 21.8° 21.9°
% EN 80.7° 57.3° 60.4° 62.5°
% AC 95.12 86.0° 85.9° 85.0°
Los valores representan las medias. Valores con literales diferentes (a, b) dentro de
las filas indican diferencias significativas (P<0.05).
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XVIIl. DISCUSION

Se han utilizado diferentes protocolos de enfriado lento previo a la congelacion
(Medrano 1998, y Garzén 2008) con la finalidad de proporcionar a la membrana
plasmatica el tiempo suficiente para que reorganice su estructura tridimensional y
de esta manera mantener su estabilidad y funcionalidad. Con base en el
sefialamiento anterior, en el supuesto de que el enfriado lento a temperaturas los
mas cercanas al punto de congelacion mejorarian la supervivencia, la primera
etapa del trabajo comprendié la determinacion del punto de congelacion en
pajillas de 0.5 mL con espermatozoides diluidos en un medio de congelacién

estandar (BF5), observandose la congelacion en un rango de -5.1°a -11.2° C.

Una vez que se determind el punto de congelacion, en la segunda etapa se
emplearon diferentes protocolos de enfriado lento precongelacion a +5°, -3°, -5° y
7° C., con la finalidad de evaluar el efecto sobre los espermatozoides de éstos sin
llegar a la congelacion. Se observé que la motilidad, viabilidad espermatica e
integridad acrosomal entre los tratamientos a +5° -3° y -5° C no mostraron
diferencias significativas entre si; sin embargo fueron diferentes al enfriado a -7°
C en el que se observd una disminucién de los parametros mencionados. Al
parecer, cuando se enfrian los espermatozoides por debajo de los -5°C el efecto
observado es ocasionado por el fenomeno llamado choque frio (Watson, 1995).
En caninos se observé que los espermatozoides sometidos a un corto periodo de
almacenamiento (2 dias) a 5°C y el posterior recalentado a 39°C, mostraron que
la calidad era superior a la del semen congelado y a los 49 dias de
almacenamiento la calidad fue equivalente a la del descongelado (England y
Ponzio, 1995). Mediante la utilizacion de criomicroscopia y yoduro de propidio
(Pl), se observd que al recalentamiento aumenta la proporcion de
espermatozoides positivos a Pl, argumentando que la permeabilizacién se induce
por la transicion de fase de lipidos y desestabilizacién de la membrana,
identificandose al recalentamiento como un paso critico del proceso congelacion-

descongelaciéon (Medrano et al., 2002).
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En relacién a la tercera etapa de este trabajo, en la que se sometid a los
espermatozoides a tres diferentes protocolos de enfriado lento a +5°, -3°, -5° y
posterior proceso de congelacion-descongelacion, los resultados mostraron una
supervivencia espermatica a dicho proceso similar a los de Flores (2005) y
Garzén (2008). En trabajos realizados con anterioridad, se muestra que la
temperatura Optima para enfriar semen porcino es +5°C y de -5°C en pellets
(Pursel y Johnson, 1975; Bwanga et al., 1991; Fiser et al., 1991).

Existen factores que influyen sobre la calidad de los espermatozoides
crioconservados, y que en este trabajo no fueron la excepcion: los factores
internos que son inherentes a los espermatozoides como: diferentes lineas
genéticas y cruzamientos de los cerdos, edades de los sementales y factores
externos como los diluyentes .La evaluacién de la capacidad funcional de los
espermatozoides antes y después de la congelacion conlleva a diferentes
intereses como determinar la capacidad reproductiva de los sementales
individualmente y a la vez determinar y hacer seleccion de los buenos y malos
congeladores, para los cuales podria observarse un 50 vs 20% respectivamente,
de motilidad al descongelado y entre eyaculados del mismo macho (Watson,
1996), esto con la finalidad de seleccionar verracos con buena criosupervivencia

para tener éxito en la inseminacion artificial.

En el presente trabajo, se decidid utilizar un protocolo de enfriado en dos fases,
en primer lugar un enfriado lento +5°C y posteriormente un enfriado rapido -5°C
(Bwanga et al., 1991; Medrano et al., 2002) agregandose dos temperaturas de
enfriado a -3° y -7° C, con la intenciéon de evitar que se presentaran cambios
notables en la integridad de Ila membrana plasmatica, desorden vy
empaquetamiento lipidico, viabilidad celular, motilidad vy detrimento de la

criosupervivencia (Meyers, 2005).
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En relaciéon a la etapa de congelacién y descongelacion, no se observaron
diferencias significativas entre los protocolos de enfriado. Por otro lado,
posiblemente el efecto de la temperatura puede ser una consecuencia del grado
de fluidez de la membrana plasmatica de cada cerdo (Medrano et al., 2012) y por
ello la temperatura de enfriado era variable antes de llegar al punto de
congelacion. Asimismo, se cree que puede influir la diferencia de edades y razas

de los cerdos experimentales.

Al igual que en cerdos, en conejos también se ha observado variabilidad entre los
parametros de los eyaculados al descongelado categorizandose como buenos y
malos congeladores, en los que se utilizaron diferentes puntos de enfriado pre-
congelacion a -5, -10, -15°C, en que se identificé que la temperatura optima para
congelar el semen de esta especie es de -15°C con un descongelando lento a
25°C (Chen y Foote, 1993).

En resumen con los resultados de este trabajo, se observé que la temperatura
adecuada para mantener la viabilidad y posiblemente lograr una buena fertilidad
con semen de cerdo congelado es de +5°C; esto significa que no hay ninguna
ventaja en llevar el semen mas alld de los -5°C previo a la congelacion.

Considerando lo anterior, rechazamos nuestra hipotesis.

Las variaciones observadas podrian deberse a que el semen procesado no se
congelaba el mismo dia de su obtencion, sino que éste, después de su dilucion
con glicerol era refrigerado hasta alcanzar los +5°C, manteniéndose asi hasta el
siguiente dia para posteriormente congelarlo; las diferencias entre edades y razas

de los cerdos.

La finalidad practica de este trabajo es mejorar la calidad de los espermatozoides
congelados de cerdo y en consecuencia mejorar la fertilidad de las cerdas
sometidas a programas de inseminacion artificial. Este trabajo podria tener un

impacto favorable en la reduccion de tiempo y costos para el enfriado de semen,
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acelerando el proceso para la congelacion y almacenaje, evitando la mayor

manipulacion posible.
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IX.CONCLUSIONES

Se determind que el punto de congelaciéon de espermatozoides de cerdo en un
medio de congelacion BF5, puede observarse en un rango que va de los -5° a los
-11.2°C.

El efecto del enfriado lento sin formacion de hielo, por debajo de los -5°C y su
posterior recalentamiento a 38°C disminuye la motilidad progresiva, la viabilidad

espermatica y la integridad acrosomal.

La utilizacién de diferentes protocolos de enfriado lento por arriba de los -5° C
previo a la congelacion, mostré que esta temperatura limite es la adecuada para

obtener mejores resultados de criosupervivencia.

Perspectivas

Se sugiere continuar esta linea de investigacion empleando inseminacion
artificial. Asi se podra evaluar la fertilidad y prolificidad de los espermatozoides
sometidos al proceso de crioconservacion bajo este protocolo experimental
utilizando dichas temperaturas de enfriado y a un congelado de -5°C; ademas es
necesario identificar a los machos con buena viabilidad e integridad acrosomal,
antes y después del proceso de crioconservacion y hacer inseminaciones para
ver la fertilidad y el nimero de lechones por camada que proporciona un semen

crioconservado.
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