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Resumen

El objetivo fue evaluar el efecto de la temperatura de criopreservacion en
espermatozoides de cerdo, las variables evaluadas fueron: motilidad progresiva,
espermatozoides vivos, espermatozoides vivos con acrosoma y espermatozoides vivos sin
acrosoma en cerdos de diferentes grupos raciales. Se analizaron por triplicado las muestras
de semen (fresco y descongelado). La temperatura de criopreservacion provocé cambios
(P< 0.05) en el espermatozoide de cerdo, una disminucién en el porcentaje de
espermatozoides motiles, de fresco a descongelado (85 % vs 29.88 %), el porcentaje de
espermatozoides vivos disminuyd de semen fresco a descongelado (81.00 % vs 31.94 %),
los espermatozoides con acrosoma intacto disminuy6 de fresco a descongelado (75.33 % vs
31.23 %). El espermatozoide a temperaturas de (-130°C a -196°C) experimento
criocapacitacion.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of cryopreservation
temperature on pig spermatozoa, the variables evaluated were: progressive motile, live
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spermatozoa, live spermatozoa with acrosome and live spermatozoa without acrosome in
pigs of different racial groups. Samples of semen (fresh and thawed) were analyzed in
triplicate. Cryopreservation temperature caused changes (P <0.05) in pig spermatozoa, a
decrease in the percentage of motile sperm from fresh to thawed (85% vs 29.88%), the
percentage of live spermatozoa decreased from fresh to thawed semen ( 81.00% vs.
31.94%), spermatozoa with intact acrosome decreased from fresh to thawed (75.33% vs
31.23%). The spermatozoon at temperatures of (-130 ° C to -196 ° C) underwent
cryocapacitation.

Keywords: Cryopreservation, motility, acrosome, sperm.

Introduccion

El dafio celular que ocurre por la congelacion y la descongelacién se refleja en una
disminucion de la motilidad y dafios ultraestructurales en la membrana (Johnson et al.,
2000). Sin embargo, a la fecha persiste el problema de que ain con las mejores técnicas de
preservacion la sobrevivencia de la poblacién espermatica después del congelamiento, es
cercana al 50 % (Guthrie y Welch, 2005, Yeste 2015).

El espermatozoide al ser sometido al proceso de congelacidn, experimenta dafios y
solamente sobrevive una cierta poblacion de espermatozoides que probablemente son
resistentes, debido a que sus membranas son inusualmente estables, de esta manera se
estaria seleccionando una cierta poblacion viable, pero a la vez infértil, ya que el proceso de
congelacion por si mismo genera modificaciones en las membranas celulares (Watson,
1995, Namula et al., 2013).

Por lo que posiblemente en cada uno de los pasos de la criopreservacion podria estar
perdiendo alguna habilidad funcional. Por ejemplo, varios organelos de la célula
espermatica estan envueltos por una membrana y es sabido que las membranas
espermaticas afectadas por la criopreservacion incluyen la plasmatica, las acrosomales y las
mitocondriales. A excepcion de las mitocondrias las demas membranas estan regionalmente
diferenciadas, desplegando distinto comportamiento y por lo tanto una composicion
variable. (Watson, 1995).




La evaluacién del semen para su uso en la inseminacion artificial y congelacion, ha
sido basada principalmente en el examen microscopico de la motilidad y morfologia del
espermatozoide. Sin embargo; aunque estas evaluaciones son valiosas no siempre son
exactas (Ostermeier et al., 2000). Diversos autores reportan que el dafio producido por el
proceso de congelacion-descongelacion ocurre principalmente en la membrana plasmatica
(Watson, 1995; Noiles et al., 1997; Neild et al., 2003; Lépez et al., 2013; Yeste 2015).

El semen porcino difiere de otras especies de animales domesticos, ya que es
producido en gran volumen, pero es extremadamente sensible al choque por frio;
inmediatamente después de su coleccion sélo tolera niveles relativamente bajos de glicerol
para su congelamiento, caracteristicas que deben ser consideradas al realizar el proceso de
criopreservacion, ya que se sabe que esta técnica induce dafios en el espermatozoide
(Watson, 2000; Holt et al., 2005; Meyers, 2005).

El objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios que ocurren en los
espermatozoides por el efecto de la temperatura de criopreservacion en el porcentaje de
motilidad progresiva, espermatozoides vivos y espermatozoides vivos con acrosoma intacto

en los cerdos de razas comerciales.

Metodologia

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la
Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia, dependiente de la Universidad
Auténoma de Nayarit, ubicada en la Ciudad de Compostela Nayarit., en el Km. 3.5 de la
carretera de cuota Compostela-Chapalilla. Localizada geograficamente al suroeste del
estado de Nayarit, a una altitud de 1021 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura
media anual de 18°C, cuenta con un clima templado seco y una precipitacién pluvial de 900
mm.

Animales Experimentales. Tres sementales, uno de cada raza comercial
(Yorkshire, Landrace y Duroc). Se obtuvieron tres eyaculados por semental, de manera
alterna y se evaluaron por triplicado en fresco y en descongelado. Los sementales

permanecieron estabulados en una corraleta individual, alimentados con la dieta de la




granja y agua a libre acceso. La coleccion del semen se realizé en las horas mas frescas de
la mafana, por medio de la técnica de mano enguantada, se colectd Unicamente la fraccion
rica en espermatozoides, en un recipiente térmico de boca ancha a 37°C, provisto de una
bolsa de plastico con un filtro para separar la porcion gelatinosa (Rillo-Martin, et al., 1996).

Se obtuvieron tres eyaculados por cada semental en forma alternada.

Inmediatamente después de obtener el eyaculado, se evalud por medio de técnicas
de laboratorio, tanto macroscopicas (volumen, color, temperatura), como microscopicas
(motilidad, concentracidn espermatica, relacion de espermatozoides vivos y muertos y
anormalidades), con el propdsito de determinar la calidad del eyaculado (Cérdova et al.,
1995; Herndndez, 1998).

Solo se congelaron eyaculados con mas del 80% de motilidad, menos del 15% de

morfoanomalias, y una concentracion espermatica de 300 X106 por mL.

Congelacion del Semen. Para la congelacion se utilizo el método descrito por
Westendorf et al. (1975) y modificado por (Bwanga et al., 1990; Cérdova y Pérez., 2001).

Descongelacion. Después de 15 dias de almacenamiento, se descongelaron las
pajillas en un bafio Maria a 56°C durante 16 segundos se dejo estabilizar por 3 minutos a
temperatura ambiente. El contenido de la pajilla se deposité en un tubo de ensayo con 0.5
mL de diluyente B.T.S. a 37°C dentro del bafio Maria para continuar con la evaluacién de

las variables a medir.

Disefio Experimental y variables medidas

El disefio utilizado fue completamente al azar con submuestreo, considerando como
submuestreo los diferentes eyaculados en cada raza.

Los datos se analizaron con un analisis de varianza, de acuerdo a la metodologia
descrita por Steel et al. (1997), empleando el paquete computacional (SAS) comparando

las medias para establecer sus diferencias, con la prueba de Tuckey (P< 0.05).




Las variables que se midieron fueron:
Porcentaje de motilidad progresiva, porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje
de espermatozoides vivos con acrosoma intacto, porcentaje de espermatozoides vivos sin

acrosoma.

Motilidad progresiva

Para la evaluacion de la motilidad, se deposité una gota de semen sobre un
portaobjetos, previamente atemperado a 37°C y se cubrié con un cubre objetos;
inmediatamente se observé al microscopio con el objetivo seco débil (10X) emitiendo un
valor de 0 a 100 % a la proporcion de los espermatozoides, con movimiento rectilineo-
progresivo (Rillo, et al., 1996). Esta evaluacion fue realizada por dos personas para

disminuir el efecto del evaluador.

Espermatozoides vivos

Se utiliz6 la tincion de eosina-nigrosina (Barth y Oko, 1989). El porcentaje de
espermatozoides vivos se evaluo, a través de la observacion de un frotis en el microscopio
Optico. La evaluacion se hizo tanto para semen fresco como descongelado y se utilizé una
platina caliente a 37°C, para mantener atemperado el colorante y portaobjetos y evitar
cambios bruscos de temperatura que modifiquen los resultados. Para hacer el frotis se
depositd una gota de semen y una gota de colorante eosina-nigrosina, se mezclan
perfectamente con un palillo de madera y luego con la ayuda de otro portaobjetos se

extendio la muestra formando una capa delgada, y se dejé secar a temperatura ambiente.

Posteriormente se procedio a la evaluacion, empleando el microscopio Optico con el
objetivo de inmersion (100X).Se contaron 100 células en diferentes campos Opticos y se
considerd: Espermatozoides muertos (los que tifieron su cabeza de color rosa) y
Espermatozoides vivos (Los que no se les tifio la cabeza). (Relacion de espermatozoides

vivos muertos = vivos — muertos) (Hernandez, 1998).




Evaluacion de la integridad del Acrosoma.

Se realizé con la técnica de Triple tincion (Talbot y Chacon, 1981). Se tom6 una
alicuota del semen fresco y descongelado y se lavo por centrifugacion/resuspension a 2000
rpm/5 min, con PBS (NaCl 137mM, KCI 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM y Na2ZHPO4 9.6 mM,

pH 7.4) para retirar el exceso de diluyente o0 yema de huevo.

Se utiliz6 una muestra de 100 pL de semen con una concentracion espermatica
aproximada de 35X106 y se adicionaron 100 pL de azul tripan (al 2 % en PBS), se incub6 a
37°C en bafio Maria durante 15 minutos. Después se lavé la muestra con PBS por
centrifugacion/resuspension a 1200 rpm/3 minutos, para retirar el exceso de colorante,
hasta que el sobrenadante se observo transparente; se fijo con 100 pL de glutaraldehido (al
3 % en amortiguador de cacodilato 0.1M pH 7.4), y se refrigerd a 4°C durante 30 minutos.

Después por centrifugacion/resuspension se lavd la muestra con PBS a 1200 rpm/8
minutos, el sobrenadante se desechd y el sedimento fue resuspendido en 100 pL de PBS; se
tomaron 30 UL, para hacer un frotis que se dejé secar al aire. El frotis se sumergi6 en café
Bismack (al 0.8 % en solucién acuosa pH1.8) en bafio Maria a 37°C durante 15 minutos,
luego se lavd con agua destilada para retirar el exceso de colorante, y se tifi6 con colorante
rosa de bengala (al 0.8 % en amortiguador Tris 0.1M, pH 5.3) a temperatura ambiente
durante 15 minutos, se lavé con agua destilada y se dejo6 secar al aire para su observacion al

microscopio optico con el objetivo de inmersién (100X).

Se contaron 100 espermatozoides en diferentes campos Opticos para cada muestra.

Los espermatozoides fueron clasificados como se describe a continuacion:

Vivo, con acrosoma Café, sobre la region posacrosomal/rosa, sobre la regién
intacto acrosomal
Vivo, sin acrosoma: Café, sobre la region posacrosomal/sin tincion, en la region

posacrosomal




Muerto, con acrosoma Azul, sobre la region posacrosomal/rosa, sobre la region

intacto acrosomal.

Muerto, sin acrosoma Azul, sobre la region posacrosomal/ sin tincion, sobre la region
acrosomal.

Resultados

Efecto de la temperatura de criopreservacion sobre la viabilidad del espermatozoide.

Los resultados obtenidos en este experimento se muestran en el cuadro 1, estos
demuestran que la temperatura de criopreservacion, provoco cambios significativos (P<
0.05) en el espermatozoide de cerdo, en las variables (motilidad progresiva,
espermatozoides vivos, espermatozoides vivos con acrosoma intacto y espermatozoides
vivos sin acrosoma; cuando la célula espermatica es sometida al proceso de

criopreservacion.

Cuadro 1. Diferencias numéricas en los porcentajes de cada variable, considerando

el efecto de la temperatura de criopreservacion.

Variable Fresco Descongelado Diferencia
Motilidad 85.00° 29.88P 55.12
Spz. Vivos 81.00° 31.94P 49.06
Spz. Vivos con acrosoma intacto 75.33% 31.23° 44.1
Spz. Vivos sin acrosoma 9.88? 12.67° 2.76
Spz. con RA 6.44° 11.55% 5.11

Spz. (espermatozoides).
RA (reaccion acrosomal).
Medias con letra diferente por fila son diferentes significativamente (P< 0.05, Tukey).

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la temperatura de criopreservacion
sobre la motilidad progresiva que se observan en el cuadro 2 y en la siguiente grafica 1,
mostraron una disminucion significativa (P<0.05) en el porcentaje de espermatozoides

motiles en el semen descongelado en los grupos raciales estudiados.




En semen fresco el porcentaje de espermatozoides motiles no presento diferencias

significativas entre razas.

Sin embargo cuando se descongel6 los resultados reportaron una disminucion

significativa (P<0.05) En la raza Yorkshire disminuyo el 49.83 %, en Landrace 54.5 %, y

en la raza Duroc el 61.00 %. EIl porcentaje mas alto de pérdida de motilidad progresiva se

obtuvo en la raza Duroc.

Cuadro 2. Medias globales para las variables estudiadas en el espermatozoide fresco

y descongelado en los diferentes grupos raciales.

Razas Yorkshire Landrace Duroc
Tratamientos Fresco Descong | Fresco Descong |Fresco Descong
Variables

Motilidad 86.66% 36.83" 83.33% 28.83" 85.00° 24.00°
Spz. vivos 83.662 42.33" 81.33% 34.33° 78.008 31.16°

Spz. vivos con acrosoma intacto  79.66%

Spz. vivos sin acrosoma

6.66"

74.33%  28.83P

13.06*  9.00*  12.53%

72.008 25.96°
14.008 12.43?

Medias con la letra diferente por fila, son diferentes significativamente en las comparaciones en cada raza (P< 0.05, Tukey).

Spz. (espermatozoides).

PORCENTAIJE

100
90
80
70
60
50
40
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Fresco
York Landrace
H Motilidad 86.66 36.83 83.33 28.83 85 24
H Spz. Vivos 83.66 42.33 81.33 34.33 78 31.16
% Spz. Vivos con acrosoma 79.66 38.9 74.33 28.83 72 25.96
B Spz. Vivos sin Acrosoma 6.66 13.06 9 12.53 14 12.43




Gréfica 1. Efecto de la temperatura de criopreservacion, sobre la viabilidad del
espermatozoide (motilidad progresiva, espermatozoides vivos, espermatozoides vivos con

acrosoma, espermatozoides vivos sin acrosoma).

Spz (espermatozoide)
Desc (descongelado)

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la temperatura sobre los
espermatozoides vivos, que se mostraron en el cuadro 2 y en la siguiente gréafica 1,
revelaron una disminucion significativa (P<0.05) de espermatozoides vivos en los grupos

raciales estudiados al descongelar.

En semen fresco el porcentaje de espermatozoides vivos no presento diferencias

significativas entre razas.

El cambio de temperatura de fresco a descongelado provocé dafios en la membrana
plasmatica de los espermatozoides y ocasiono la muerte de la célula espermatica, los
resultados manifiestan una disminucién significativa (P<0.05) en el porcentaje de
espermatozoides vivos en la razas; Yorkshire 41.33 %, Landrace 47.00 % y Duroc 46.84 %.

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la temperatura sobre los
espermatozoides vivos con acrosoma intacto que se mostraron en el cuadro 2 y en la
siguiente gréfica 1, muestran una disminucion significativa (P<0.05) de espermatozoides

ViVOos con acrosoma intacto en los grupos raciales estudiados al descongelar el semen.

En semen fresco el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto no

presentd diferencias significativas entre razas.

El cambio de temperatura de fresco a descongelado provocé dafios en las
membranas de los espermatozoides, los dafios ocasionaron una disminucién significativa
(P<0.05) en el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto, en el semen
descongelado. El porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto disminuyo en

la razas; Yorkshire, Landrace y Duroc el 40.76 %, 45.5 % y 46.04 % respectivamente. En la




raza Yorkshire, se observo un aumento significativo (P<0.05) en el porcentaje de

espermatozoides vivos sin acrosoma de 6.40 %.

Discusion

Los resultados obtenidos en esta investigacion, mostraron que la temperatura de
criopreservacion provocé cambios significativos (P< 0.05) en el espermatozoide de cerdo,
en las variables consideradas en este experimento como pardmetros de viabilidad. La
temperatura de criopreservacion, causé dafios en la membrana plasmatica del
espermatozoide, provocando una disminucion significativa en el porcentaje de
espermatozoides motiles, de fresco a descongelado (85 % vs 29.88 %), asi como también la
muerte de los espermatozoides, resultado que reflejé una disminucién en el porcentaje de
espermatozoides vivos, de semen fresco a descongelado (81.00 % vs 31.94 %), en
consecuencia de este proceso de desestabilizacidn de las membranas por la temperatura de
criopreservacion, el espermatozoide experimentd una prematura reaccion acrosomal,
provocando una disminucion de espermatozoides con acrosoma intacto de fresco a
descongelado (75.33 % vs 31.23 %), el espermatozoide al ser sometido a temperaturas de (-
130°C a -196°C) experimentd lo que se conoce como capacitacion prematura o
criocapacitacion la cual provocé una disminucién en el porcentaje de espermatozoides no
capacitados de semen fresco a descongelado (83.33 % vs 43.44 %).

Estos resultados coinciden con los reportados por (Watson, 1995; Curry, 2000; Holt
et al., 200; Namula et al., 2013; L. Fraser et al., 2014), al congelar semen de cerdo. Watson
(1995) reportd, que los espermatozoides que sobreviven a la congelacion-descongelacion

experimentan alteraciones similares a las causadas por la capacitacion.

La evaluacién de la motilidad y la morfologia son los estandares comunes para
determinar la viabilidad del espermatozoide in vitro, a pesar de que se conoce que el
espermatozoide que sobrevive el congelamiento, puede ser motil, pero no necesariamente
fértil (Polge, 1970; Sellés et al., 2001; Ruiz et al., 2002, 2003; Gadea et al., 2003; Namula
etal., 2013; L. Fraser et al., 2014).




Con respecto a la motilidad progresiva, los resultados que se obtuvieron en el
presente estudio revelaron que el cambio de temperatura de fresco a descongelado provocd
en los espermatozoides pérdida de la motilidad, con diferencias significativas (P<0.05)
entre razas. El porcentaje mas alto de espermatozoides motiles se observé en la raza
Yorkshire, el segundo lugar para la raza Landrace y con el porcentaje mas bajo la raza
Duroc. Resultados que coinciden con lo reportado por Almid y Hofmo (1996), para la raza
Duroc, con el menor porcentaje de motilidad, y se coincide también con los resultados
reportados para las razas Landrace y Yorkshire con los mejores porcentajes de motilidad al
congelado-descongelado. (Arancibia-Salinas, et al., 2007), reportaron resultados muy
similares de motilidad en semen congelado-descongelado de cerdos de las razas Yorkshire,
Landrace, Duroc y Pelon Mexicano.

Flores, (2005), reportd resultados similares con disminucion de motilidad
espermatica al congelar semen de cerdo con enfriado lento, hasta -5°C previo a la
congelacion. Estudios realizados en Europa y en los Estados Unidos muestran que la
motilidad espermatica en cerdos puede variar entre un 20 y 50 % después de la congelacion
(Almlid and Hofmo, 1996; Gadea et al., 2001, 2003; Namula et al., 2013; L. Fraser et al.,
2014).

El proceso de congelado-descongelado del semen ocasiona una disminucion en el
porcentaje de espermatozoides motiles, lo que afecta el éxito en la gestacion de las cerdas
inseminadas con este tipo de células (Huang et al., 1999, Ruiz et al., 2002, 2003; Gadea et
al., 2003; Roca et al., 2003; Yeste 2015), por lo que se recomienda usar un enfriado lento
hasta -5°C y aumentar la velocidad de enfriado por debajo de esta temperatura (Bwanga et
al., 1991b; Medrano et al., 2002; Kumar et al., 2003; Thurston et al., 2002; Ruiz et al.,
2002, Namula et al., 2013; Vilagra et al., 2015) en esta investigacion el porcentaje de
motilidad promedio en semen descongelado, fue del 30 %, y en cuanto a raza la motilidad
mas alta se obtuvo en la raza Yorkshire con 37 % porcentajes diferentes a los reportados

por Bwanga et al., (1991a) al congelar semen porcino en minipajillas.




El porcentaje de espermatozoides vivos, los resultados obtenidos en este trabajo
revelaron que el cambio de temperatura de fresco a descongelado provocé dafios en la
membrana plasmatica de los espermatozoides, ocasionandole la muerte. Los dafios a la
membrana provocaron una disminucion significativa (P<0.05) en el porcentaje de
espermatozoides vivos en el semen descongelado. La raza Yorkshire mostro el porcentaje
mas alto de espermatozoides vivos, en segundo lugar la raza Landrace y con el porcentaje
mas bajo la raza Duroc. Estos resultados coinciden con los reportados por Flores, (2005);
Al congelar semen de cerdo, para evaluar la funcionalidad de la membrana plasmatica,
utilizando tasas de enfriado lento, reporté una disminucion promedio del 30 % de
espermatozoides vivos en semen descongelado. Arancibia-Salinas et al., (2007), reportd
porcentajes de espermatozoides vivos muy similares a los encontrados en esta investigacion
en espermatozoides descongelados de cerdo de las razas, Yorkshire, Landrace y Duroc

utilizando la técnica de congelacion de Thilmant. Martinez et al., (2006).

Namula et al., 2013), reportaron que el enfriado del espermatozoide en general
disminuye el porcentaje de células con membrana intacta, sobre todo cuando el enfriado se
realiza en forma rapida, ya que se considera que la membrana plasmatica es la estructura
celular que presenta mayor dafio en su integridad (Watson, 2000; Holt et al., 2005; Meyers,
2005; Lopez et al., 2013).

Al evaluar los espermatozoides vivos con acrosoma intacto en esta investigacion, se
encontrd que la temperatura de criopreservacion provoco dafios en las membranas
ocasionando en el espermatozoide una prematura reaccion acrosomal, provocando una
disminucidn significativa (P<0.05), de espermatozoides vivos con acrosoma intacto en
semen descongelado. La raza Yorkshire mostré el mayor porcentaje de espermatozoides
Vivos con acrosoma intacto, la raza Landrace en segundo lugar y con el menor porcentaje la
raza Duroc, resultados que coinciden con los reportados por Arancibia-Salinas et al.,
(2007), quienes al evaluar semen congelado de cerdo con la técnica de Thilmant,
encontraron una disminucion en el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma
intacto, reportaron en la raza Yorkshire el mejor porcentaje comparado con la raza

Landrace y Duroc.




Por otro lado Flores (2005), obtuvo una disminucion del 20 % de espermatozoides
con acrosomas normales cuando congel6 semen de cerdo con tasas de enfriado lento.
Watson, (1995); y De Leeuw, et al., (1991), reportaron que la pérdida de la membrana

acrosomal, se ha asociado al choque por frio.

La mejor preservacion de la integridad de la membrana acrosomal puede estar
asociada a condiciones favorables al momento de congelar, ya que el dafio a esta estructura
ocasiona disrupcion y pérdida de la membrana acrosomal, asociados al choque por frio
(Watson, 1995; De Leeuw, et al., 1991; Matas et al., 2002; Ruiz et al., 2002; Okazaki et al.,
2012; Lopez et al., 2013, ), al proceso de formacion de hielo intracelular (Mazur, 1985), y
al proceso de transicion de fases de la membrana lipidica (Holt and North, 1984 ; Vilagra et
al., 2015; Yeste et al., 2015).

Conclusion

La temperatura de criopreservacion, provoco cambios significativos (P< 0.05) en el
espermatozoide de cerdo en todas las variables consideradas como parametros de

viabilidad en esta investigacion en las razas de cerdo York, Landrace y Duroc.
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