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RESUMEN. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de las fases previa y posterior a la congelacion del semen de
verraco en pajillas de 5 ml sobre la capacidad de fecundacién in vitro (FIV) de los espermatozoides. Se utilizaron 21
eyaculados de siete animales diferentes, se compararon semen fresco, tratado (semen con todos los componentes nece-
sarios para llevar a cabo la congelacion, antes de ser sometido a la fase de vapores de nitrégeno liquido) y semen conge-
lado en pajillas de 5 ml. Los resultados obtenidos fueron 93.81, 87.23 y 78.47 % de penetracion espermatica; 81.57, 76.44
y 69.11 % de monospermia; 12.24, 10.79 y 9.36 % de polispermia; 84.76, 84.28 y 47.14 % de motilidad; 79.76, 73.33 y
44.81 % de acrosomas normales (NAR) para semen fresco, tratado y descongelado, respectivamente. Al realizar el analisis
de varianza y la prueba de comparaciones mdltiples, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre semen fresco, tratado y descongelado. Por lo tanto, la disminucion en la respuesta de los espermatozoides a la FIV
ya se observa desde |a fase previa a la congelacion. Sin embargo, los resultados obtenidos con la FIV monospérmica, son
prometedores para el uso del semen de verraco descongelado en la inseminacion artificial.
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ABSTRACT. The objective of this study was to determine the effect of the previous and later phases to the freezing of the
boar semen in straws of 5 ml about the fecundation capacity in vitro (IVF) of the sperms. 21 ejaculated of seven different
animals were used to, compared fresh semen, treaty (semen with all the necessary components to carry out the freezing,
before being subjected to the phase of vapors of liquid nitrogen) and semen frozen in straws of 5 ml. The results were 93.81,
87.23 and 78.47 % of spermatic penetration; 81.57, 76.44 and 69.11 % monospermy; 12.24, 10.79 and 9.36 % polyspermy;
84.76, 84.28 and 47.14 % of motility; 79.76, 73.33 and 44.81 % of normal acrosomes (NAR) for fresh semen, treaty and
thawed, respectively. When carrying out the variance analysis and the multiple comparisons test, they were differences
statistically significant (p<0.05) among fresh semen, treaty and thawed. Therefore, the decrease in the answer of the
sperms to the IVF is already observed from the previous phase to the freezing. However, the results obtained with the IVF
monospermyc, are promising for the use of the hog thawed semen in the artificial insemination.
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INTRODUCCION

La primera vez que se realizé con éxito la congela-
cion de material seminal fue en 1949 cuando Polge et al.
(1949) demostraron el poder crioprotector del glicerol. Es-
tos investigadores lograron recuperar espermatozoides de
varias especies después de congelarlos en solucién con
este agente crioprotector. A partir de entonces, diversas téc-
nicas se han desarrollado para congelar material biol6gico,
como espermatozoides, células sanguineas, tejidos,
ovocitos y embriones (Bwanga 1990; Abeydeera & Day
1997a; b; Johnson et al. 2000; Zhou & Yang 2000). En los
centros de reproduccion animal, la aplicacién de estos mé-
todos permiten la optimizacién y aprovechamiento de los
mejores reproductores, mediante el almacenamiento de su
material germinal para su uso posterior; incluso cuando el
animal ha sido desechado. Ademas, la conservacion seminal
de animales con caracteristicas genéticas superiores se
facilita cuando estan imposibilitados para realizar una re-
produccién por si mismos.

A pesar de los avances en este campo, las dife-
rencias fisiolégicas de las células espermaticas entre las
especies e incluso entre individuos, todavia representa un
problema que aun no esta resuelto (Weitze & Petzoldt 1992;
Cordova Izquierdo 2002).

El uso del semen de verraco congelado, ha sido
utilizado principalmente para la introduccién y/o mejoramien-
to genético de los nucleos de seleccion (Holt 1996; 1997;
Watson 2000). Ello se debe principalmente a que los resul-
tados de fertilidad son mas bajos cuando se le compara
con semen fresco.

Cuando la congelacion se realiza en vapor de ni-
trégeno liquido estatico, como normalmente se usa, la ve-
locidad de enfriamiento varia con el tamafio de la muestra
asi como con la distancia entre la superficie del nitrégeno
liquido y el recipiente utilizado (Torreta et al. 1996). La ca-
racteristica importante es mantener una velocidad de en-
friamiento uniforme en la mayoria de las muestras a con-
gelar de manera simultanea.

Con el uso de congeladores programables, se pue-
den alcanzar velocidades de congelacion uniformes en la
mayoria de las pajuelas, aun cuando se congelen de 200-
300 pajuelas simultaneamente. Estos congeladores repre-
sentan una alternativa para la congelacion del semen de
verraco, ya que se pueden congelar lotes grandes de se-
men bajo condiciones estandarizadas y controladas. Ade-
mas, seria posible el estudio del efecto de la velocidad de
enfriamiento y congelacién sobre la calidad espermatica a
diferentes intervalos de temperatura (Bwanga 1990), lo cual
podria representar el futuro de la optimizacion y estandari-
zacion de los procedimientos para la congelacién del se-
men en esta especie. Sin embargo, su aplicacion practica,
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aun no es posible, debido al costo que representa la adqui-
sicion de dichos aparatos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de
las fases previa y posterior a la congelacion del semen de
verraco en pajillas de 5 ml sobre la capacidad de fecunda-
cion in vitro de los espermatozoides.

MATERIAL Y METODOS

La fraccion rica en espermatozoides del eyaculado
se utilizd y el semen fue obtenido mediante la técnica ma-
nual descrita por King & Macpherson (1973) de verracos de
la raza Duroc de 2 a 2.5 afios de edad y con fertilidad pro-
bada. Los ovocitos fueron obtenidos de ovarios de cerdas
con peso promedio de 90-100 kg, las cuales fueron sacrifi-
cadas en matadero comercial. Los ovarios completamente
sanos, limpios y que no presentaron estructuras, tales como
cuerpos luteos, cuerpos hemorragicos o quistes fueron se-
leccionaron. El experimento se realiz6 por triplicado, utili-
zando eyaculados diferentes de cada uno de los animales.
Las muestras de semen fresco se tomaron inmediatamente
después de la recolecta, las de semen tratado (semen con
todos los componentes de la congelacién) antes de some-
terlo a vapores de nitrégeno liquido y las de semen descon-
gelado, inmediatamente después de la descongelacion. Las
disoluciones, diluyentes y medios empleados en este tra-
bajo fueron de Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., USA;
excepto cuando se indica lo contrario. Se procedié de la
manera siguiente:

Valoracién del semen

El semen fue evaluado inmediatamente después
de la recolecta. El volumen se midi6 en una probeta gra-
duada en ml. La motilidad y calidad del movimiento se valo-
raron mediante una gota de la muestra sobre un portaobje-
tos, previamente calentado en una platina térmica a 42 °C,
al final se colocaron cubreobjetos y se observaron al mi-
croscopio a 20 y 40 X. Los resultados de motilidad se ex-
presaron como porcentaje de células espermaticas moviles
(0-100). La calidad del movimiento de los espermatozoides
se valord segun la técnica mencionada por Martin-Rillo et
al. (1996) basada en la siguiente clasificacion de una esca-
la de 0 a 5 (0= espermatozoides inméviles o muertos, 1=
espermatozoides con movimientos no progresivos, girando
alrededor de si mismos, 2= espermatozoides con movimien-
tos anormal u ocasionalmente progresivos, 3= Esperma-
tozoides con movimientos progresivos lentos y ondulantes,
4= espermatozoides con movimientos progresivos rapidos,
y 5= espermatozoides con movimientos progresivos muy
rapidos).

La concentracién de espermatozoides/ml se valo-
ré con una camara de Biirker, segun el método menciona-
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do por Martin-Rillo (1989), para ello se recolect6 una mues-
tra de semen de 1 ml que se diluyé a 100 ml con disolucion
formulada al 3 %. La camara de Birker se prepar6 con
esta disolucion y se contaron 40 cuadros de la misma. La
concentracion se obtuvo aplicando la siguiente formula (Mar-
tin-Rillo 1989):

Concentracion de espermatozoides/ml= No. de

espermatozoides en 40 cuadros pequefios con-

tados en la camara de Birker X 10000

El porcentaje de acrosomas normales (NAR) se

valoro con técnica de Pursel et al. (1972), en la cual se usa-
ron de una a dos gotas de semen, diluidas en 1 ml de diso-
lucién de citrato de formol y observadas al microscopio con
objetivo de inmersién (100 X) para valorar 100 esperma-
tozoides por muestra. Para la congelacion solamente se se-
leccionaron aquellas muestras procedentes de eyaculados,
cuya motilidad en fresco fue mayor al 80 %, de tres a cuatro
de calidad en el movimiento y de 70 a 80 % de NAR.

Congelacién del semen

La congelacion del semen se llevd a cabo en base
al método descrito por Westendorf et al. (1975) con algu-
nas modificaciones (Martin-Rillo datos no publicados) y se
realizé en 11 fases en pajillas de 5 ml. Estas 11 fases fue-
ron: (1) recolecta de la fraccion rica en espermatozoides
del eyaculado, (2) dilucion arazdén de 1:4 con diluyente MR-
A/ a 32 °C, dentro de los primeros 15 min después de la
colecta, (3) equilibrio del semen con diluyente, durante una
hora a temperatura ambiente (Martin-Rillo 1989), (4) pre-
paracion de dosis a razon de 6 X 10°espermatozoides (do-
sis doble) en tubos de centrifuga de 50 ml, (5) las dosis
seminales se equilibraron durante 3 h a 15 °C, (6)
centrifugado a 800g durante 10 min. Decantacién y elimi-
nacion del sobrenadante, (7) resuspension del paquete

celular en el primer diluyente de congelacion a 15 °C, adi-
cionando un total de 5 ml/tubo (dosis doble), (8) enfriamiento
a5°C en camara o cuarto frio durante 1.5 h, (9) dilucion de
cada muestra a razon de 1:1 en segundo diluyente, hasta
obtener 10 ml/tubo, (10) envasado del semen en pajillas
(macrotubos) de 5 ml con perilla de absorcion y leve agita-
cioén para ubicar la burbuja de aire en el centro, y (11) con-
gelacién de pajillas en nitrégeno liquido. Inicialmente se
mantuvieron durante 20 min en la fase gaseosa (vapores),
a 3 cmde la fase liquida, en un contenedor de boca ancha.
Posteriormente se sumergieron en la fase liquida, donde
se almacenaron hasta su descongelacion para su uso.

Descongelacion del semen

La descongelacion del semen se realizé en bafio
Maria a 42 °C durante 40 s y se valoré motilidad, calidad del
movimiento y NAR.

Capacitacion in vitro de los espermatozoides

El medio empleado para la capacitacion in vitro de
los espermatozoides fue el TALP-HEPES (Tabla 1). El pro-
cedimiento aplicado se basd en la: (1) centrifugacion del
semen y resuspension a 500 g durante 10 min y resus-
pension en medio de capacitacion, (2) incubacién a 38 °C
durante 10 min y se tomaron alicuotas (swin up), (3)
incubacion a 38 °C durante 2.5 h para semen fresco y trata-
do, y 1.5 h para semen descongelado, y (4) valoracién de
motilidad y la fecundacion in vitro (FIV) se realizd con 5 X
10* espermatozoides/pocillo con 20-30 ovocitos.

Transporte de ovarios y obtencién de ovocitos

Los ovarios utilizados para extraer los ovocitos fue-
ron obtenidos del matadero y transportados en un termo

Tabla 1. Composicion del medio TALP-HEPES para la capacitacion in vitro de los espermatozoides (se recomienda que los dos ultimos compuestos se

agreguen a final de su disolucion en agua bidestilada).

Table 1. Composition of TALP-HEPES medium for in vitro capacitation of the spermatozoa (it is recommended that the last two compounds are added to

finish of their dissolution in bidistilled water).

Componente PM Cantidad para 1 litro
Nombre Formula quimica
Cloruro de potasio KCl 74.55 230 mg
Cloruro de sodio NaCl 58.44 584¢g
Fosfato de Na monohidratado NaH,PO,H,0 137.99 40 mg
Hepes —_— 238.30 2.38¢g
Bicarbonato de sodio NaHCO, 84.01 210g
Lactato de sodio —_— — 2.53 ml
Rojo fenol — — 10 mg
Cloruro de calcio dihidratado CaCl, 2H,0 147.02 310 mg
Cloruro de Mg hexahidratado MgCl,6H,0 203.30 300 mg
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con suero fisiologico estéril a temperatura de 30-35 °C
(Abeydeera & Day, 1997a; b) y 50 pg/ml de sulfato de
gentamicina (Cdrdova et al. 1997) en un tiempode 1a 1.5
h. Los ovarios fueron lavados dos veces con suero fisiologi-
co.

La recuperacion de ovocitos se realizo por aspira-
cion de liquido folicular de foliculos de 3 a 6 mm de diame-
tro con jeringa estéril de 5 ml con aguja de 18 GX (Ka et al.
1997). El liquido folicular se depositd en tubos de centrifu-
ga de punta cénica y se dejaron reposar durante 10 a 15
min. El sobrenadante se retird con pipeta Pasteur y el pre-
cipitado, paquetes de ovocitos, se resuspendié en medio
TCM-199 (Abeydeera & Day, 1997a; b). La suspension de
ovocitos se coloco en caja de petri y se observaron en mi-
croscopio esteroscdpico para seleccionar aquellos que pre-
sentaron integridad de las células del cimulo. Los ovocitos
se depositaron en placas estériles de cuatro pocillos para
lavarlos de dos a tres veces en gotas de 250 pl de medio
TCM-199 a 38 °C.

Maduracion in vitro de ovocitos

Los ovocitos seleccionados se colocaron en pla-
cas estériles de cuatro pocillos con 100 pl de medio TCM-
199 enriquecido con 10% de suero fetal bovino, 0.05 mM/
ml de glucosa, 0.25 mM/10ml de piruvato de Na, 10 U.1. de
FSHYy LH, 50 pg/ml de sulfato de gentamicina'y 1 ug/ml de
R-estradiol; ajustado a pH de 7.4, cubiertas con aceite mi-
neral a 38 °C, en condiciones de humedad y 5 % de CO,
durante 44-48 h.

Coincubacion (Fecundacion in vitro)

Después de la maduracion in vitro, los ovocitos fue-
ron recuperados y tratados con 100 l de hialuronidasa (300

pg/ml) por pocillo para retirar completamente las células
del cimulo, se lavaron de dos a tres veces en gotas de 250
ul de medio TALP-fecundacién (Tabla 2). Los ovocitos li-
bres de células del cimulo se depositaron en placas estéri-
les de cuatro pocillos con gotas de 100 pl de medio TALP-
fecundacion enriquecido con 0.25 mM/10ml de piruvato de
Na, 6 mg/ml de albimina sérica bovina fraccién V'y 50 pg/
ml de sulfato de gentamicina; cubiertos con aceite mineral
a 38°C en condiciones de humedad y 5 % de CO, durante
12-16 horas (Abeydeera & Day, 1997a; b).

Fijacion y tincién de ovocitos

Al terminar el periodo de coincubacién, los ovocitos
fueron lavados de dos a tres veces en gotas de 250 pl de
suero fisiolégico a 38 °C, con el fin de retirar a los esper-
matozoides del medio. De 4 a 8 ovocitos se depositaron, de
1 a 2 ovocitos por gota pequefia en un portaobjeto con dos
lineas de vaselina pura en sus dos lados laterales, se les
colocd un cubreobjeto, se presiond éste hasta formar una
burbuja alrededor del o los ovocitos y fueron sumergidos en
disolucion de metanol y &cido acético a la proporcion de
3:1, dos partes de metanol y una parte de acido acético,
durante 24 h (Abeydeera & Day, 1997a; b).

Valoracion de la fecundacion in vitro

Los ovocitos fueron tefiidos con orceina acética al
2 %, se colocd una gota de esta tincién entre el portaobjeto
y el cubreobjeto para tefiirlos por capilaridad durante 5a 10
min. El porcentaje de monospermia y polispermia de los
ovocitos fue valorado mediante el nimero de prondcleos.
También, en el microscopio a 100 X se estim¢ el porcentaje
total de penetracion espermatica.

Tabla 2. Composicion del medio TALP-fertilizacion para la fecundacién in vitro (se recomienda que los dos Ultimos compuestos se agreguen al final de su

disolucion con agua bidestilada).

Table 2. Composition of TALP medium for in vitro fecundation (it is recommended that the last two compounds are added to finish of their dissolution in

bidistilled water)

Componente PM Cantidad para 500ml
Nombre Férmula quimica

Cloruro de potasio KCl 74.55 128 mg

Cloruro de sodio NaCl 58.44 3.33¢g

Fosfato de sodio dihidratado NaH,PO,2H,0 137.99 28 mg

Bicarbonato de sodio NaHCO, 84.01 1.022g

Lactato de sodio —_ — 0.64 ml

Rojo fenol —_— — 5mg

Cloruro de calcio dihidratado CaCl, 2H,0 147.02 150 mg

Cloruro de Mg hexahidratado MgCl,6H,0 203.30 50 mg
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Tabla 3. Andlisis de varianza y prueba de comparaciones multiples para medias repetidas (¢ significa que no existe diferencia estadisticamente significativa
dentro de la misma fila; %indica que si hubo diferencia estadisticamente significativa, entre las variables y tratamientos).

Table 3. Variance analysis and multiple comparisons test for means repeated (? it means that it doesn’t exist differs statistically significant inside the same
line; "means there was difference statistically significant, between the variables and treatments)

Variable % N semen fresco
Motilidad 21 84.76 +1.122
NAR 21 79.76 + 1.12°
Monospermia 21 81.57 £ 0.69°
Polispermia 21 12.24 0.38°

Penetracién 21 93.81 +0.59

semen tratado semen descongelado
84.28 £ 1.112 4714 £1.97
73.33+0.87° 44.81+2.29

76.44 +0.62° 69.11 £ 0.58°

10.79 £ 0.39° 9.36 £ 0.25

87.23 +£0.70° 78.47 £ 0.58°

Analisis estadistico

Los datos fueron tratados mediante andlisis de
varianza para medidas repetidas y prueba de comparacio-
nes multiples de medias repetidas (SAS/STAT 1997). Para
conservar el nivel de significacion general en las pruebas
de comparaciones multiples, se penalizé el nivel de signifi-
cacién de cada prueba individual, dividiéndolo por el nime-
ro de comparaciones realizadas. Las diferencias estadis-
ticamente significativas se consideraron para una probabili-
dad de p<0.05.

RESULTADOS

Las caracteristicas espermaticas fueron afectadas
por la influencia del choque frio en las fases previa y poste-
rior a la congelacion del semen de verraco. En la fase pre-
via a la congelacién, la monospermia, polispermia y pene-
tracion espermatica la del semen tratado fueron significa-
tivamente menores que con semen fresco (Tabla 3). En con-
traste en la motilidad y NAR no se estimaron diferencias
significativas entre el semen tratado y el fresco (Tabla 3).

DISCUSION

Los efectos de la congelacion sobre las caracteris-
ticas fisioldgicas de los espermatozoides de verraco han
sido descritos en detalle (Watson y Plumer 1985; Holt 1997;
Curry 2000; Pelaez et al. 2002), tales como motilidad, dafio
acrosomal y capacidad fecundante.

En la mayoria de los casos, la motilidad de los
espermatozoides de verraco después de la congelacion y
descongelacion es menor al 50 %, alrededor del 45 % de
NAR y del 35 al 40 % de capacidad fecundante (Watson
1996). No obstante, para semen de verraco se ha registra-
do una motilidad espermatica del 40 al 50 % para el conge-
lado en pellets y del 20 al 40 % para el congelado en pajillas
(Pursel & Johnson 1975).

En este trabajo las caracteristicas espermaticas
fueron afectadas por la influencia del choque frio en las

fases previa y posterior a la congelacion del semen de ve-
rraco. La excepcidn fue la motilidad, la cual no mostré dife-
rencia significativa entre el semen tratado y el fresco. No
obstante, el porcentaje de penetracidn espermatica encon-
trado con semen fresco resulté similar al registrado por
Martinez et al. (1996), quienes trabajaron con semen de
verraco diluido almacenado a 16 °C durante 24 h con una
concentracion por ml de espermatozoides mas alta que la
utilizada en este trabajo.

El porcentaje de monospermia y motilidad fueron
similares a los encontrados por Cordova et al. (1997; 2001;
2002) al emplear las mismas condiciones de FIV y concen-
tracion de espermatozoides eyaculados frescos. Un hecho
importante de destacar es el bajo porcentaje de polispermia
obtenido al utilizar semen fresco y tratado, lo cual contras-
ta con los resultados de Coy et al. (1993), quienes mencio-
naron que esta caracteristica espermatica de penetracion
esta por arriba del 40 % en la especie porcina, lo cual re-
presenta un problema para la FIV en esta especie, es pro-
bable que se deba a la concentracidn de espermatozoides
empleada en este trabajo.

Al comparar el porcentaje de monospermia obte-
nido con semen descongelado procedente de pajillas de 5
ml con los de semen tratado y fresco se observé el efecto
de las fases previa y posterior a la descongelacion sobre la
respuesta de los espermatozoides a la FIV, lo cual coincide
con lo indicado por Watson (1996), quien menciond que en
la mayoria de los casos, el proceso de congelacion afecta
la capacidad de FIV de los espermatozoides de verraco
entre el 35y 40 %. No obstante, los resultados con cerdos
han indicado que la FIV obtenida después de congelacion
del semen varia ampliamente (Nagai et al. 1988; Bwanga
1990; Cordova-Izquierdo 2002), lo cual ha llevado a los in-
vestigadores a trabajar en gran cantidad de variables, in-
cluyendo el uso de diversos diluyentes, crioprotectores, di-
ferentes geometrias de congelacién y métodos de descon-
gelacion.

Con semen congelado de porcino, los porcentajes
de ovocitos fecundados por espermatozoides epididimarios
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fueron de 0 a 40 %, mientras que con espermatozoides
eyaculados no hubo fecundacion (Nagai et al. 1988).

Bajo diferentes condiciones de estro en la cerda,
sobre todo cuando el nimero de espermatozoides se au-
mento6 artificialmente, la polispermia fue de 30 a 40 %
(Cordova et al. 1997; 2001; 2002). En cambio, en las con-
diciones de trabajo in vitro en este estudio con una concen-
tracion de espermatozoides de 6 X 10%/ml, el porcentaje de
polispermia fue de 9.4 a 10.7 con semen fresco, tratado y
congelado en pajillas de 5 ml. Los resultados de ambas
investigaciones contrastan con los registrados por
(Betancourt et al. 1993), quienes no encontraron algun caso
de polispermia al realizar FIV en porcino empleando se-
men fresco. Sin embargo, el porcentaje de polispermia con
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