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I.- INTRODUCCION.

El congelamiento y descongelamiento de material bioldgico se
ha desarrollado con éxito desde 1949 cuando Polge Yy
colaboradores reportaron por primera vez el poder
crioprotector del glicercl. Estos investigadores 1lograron
recuperar espermatozoides de varias especies de mamiferos
después de congelarlos en una solucién gque contenia este
agente. A partir de entonces, se han desarrollado diversas
técnicas usando el glicerol con el fin de crioconservar una
gran diversidad de material bioldégico como ovocitos,
embriones, células somidticas y espermatozoides (Polge y col.,
1949; Wilmut y Polge, 1977a,b,c; Pickett, 1983; Becerril,
1985; Brackett y col., 1988; Hafez, 1989; Hammitt y Martin,
1989%a,b,c; Bwanga, 1990; Kolon y col., 1992).

La conservacién de material ©bioldgico a través del
congelamiento es de gran utilidad en distintas disciplinas de
las ciencias bioldgicas, puesto gue puede ser almacenado por
tiempo prolongado sin modificaciones importantes de sus
caracteristicas fisiolégicas originales (Brackett y col.,
1988; Hafez, 1989; Bwanga, 1990; Morshedi y col., 1990).

En los Centros de Reproduccién Animal, esta metodologia hace
pcsible el 6ptimo aprovechamiento de los mejores animales
reproductores, mediante el almacenamiento de sus gametos para
su uso posterior, incluso cuando el reproductor ha sido
desechado o sacrificado. Por otro lado, permite la
conservacién de material germinal para su uso y evaluacién

posterior de animales con carcacteristicas genéticas



ventajosas (Brackett y ccl., 1988; Hafez, 1989; Bwanga,
1990) .

La posibilidad de almacenamineto por un tiempo prolongado del
semen en un estado de congelamiento sin perder su capacidad
fertilizante dié origen al inicio de una nueva era en el
desarrolloc de inseminacidén artificial (IA) en los animales de
granja.

Ya han pasado m&s de 40 afios desde los primeros experimentos
exitosos sobre el congelamiento del semen de los mamiferos en
presencia de glicercl y sin embargo, en la actualidad sélo ha
tenido una aplicacién préctica mas generalizada en la IA del
ganado bovino; en cuanto al ganado porcino su aplicacidén ha
sido restringida (Polge y col., 1970; Becerril, 1985; Bwanga,
1990).

A continuacién se describen los avances en los procedimientos
para la crioconservacién de espermatozoides, los cuales han
jugado un papel excepcional en el desarrollo del conocimiento
actual en la criobiologia.

El congelamiento y descongelamiento principalmente dafian a la
membrana celular (Graham y col., 1972), por 1lo que los
esfuerzos de los investigadores en esta rama se han enfocado
a la minimizacién y prevencién de esos dafos.

El principal efecto de las bajas temperaturas sobre 1los
sistemas bioldégicos es la reduccién del movimiento molecular
Yy los efectos inhibitorios proporcionan medios adecuados para
alcanzar la preservacidén de 1las células, tejidos y ©6rganos
por un tiempo prolongado (Bwanga, 1990).

El fendémeno de chogque por frio (CHF) fue primero descrito en

el semen de bovino y después en el de porcino. La

to



susceptibilidad de las células al enfriamiento rapido a pocos
grados abajo de 0°C, no solamente ocurre en los
espermatozoides; también se ha reconocido en la mayoria de
las células expuestas (Mazur, 1984; Amann y Pickett, 1987).
La susceptibilidad de los espermatozoides de los mamiferos
varia intra y entre las diversas especies (Wilmut y Polge,
1977a,b,c; Mazur, 1985; Koehler, 1985; Hofmo y Almlid, 1991).
El CHF sobre los espermatozoides se hace evidente por 1la
presencia de muchas células espermaticas nadando en
movimiento circular en lugar de hacerlo en forma rectilinea,
pérdida prematura e irreversible de 1la movilidad, baja
produccidén de energia, aumento en la permeabilidad de 1la
membrana y Dpérdida de iones y nmoléculas intracelulares
(Watson y Plummer, 1985).

La susceptibilidad del espermatozoide porcino al
congelamineto esta relacionada con factores intra vy
extracelulares. Los pPrimeros, se asocian con las
caracteristicas propias de 1las células como la alta
proporcidén de Aacidos grasos polinsaturados-saturados y un
bajo contenido de colesterocl en sus membranas plasmaticas
(Pursel, 1979). Los segundos, con 1la composicién, tipo y
método de adicién del crioprotector, velocidad de
enfriamiento y congelamiento, velocidad de calentamiento vy
descongelamiento, la proporcién de dilucién del
crioconservador, asi como el tipo de recipiente utilizado
para su almacenamiento y el método de evaluacién usado para
descongelar (Pursel y col., 1978; Pursel, 1979; Hafez, 1989;
Hammitt y Martin, 1989a,b,c; Bwanga, 1990; Fiser, 1991; Kolon

y col., 1992).



La fraccidn rica en espermatozoides del semen porcino es més
resistente al choque por frio gue el eyaculado completo.
Estos son extremadamente sensibles a la temperatura ambiente
después de ser eyaculados, pero pueden recuperar su movilidad
durante una incubacidén a 37°C (Pursel y col., 1972,1973,a,b)
y estd influnciada por factores, tales como: pH, dilucidn del
semen y composicién del diluyente (Pursel y col., 1972;
1973a,b).

El CHF afecta particularmente al acrosoma, con pérdida de su
contenido, pero también se ha relacionado con la ruptura o
pérdida de la membrana plasmidtica (Pursel y col., 1972).
Harrison y White en 1972, han estudiado la liberacidén de
enzimas glucoliticas como la glucosa fosfato isomerasa y
Lactato Deshidrogenasa (LDH) esto pudiera explicar
parcialmente el dafic causado a las células durante este
proceso.

Los fosfolipidos especificos liberados por el espermatozoide
porcino son propios de la membrana acrosomal, aunque pueden
ser también de la membrana plasmatica. Por otro lado, ocurre
una alteracidén en 1la distribucién de los iones como del
calcio y magnesic de la célula espermatica, asi como una
pérdida de ellos; resultando en un deterioro de la membrana
plasm&tica del espermatozoide (De Leeuw y col., 1991).

El espermatozoide porcinco epididimario es menos susceptible
al frio gue el eyaculado, debido a los cambios maduracionales
gue ocurren a lo largo del epididimo, donde el contenido de
lipidos de los espermatozoides disminuye considerablemente de
la red de testis a la cola epididimaria, de tal manera gque el

desarrollo de la sensibilidad al CHF puede estar asociada



como ya se mencioné, con la composicién fosfolipidica de las
membranas plasm&ticas de los espermatozoides (Nagai y col.,
1988; Buhr, 1991; De Leeuw y col., 1991).

También el plasma seminal se ha asociado con la
susceptibilidad de los espermatozoides al CHF. Se ha
demostrado que el contacto de las células esperméticas con
las secreciones seminales aumenta la susceptibilidad al CHF,
probablemente debido a la integracién de proteinas bdsicas en
sus mambranas (Moore y col., 1976).

Por esta susceptibilidad al CHF se han desarollado diversas
estrategias para lograr una adecuada recuperacién de
espermatozoides criopreservados para gue no pierdan su

integridad y sus funciones en la fertilizacién.

I[i:— PROCESAMIENTO DEL SEMEN.II

Entre las razones por las cuales el semen tiene que ser
diluido en un medio adecuado para su congelamiento estan:
abastecer nutrientes como fuente de energia, proteccién de
los espermatozoides contra el dafio por el enfriamiento y
congelamiento, proporcionar un amortiguador para evitar los
cambios perjudicales del pH, mantener la presién osmbética

adecuada y el equilibrio electrolitico correcto(Hafez, 1989).

A) .- DILUYENTES.

La sobrevivencia del espermatozoide porcino eyaculado en el
plasma seminal estd limitada solo a pocas horas, por lo que
la remocién total del plasma seminal y 1la subsecuente

resuspensién de los espermatozoides en un diluyente con las



caracteristicas adecuadas, permite prolongar la sobrevivencia
durante el proceso del enfriamiento-congelacién (Paquignon,
198%) .

Muchos de los diluyentes utilizados para congelar semen
porcino fueron adaptados de los empleados para el
congelamiento del semen de bovino (Paquignon, 1985; Bwanga,
1990) .

A partir de los afios 70, varios grupos de investigadores han
desarrollado diversos diluyentes para la criopreservacién del
semen porcino (Polge y col., 1970; Visser y Salamon, 1974;
Pursel y Johnson, 1575; Bwanga, 1990).

En la actualidad, se clasifican en dos grupos: con y sin
componente amortiguador (Bwanga, 1990).

Dentro del primer grupo con amortiguador los componentes son:
el Tris (hidroximetil aminometano), tris con fructosa y EDTA
(Acido etilenodiaminotetracético) en las concentraciones que
se mencionan m&s adelante (Pursel y Johnson 1971; Visser vy
Salamon, 1974; Bwanga, 1990).

En el segundo grupo sin amortiguador se encuentran: yema de
huevo (22.5%), glucosa (262 a 469 mM), fructosa (262 a 632
mM) y la lactosa (266 a 373 mM) en relacién a los componentes
del diluyente para congelar (Salamon y col., 1973; Visser y
Salamon, 1974; Osinowo Yy Salamon, 1976; Wilmut y Polge,
1977a,b,c).

Cuando el diluyente no contiene amortiguador, ésta capacidad
es reemplazada por la yema de huevo ( Paguignon, 1985).

El dafio ocurrido al espermatozoide porcino durante el proceso
de congelamiento parece ser dependiente de la fuerza iénica

de 1los diluyentes. La eficiencia de estos diluyentes es



menor, sobre todo cuando contienen una concentracién baja en
electrolitos (Visser y Salamon, 1974; Paquignon, 1985).

La mayor parte de los diluyentes para el congelamiento son
iso o hiperténicos con respecte al plasma seminal. El
espermatozoide porcino puede tolerar un intervalo
relativamente amplio de presidén osmética, la cual puede ser
de 280 a 420 mosm/Kg H20. Sin embargo, el tipo de azGcar en
el diluyente parece ser mas importante que la tonicidad, Por
el aporte energético que éstos proporcionan (Visser vy
Salamon, 1974; Paquignon, 1985; Bwanga, 1990).

El éxito de un diluyente va a depender de la combinacién de
varios factores como la concentracidén, el proceso de
enfriamiento, el método de congelamiento y el «criterio
utilizado para la evaluacidén de la calidad del espermatozoide
después del descongelamiento (Obando y col., 1979).

Los azlcares se afiaden a los diluyentes para el congelamiento
del semen porcino como factores osmdéticos, mediante lo cual
proporcionan crioproteccién extracelular. La presidédn osmética
Yy los valores de pH de esitos diluyentes se han ajustado a los
parametros normales que se encuentran en el plasma seminal de
esta especie, los cuales son: 308 mosm/kg de presidn osmética
Yy 7.3 a 7.9 de pH (Hafez, 1989; Bwanga, 1990; Hofmo y Almlid,
1991; Rodriguez-Martinez, 1991).

Los azlcares no penetran a la membrana plasmiatica del
espermatozoide porcino, por lo que se ha reportado gque su
accién de proteccidédn probablemente sea aumentando el
porcentaje de agua no congelada a una temperatura dada o por
la reduccién de 1la concentracidén de sales en el agua

extracelular (Mazur, 1984).



En la mayor parte de los diluyentes utilizados para el
congelamiento del semen porcino, las proteinas y
lipoproteinas se encuentran en la yema de huevo, la cual se
agrega comunmente en un 20 %. Sin embargo, su eficacia como
agente crioprotector es inferior a la del glicerol (Salamon y
col., 1973). De tal manera, que el mecanismo por el cual 1la
yema de huevo proporciona proteccién durante el proceso del
congelamiento, alin no se conoce con precisidén. Probablemente
sea a través de una deshidratacidén celular menos intensa o
por la estabilizacién de 1la membrana plasmatica del
espermatozoide de esta especie (Courten y Paquignon, 1985).

En cuanto al Tris, la mayoria de los estudios mencionan una
concentracién de 200 mM (Pursel y Johnson, 1971; Paquignon,
1985) . Aunque las concentraciones hasta 250 mM son eficaces.

El EDTA proporciona alguna proteccién al espermatozoide
porcino durante el proceso del congelamiento. Sin embargo, su
efectividad puede variar de acuerdo a la composicién del

diluyente utilizado (Visser y Salamon, 1974).

B) .- AGENTES CRIOPROTECTORES.

Desde el descubrimiento de las propiedades crioprotectoras
del glicerol por Polge y col., en 1949, otros agentes
crioprotectores se han utilizados para asegurar la
supervivencia de innumerables sistemas vivientes después de
ser almacenados a bajas temperaturas. Pero a pesar de estos
esfuerzos, en la actualidad pocas técnicas de
criopreservacién permiten una alta supervivencia después del

congelamiento y descongelamiento, de tal manera gque la



criopreservacién de nmuchos sistemas han mostrado resultados
pocos satisfactorios o infructuosos (Fahy, 1986).

Los crioprotectores no han resultado tan efectivos aGn cuando
son utilizados a velocidades 6éptimas de enfriamiento durante
el congelamiento y de calentamiento, sin embargoc durante el
descongelamiento, juegan un importante papel en la proteccién
de la membrana espermadtica (Mazur, 1984; Bwanga, 1990; Hofmo
y Almlid, 1991).

Los crioprotectores que se conocen en la actualidad han sido
divididos en dos grupos: los que penetran a la célula y los
que actian desde el exterior. En el primer grupo, se
encuentran el glicerol, el dimetilsulféxido, eritreitol,
adonitol y acetamida. En el segundo, se ubican varios
azlicares como 1la glucosa, la fructosa, la sacarosa, la
lactosa y la polivinilpirrolidona, sélo los del primer grupo
han sido utilizados comc verdaderos crioprotectores en una
gran variedad de células y tejidos (Bamba y Adams, 1990;
Bwanga, 1990; Anchordoguy y col., 1987 y 1991).

Adn cuando la concentracién oéptima del glicerol no ha sido
establecida es de todos los crioprotectores antes mencionados
el que md&s se ha incluido en 1los diluyentes para el
congelamiento del semen, tanto del cerdo como de otras
especies. Se ha reportado que concentraciones promedio entre
2 y 6 % han dado buenos resultados (Osinowo y Salamon, 1976;
Murdoch y Jones, 1978; Hammit y Martin, 1989%a,b,c; Bamba y
Adams, 1990; Bwanga, 1990; Fiser, 1991; Hofmo y Almlid, 1991;
Anchordoguy y col., 1991).

Existen reportes contradictorios en relacién a la temperatura

de exposicién del semen porcino al glicerol (Maxwell vy



salamon, 1979). En la mayoria de los trabajos reportados, el
glicerol es afiadido a 5°C (Mazur, 1985; Paquignon, 1985;
Bamba y Adams, 1990; Bamba y Cran, 1988a,b; Bwanga, 1990;
Hofmo y Almlid, 1991).

En 1988, Almlid y Johnson comparando el efecto del glicerol a
5 y 0°C; encontraron mayor movilidad e integridad del
acrosoma y de la membrana plasmidtica del espermatozoide
porcino después del descongelamiento, cuando el glicerol fue
incorporado a 5°C, mencionando que a 20°C causa una reduccién
significativa en la calidad de los espermatozoides después
del descongelamiento, en comparacién con la adicién a 5°cC,
sugiriendo un efecto téxico del glicerol a temperaturas
mayores a 5°C.

Existe poca informacién en relacién al tiempo en que el
glicerol penetra la membrana plasmatica del espermatozoide
porcino (Hofmo y Almlid, 1991). Sin embargo, la exposicién al
glicerol del espermatozoide porcino por 5 a 20 segundos a 5°C
requiere mayores <concentraciones que exposiciones méas
prolongadas. En relacién a esto, en 1988 Almlid y Johnson
investigaron diversos tiempos de exposicién de espermatozoide
porcino al glicerol. El1 semen fue expuesto al glicerol
durante 0.5, 2, 5, 15 y 75 minutos, no encontraron diferencia
de penetracidén en los diferentes tiempos, concluyendo que el
glicerol penetra al espermatozoide porcinc en pocos segundos
y que el equilibrio se alcanza a los 30 segundos, por lo que
el efecto de este agente crioprotector sobre la capacidad
fertilizante del espermatozoide porcino descongelado pudiera

ser dependiente de la temperatura y tiempo de exposicidn.



Los intentos de combinar el glicerol con otros agentes
crioprotectores no ha dado buenos resultados, de tal manera
que en la actualidad es <considerado como el agente
crioprotector de vanguardia en el congelamiento del semen
porcino (Paguignon, 1985; Hofmo y Almlid, 1991; Bwanga,

1990) .

C.~ ENVASES.

Uno de 1los primeros intentos de congelamiento de semen
porcino fue en forma de pastillas, las cuales eran guardadas
en contenedores plasticos para su conservacidén en nitrégeno
liquido, con algunos problemas en su manejo e identificacién
(Pursel y Johnson, 1975).

Existen reportes que a partir de 1975, el congelamiento del
semen porcino se realiza en maxi y mninipajilas pléasticas de
0.5 y 0.25 ml, con ciertas ventajas sobre el congelamiento
en pastillas: mejor higiene, optimizacidén del proceso de
enfriamiento y congelamiento, reduccién del equipo para el
almacenamiento, facil identificacién, manejo Yy
descongelamiento (Aalbers y col., 1985; Hammit y Martin,
1989a,b,c; Bwanga, 1990).

Se ha reportado que existen algunas diferencias entre la maxi
y ninipajilla en cuanto a su eficiencia, siendo esta ultima
la gque mejores resultado ha proporcionado ya, gque la
maxipajilla presenta cierto problema durante el proceso de
congelamiento y descongelamiento. Durante el primer proceso,
presenta diferencias de enfriamiento entre la parte central y

periférica; y durante el segundo, existe un calentamiento
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retardado en el centro comparado con el de la periferia
(Weitze y col., 1991; Bwanga, 1990; Hofmo y Almlid, 1991).

AGn no estad claro si la mejor calidad del semen porcino
descongelado almacenado en pajillas plasticas mas pequeias,
es debido a las mejores condiciones de congelamiento y/o
descongelamiento. Sin embargo, puede ser gue se deba a una
tasa de enfriamiento mas rapido, cuando se usa minipajilla.

Actualmente se llevan a cabo experimentos para investigar la
posibilidad de congelar el semen porcino en bolsas PVC y
tefldn con 5 ml de volumen, asi como en macrotubos de 4 ml,
sin embargo, aln requieren especial consideracién en el
disefio de procedimientos para la criopreservacién (Bwanga,

1990; Hofmo y Almlid, 1991).

D.- PROCESO DE CONGELAMIENTO.

El semen porcino difiere del de otras especies de animales
domésticos, ya gque es producido en mayor volumen Yy es
extremadamente sensible al CHF, inmediatamente después de su
recoleccidén; sdlo tolera relativamente bajos niveles de
glicerol para el congelamiento. Estas carcateristicas son de
gran importancia a considerar en el procedimiento para su
criopreservacién (Larsson, 1978; Bwanga, 1990; Bwanga y col.,
1990; Fiser, 1991).

Mazur en 1985, y en 1991 De Leeuw y col. reportaron algunos
eventos relacionados con la sobrevivencia del espermatozoide
porcino durante el congelamiento lento, rapido y ultrarapido.
Durante el congelamiento lento, se forma hielo fuera de la
célula, resultando una desshidratacién, pero pueden sobrevivir

POr no congelarse internamente.
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En el congelamiento réapido, también se forma hielo fuera de
la célula, resultando una deshidratacién parcial, pero no
suficiente para evitar la formacién de hielo dentro de la
célula espermdtica, por lo gque pueden también sobrevivir.
Durante el congelamiento ultrardpido, solamente son formados
muy pocos cristales de hielo, tanto fuera como dentro del
medio extracelular, los cuales no causan daho celular directo
por deshidratacidn, resultando una excelente sobrevivencia
(Mazur, 1985; Buhr, 1991; Hofmo y Almlid, 1991; De Leeuw y
col., 1991).

Las temperaturas de enfriamiento por arriba del punto de
congelacién , especialmerte en el enfriamiento rédpido pueden
provocar una pérdida de la movilidad espermatica y de lipidos
de la membrana plasmatica de los espermatozoides, 1lo cual
aumenta su permeabilidad, reduciendo su actividad metabdlica,
se producen dafos al el acrosoma y en las concentraciones de
electrolitos (Courtens y col., 1989).

Se han realizado numerosos estudios con respecto a la
optimizacidén del proceso de congelamiento del semen porcino,
particularmente relacionados con la velocidad de
enfriamiento. Se ha observado gue cuando el congelamiento se
realiza en vapor de nitrdgeno liquido est&tico, la velocidad
de enfriamiento es muy variable, la cual estd relacionada con
la distancia entre la superficie del nitrdégeno y el material

a congelar (Bwanga, 1990; Hofmo y Almlid, 1991).



En 1990, Bwanga reportd® algunas sugerencias que podrian ser
de utilidad en el congelamiento del semen porcino, las cuales
son:

1.- El equilibrio del semen debe llevarse a cabo en el dilu-
yente durante el enfriamiento a 5°C, lo cual promueve la
capacidad del espermatozoide para resistir el congelamien
to y descongelamiento.

2.- El plasma seminal debe ser removido en su totalidad y los
espermatozoides resuspendidos en el diluyente para
el congelamiento, antes del enfriamiento por debajo de
5°C.

3.- Las concentraciones de espermatozoides que se han
reportado para el congelamiento van de 0.45 hasta 4 x 109
espermatozoides/ml.

4.~ Debe tomarse en cuenta que el espermatozoide porcino to-
lera relativamente bajas concentraciones de glicerol.

En la actualidad, se ha iniciado el uso de congeladores

programables (PCT-200, Planer Products Ltd., England) los

cuales han hecho posible el congelamiento del semen porcino a

nivel comercial, ya que permiten un mejor control durante el

proceso de congelacidn bajo condiciones estandarizadas, lo
que bajo condiciones de nitrégeno ligquido estéatico,

dificilmente se alcanza, lo cual puede ayudar en el futuro a

la criopreservacién en general y del semen porcino en

particular (Pursel y Park, 1985; Bwanga, 1990; Bwanga y col.,

1990; Hofmo y Almlid, 1991).



E.- PROCESO DE DESCONGELAMIENTO.

La velocidad de descongelamiento es un factor tan importante
para la supervivencia del espermatozoide porcino, como lo es
la de enfriamiento, esto ha sido demostrado con el semen de
toro (De Abreu y col., 1979) y con el de cerdo (Pursel y
Johnson, 1975) en donde se ha reportado mayor movilidad y
mejor mantenimiento de la integridad del acrosoma después de
un calentamiento répido.

El semen congelado en pajillas plasticas se ha descongelado a
temperaturas gue varian entre 35 y 90°C, durante 15 y 120
segundos. Sin embargo, la mayoria de los estudios respecto a
la la temperatura y tiempo de descogelamiento para las maxi y
minipajillas sugieren descongelar en bafio de agua a 50°C
durante 40 y 20 segundos, respectivamente. De tal manera que
la temperatura del semen recién descongelado bajo este
sistema estd entre 20 y 25°C al momento de retirar las
pajillas del bafic de agua caliente (Mazur, 1977; Bwanga,

1990) .

2.- FERTILIZACION IN VITRO (FIV).

La FIV en mamiferos la inicié Chang en 1959 en conejos. El
conocimiento de los fendmenos reproductivos han contribuido
de manera decisiva a mejorar y optimizar esta técnica,
ayudando asi a la optimizacién de su eficiencia reproductiva.
Se han utilizado como modelos experimentales animales de
laboratorio tales como: ratén, <criceto, gato, perro vy
animales domésticos, entre 1los gqgue se encuentran el cerdo,

borrego y la vaca (Brackett y col., 1988; Nagai y col., 1988;



Mattlioli y col., 1989; Bavister, 1990; Betancourt y col.,
1993). También se han realizado estudios en humanos con fines
de reproduccidédn asistida (Morshedi y col., 1990).

En particular, en el cerdo 1la FIV ha sido aplicada en
investigacién basica y técnicas de produccién animal. En el
primer caso se ha contribuido al conocimiento de la biologia
de los gametos de mamiferos desde su maduracién e interaccién
del espermatozoide con el dvulo hasta las primeras etapas del
desarrollo embrionario, favorecido por la gran cantidad de
ovocitos que pueden ser colectados en los rastros y de
espermatozoides en las granjas, contribuyendo de esta manera
al desarrollo de la metodologia de la FIV porcina (Yoshida,
1987; Yoshida y col., 1990; Rath, 1991; Betancourt y col.,
1993).

En la crianza comercial porcina, la FIV ha sido utilizada
para reducir el intervalc entre generaciones y para producir
lechones con valor genético superior. En combinacién con 1las
técnicas de congelamiento de ovocitos y espermatozoides, 1la
FIV ha contribuido al establecimiento de un banco de genes
con caracteristicas genéticas comercialmente importantes para
esta especie (Hammitt y Martin, 1989a,b,c; Nagai, 1988).

No obstante, que en cada una de las aplicaciones de la FIV
existen avances importantes, su progreso y aplicacién ha sido
lento, debido a problemas relacicnados con la técnica en
relacién a su complejidad y costo, interpretacién de sus
resultados y a la diversidad de técnicas empleadas por los
diversos investigadores (Austin, 1990 citado por Ambriz,

1993) .



Nagai y col. (1988), ¢qulienes realizaron FIV en cerdo
utilizando espermatozoides epididimarios y eyaculados
crioconservados, s6lo obtuvieron éxito con los primeros. Dada
la dificultad para obtener espermatozoides epididimarios, es
importante establecer una técnica que permita utilizar

espermatozoides eyaculados como alternativa para la FIV.

3.- CAPACITACION ESPERMATICA.I

En 1951, Austin y Chang en forma independiente observaron por
primera vez gque los espermatozoides recién eyaculados no
podian penetrar al ©6vulo, sin antes permanecer por algn
tiempo en el aparato reproductor femenino, en donde sufrian
cambios fisioldgicos y adgquirian su capacidad fertilizante, a
este proceso se le ha llamado capacitacién y se cree que se
inicia en el dtero, sin embargo, parece ser gue el principal
sitio es el oviducto, especificamente en su regién istmica
(Austin, 1951; Chang, 1951 reportados por Knobil y Neill,
1988; Pursel, 1983; Crabo, 1985; Hamano y col., 1989; Buhr,
1991), aunque este fendbmeno hace ya 42 afios de haberse
descubierto, su significado bioldégico aln no esta claro.

Aunque la permanencia de los espermatozoides en el tracto
reproductor femenino sea un requisito general, para que se
lleve a cabo su capacitacién, el tiempo varia en funcidén de
la especie: los del ratén requieren menos de una hora, en
tanto que los del conejo necesitan por lo menos 5 & 6 horas
para alcanzar su plena capacidad fertilizante. Los
espermatozoides de ovino y porcino requieren de 1.5 y 3 a 6

horas, respectivamente (Crabo, 1985).
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Chang en 1957, observd dque 1los espermatozides de conejo
capacitados pierden su capacidad fecundante al ser incubados
en plasma seminal de conejo, toro u hombre; pero estos mismos
espermatozoides ahora descapacitados, recobraban su habilidad
fertilizante tras permanecer en el aparato genital femenino.
Estas observaciones indican gue existe un factor de
descapacitacién en el plasma seminal y que debe ser eliminado
antes de gque la célula espermdtica adquiera nuevamente su
capacidad fertilizante. Este factor se ha encontrado en los
fluidos del aparato reproductor masculino, incluidos
testiculos y epididimo, pero el papel gue juegan ain estd en
debate. La eliminacién del factor descapacitante puede dar
como resultado la activacién de una o mds enzimas acrosémicas
necesarias para llevar a cabo la fertilizacidén, provocando
una alteracién de 1la membrana. Este factor se une a la
membrana espermdtica estabilizandola e impidiendo la
liberacién de enzimas acrosodmicas. Independientemente del
mecanismo, la capacitacién espermdtica supone la eliminacién
o inactivacién de los agentes presentes en el plasma seminal
gue se encuentran unidos a la cabeza del espermatozoide
(Crabo, 1985; Buhr, 1991).

En las especies animales, antes de gque se lleve a cabo 1la
fertilizacién se realiza un fendémeno 1llamado "reaccién
acrosomal", algunos autores lo consideran parte del proceso
de capacitacidén espermatica, mientras que otros lo estiman
como una consecuencia de ésta (Crabo, 1985; Knobil y Neill,
1988; Buhr, 1991).

Austin en 1967 y Bedford en 1970 (reportados por Knobill y

Neill, 1988) mencionaron gque la capacitacién y reaccién
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acrosomal pueden considerarse como dos fendémenos separados,
en donde la capacitacién es una serie de cambios
estructurales gue provocan una alteracién en su membrana
plasmdtica que hacen al espermatozoide capaz de sufrir 1la
reaccién acrosomal.

La reaccién acrosomal consiste en la ruptura y fusidén de la
membrana plasmatica del espermatozoide con la membrana
acrosémica externa, seguido por una vesiculacién extensa en
el segmento anterior del acrosoma, lo cual permite la
liberacién de las enzimas acrosodmicas hidroliticas como 1la
hialuronidasa y acrosina. La fusién de la membrana plasmatica
y membrana acrosomal externa, permite que quede expuesta la
membrana acrosomal interna.

Se estima que el espermatozoide capacitado experimenta la
reaccidén acrosomal con la consecuente liberacidén de enzimas
cuando ha establecido el primer contacto con el ovocito que
implica: reconocimiento (especifica de especie) y penetracidn
de la masa del ctimulo ovigero y la corona radiada. Adn esté
en discusién el papel del camulo ovigero para inducir la
reaccién acrosomal del espermatozoide porcino (Crabo, 1985;
Knobil y Neill, 1988).

Se ha reportado que en cerdos, una poblacién de
espermatozoides capacitados comienzan a estar disponibles
para la fertilizacidén 2 a 3 horas después de la monta natural
o inseminacidén artificial con semen fresco (Hunter, 1972;
Pursel, 1983). Sin embargo, a pesar de gue se han denerado
numerosas investigaciones sobre la capacitacién espermética,
se cuenta con poca informacién relacionada con los efectos

del congelamiento sobre el tiempo de capacitacién del



espermatozoide porcino (Fursel, 1983; Crabo, 1985; Buhr,

1991).

II.~-JUSTIFICACION.

Para llevar a cabo estudios de FIV en cerdos es necesario
contar con la disponibilidad de muestras de semen con las
caracteristicas adecuadas en el momento gue se regquiera.

El semen de cerdo descongelado ha sido usado principalmente
para llevar a cabo IA in vivo, muy poco ha sido utilizado con
fines de emplearlo para FIV y menos ain para conocer cual
seria el efecto de la criopreservacién en este fendmeno.
Estudios sobre este tema serian importantes ya gque ayudarian
a utilizar muestras de semen con la misma variabilidad de
respuesta en la FIV, dado que cuando se utiliza semen fresco
de cerdo para estudios in vitro 1la variabilidad en las
caracteristicas fisioldgicas del semen es muy amplia, adn en

diferentes eyaculados del mismo cerdo (Berger y col., 1989).

III.~- OBJETIVOS.

GENERAL.

Determinar la capacidad de fertilizacién in vitro del semen

porcino descongelado.

PARTICULARES.

1.~ Establecer las diversas variables que influyen en una

o6ptima eficiencia de descongelamiento del semen porcino:
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a) . -Componentes del diluyente.

b) .~Envases.

c) .-Tiempos de enfriamiento, congelamiento 3%
dezscongelamiento.

2.- Determinar la capacitacidén in vitro del semen porcino

descongelado.

HIPOTESIS.

El proceso de congelamiento y descongelamiento del semen
porcino bajo condiciones controladas de laboratorio no cambia

sus propiedades fertilizantes in vitro.

IV.- MATERIAL Y METODOS.

La metodologia propuesta para la congelacidn y descongelacién
del semen en el presente trabajo, fue el resultado de la
integracién de diversas técnicas, las que después de varios
ensayos permitieron obtener los resultados mostrados (para

revisidén ver, Bwanga, 19¢0; Johnson y Rath, 1991).

OBTENCION Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA.

El semen utilizado fue ©proporcionado por la "Granja
Experimental Porcina Zapotitlan" de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autdénoma
de México.

El eyaculado se obtuvo por método de 1la mano enguantada
(Fraser, 1971; King y Macpherson, 1973) y se depositd en un

termo, separando el semen de la parte gelatinosa del

[
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eyaculado filtrandolo a través de una gasa. Inmediatamente
después se evaludé el volumen, movilidad y concentracién de

espermatozoides por ml.

PREPARACION DE LA MUESTRA.

El semen se centrifugd en un tubo de policarbonato a 350 g
por 10 min, en cantidad suficiente para tener una
concentracién de 160 X 106 espermatozoides/ml en la
suspensién celular para congelar (Visser y Salamon, 1974;
Osirowo y Salamon, 1976; Maxwell y Salamon, 1979). Se retird
el plasma seminal y el paguete celular se llevd a 4.5 ml a
temperatura ambiente con el diluyente A (Tris 200 mM, A&cido
citrico 70.8 mM, glucosa 55.51 mM, 25% de yema de huevo y 0.1
g de dihidroestreptomicina en 100 ml de diluyente)
(Comunicacién personal: Laboratorio de Biologia Celular, UAM-
I y CONAMEGRA). La suspensidén se enfrié en un cuarto frio de
1 a 1.5 h hasta alcanzar una temperatura de 5°C (Bwanga,
1990).

Posteriormente, en 2 etapas con intervalo de 15 mnin. se
agregaron 4.5 ml, a 5°C del diluyente B (Tris 200 mM, &cido
citrico 70.8 mM, glucosa 55.51 mM mds glicerol suficiente
para tener una concentracidén de 5% en la suspensién final),
manteniendose a 5°C por 3 h, tiempo de equilibrio suficiente
(Bwanga, 1990) para que el glicerol se difundiera a través de
la célula. A continuacién, la muestra se envasd por succién
muy leve en mini y maxipajillas (aproximadamente 10 de cada
una por ensayo) con 0.25 y 0.5 ml, respectivamente.
Posteriormente, las pajillas se sellaron con alcohol

polivinilico (Comunicacidén personal, CONAMEGRA).
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CONGELAMIENTO.

Las pajillas se congelaron en la fase gaseosa a 5 cms de

distancia de la fase liquida de un contenedor de nitrdégeno

liguido durante 9 min, para después sumergirlas,
almacendandolas hasta su uso (Comunicacién personal,
CONAMEGRA) .

DESCONGELAMIENTO.

Las mini y maxipajillas s2 descongelaron en un bafio de agua a
50°C durante 20 Yy 40 segundos, respectivamente.
Inmediatamente después se tomaron alicuotas para evaluar la

movilidad al microscopio de contraste de fases.

FERTILIZACION IN VITRO (FIV).

La capacitacién de los espermatozoides y FIV fueron
realizadas por el método habitual, con algunas modificaciones
que consistieron en el tiempo de capacitacién y evaluacidn
de los resultados de la fertilizacién después de la

inseminacién (Betancourt y col., 1993).

A) .- CAPACITACION IN VITRO DE LOS ESPERMATOZOIDES.

Las muestras descongeladas, de 0.25 o) 0.5 ml, se
resuspendieron en medio de capacitacién (TALP~-HEPES)
previamente incubado a 37°C, hasta tener un volumen final de
1.5 ml, se incubaron a la misma temperatura durante 30 min,

se tomaron alicuotas de 0.25 ml de la fase superior de la
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suspensidén de espermatozoides ("swim up") (Berger y col.,
1985; Graczykowski y Siegel., 1991) y se depositaron en cajas
de cultivo de 4 pozos, conteniendo cada uno 0.25 ml de medio
de capacitacidén, se incubaron a 37°C en atmésfera himeda con
5% cde CO2 durante 2 h. El1 volumen final por pozo fue de 0.5
ml con una concentracidén de espermatozoides de 10 a 20

millones.

B) .~ EVALUACION DE LA REACCION ACROSOMAL.

Después de la capacitacién se afiadié zona pelicida porcina
solubilizada a una concentracién final de 150ug/ml (Bonilla y
col., 1993). Se incubaron durante 30 min méas, con la
finalidad de inducir la reaccidén acrosomal gue se empled como
un indice de capacitacidén, dado que sélo los espermatozoides
capacitados pueden desarrollar dicha reaccién.

Se hicieron frotis con las suspensiones de espermatozoides,
se dejaron secar al aire y se fijaron con 2 & 3 gotas de
acetona. Después de 24 h se les ahadidé una solucidn al 0.02%
de lectina de cacahuate (Serrano y Diaz-Esparza, 1992)
conjugada a isotiocianato de fluoresceina (Sigma Chem, Co.).
Se observaron las preparaciones al microscopio de
fluorescencia, se evaluaron 100 espermatozoides en promedio
por muestra y se determind el porcentaje de reaccionados de
acuerdo a las modificaciones observadas en el aspecto del

acrosoma.



C).- FIV.

Los ovarios se obtuvieron de cerdas recién sacrificadas en el
rastro ABC de Texcoco, México. Los ovocitos se obtuvieron por
puncién folicular y se maduraron en cajas de 4 pozos (NUNC)
con medio 199 (MICROLAB) suplementado al 10% con suero fetal
de ternera (MICROLAB), 1 mg/ml de glucosa (BAKER), piruvato
de sodio 0.25 mM y 50 ug/ml de gentamicina (SCHERAMEX) por 48
h a 37°C con atmésfera humeda y 5% de CO, escogiéndose solo
aquellos gue conservaron fintegramente sus células cimulo y se
coincubaron en presencia de 5 X 104 espermatozoides/pozo
durante 24 h en las condiciones arriba mencionadas. Al cabo
de este tiempo se colectaron los ovocitos y se fijaron con
una solucidén de Carnoy (3 ml de metanocl: 1 ml de A&cido
acético) por un tiempo minimo de 1 h, se recuperaron de esta
solucién y se tifieron con orceina acética al 2% y se
examinaron al microscopio para evaluar 1la fertilizacién,
determinando <como ovocitos fertilizados a aquellos que
presentaron los dos pronicleos o un complemento diploide conmo
producto de la singamia ocurrida, se compard con muestras de

semen fresco (Betancourt y col., 1993).

ANALISIS ESTADISTICO.

Para el andlisis de los datos se utilizaron las pruebas de x?
y la U de Mann-Withnney. La prueba de x? se utilizd para
analizar los resultados de la movilidad inmediata después del
descongelado, la sobrevivencia y la capacitacién de 1los

espermatozoides (reaccién acrosomal). La proporcidén de
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ovocitos fertilizados se analizdé utilizando la prueba
estadistica de U de Mann-Withnney, en donde se compararon

todos los datos entre si.

{v.- resurraDOs. |

Las muestras de semen utilizadas en este trabajo fueron
obtenidas de cerdos de razas Duroc, Hampshire, Landrace,
Spotted y de la cruza Duroc-Hampshire con una edad promedio
de 2.5 afios, y fertilidad probada. El1 eyaculado total
promedio fue de 150 ml, con una concentracién promedio de 300
X 1()6 espermatozoides por nl.

Solo se utilizaron los eyaculados gque presentaron una
movilidad de los espermatozoides del 80% inmediatamente
después del eyaculado y 6C% como minimo antes del inicio del
proceso de congelamiento, esta evaluacién se realizdé en
cuatro campos y por 3 observadores experimentados. Después
del descongelamiento se analizaron cinco indicadores de 1la
funcién espermédtica, las cuales fueron valorandose de manera
consecutiva: movilidad inmediata, sobrevivencia después de 3
horas, capacitacidén, reaccién acrosomal y capacidad de
fertilizacién in vitro.

En cuanto a 1los envases utilizados (maxi y minipajillas
plasticas), no se encentrd diferencia estadisticamente
significativa entre ellos. Es por eso que en los rsultados
aqui mostrados ya no se mencionan.

En el cuadro 1 se muestran los resultados de la movilidad
obtenida inmediatamente después del descongelamiento en nueve
diferentes ensayos, los cuales fueron realizados por

duplicado y a un tiempo de almacenamiento en nitrégeno
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ligquido de 6 a 7 meses. Se obtuvo en promedio 50% de
movilidad inmediata después del descongelamiento, comparado
con la movilidad del B80% del semen fresco presentada
inmediatamente después de la recoleccidn, al comparar estos
por medio de la prueba de x* presentaron diferencia
estadisticamente significativa con un valor de P<0.05.

En el cuadro 2 se muestra la sobrevivencia obtenida de los
espermatozoides en un tiempo de 2 a 3 horas después del
descongelamiento y con un tiempo de almacenamiento en
nitrdgeno ligquido de 4 a 7 meses, en 10 ensayos diferentes,
los cuales fueron realizados por duplicado. El1 promedio de
movilidad obtenida fue de 60%, compardndolo con la movilidad
del semen fresco (80%) a través de la prueba de Xz, se
encontré diferencia estadisticamente significativa con un
valor de FP<0.05.

En el cuadro 3 se muestra el porcentaje de espermatozoides
con reacciébn acrosomal después del descongelamiento. E1
promedioc de la reaccién acrosomal en los 16 ensayos
realizados, fue de 50% comparado con el 48% obtenido con
semen fresco. Al comparar estos por medio de la prueba de X2
no presentaron diferencia estadisticamente significativa con
un valor de P<0.05.Todas las muestras estuvieron congeladas
por 4 meses, excepto las muestras 1 y 2 (6 meses).

En el cuadro 4 se muestra la proporcibébn de ovocitos
fertilizados con semen descongelado «con un tiempo de
almacenamiento en nitrégeno ligquido de 2 semanas a un afo, en
6 ensayos diferentes, comparadcos con la proporcién de FIV
obtenida con semen fresco. La propocidn de FIV obtenida con

semen frexco fue de (C.85' v <con semen descongelado de



(0.68). Al comparar estos resultados por medio de la prueba
de U de Mann-Withnney presentaron diferencia estadisticamente
significativa con un valor de P<0.05, lo cual muestra que el
proceso de congelamientc-descongelamiento si afecta 1la
capacidad fertilizante in yitro del espermatozoide porcino,
perc sin embargo, la proporcién de ovocitos fertilizados con

semen descongelado es adecuada para utilizarse en estudios de

FIvV.
CUADRO 1
MOVILIDAD PRESENTADA POR LOS ESPERMATOZOIDES
INMEDIATAMENTE DESPUES DEL DESCONGELAMIENTO.
TIEMPO DE PORCENTAJE
RAZA ALMACENAMIENTO RELATIVO DE
EN N2 LIQUIDO. MOVILIDAD.
HAMPSHIRE 158-7 6 MESES 50
HAMPSHIRE 158-7 6 MESES 40
DUROC 89-1 4 MESES 50
DUROC 89-5 6 MESES 50
DUROC 89-5 6 MESES 50
DUROC 89-5 6 MESES 60
DUROC 89-5 6 MESES 50
DUROC 25-2 7 MESES 50
DUROC 25-2 7 MESES 60
X=50+5.6

CADA ENSAYO FUE POR DUPLICADO.
LA EVALUACION SE REALIZO POR MEDIANTE LA TECNICA DE
OBSERVACION DIRECTA.



CUADRO 2
SOBREVIVENCIA DE LOS ESPERMATOZOIDES DESPUES DEL
DESCONGELAMIENTO.
RAZA ALMACE. EN N, TIEMPO PORCENTAJE
LIQUIDO. (HORAS) RELATIVO DE
MOVILIDAD
DUROC 25-2 7 MESES 3.0 50
DUROC 25-2 7 MESES 2.5 70
DUROC 89-5 6 MESES 3.0 50
DUROC 89-1 4 MESES 3.0 50
DUROC 89-1 4 MESES 2.0 70
DUROC 89-1 4 MESES 2.5 60
DUROC 89-1 4 MESES 2.5 60
DUROC 89-5 6 MESES 2.5 70
DUROC 89-5 6 MESES 2.0 70
DUROC 89-5 6 MESES 2.5 70
X=60+8.7

LOS ENSAYOS SE REALIZARON POR DUPLICADO. SE USO LA TECNICA
DE OBSERVACION DIRECTA.

CUADRO 3
PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES CON REACCION ACROSOMAL
DESPUES DE DESCONGELADOS.
PORCENTAJE DE REACCION
RAZA ACROSOMAL
DUROC 89-5 42
DUROC 89-5 62
DUROC 89-1 52
DUROC 89-1 61
DUROC 89-1 43
DUROC 89-1 7
DUROC 89-1 54
DUROC 89-1 50
DUROC 89-1 50
DUROC 89-1 54
DUROC 89-1 49
DUROC 89-1 47
DUROC 89-1 41
DUROC 89-1 53
DUROC 89-1 50
DUROC 89-1 41
[ X=50 +6.1

TODAS LAS MUESTRAS ESTUVIERON CONGELADAS 4 MESES, EXCEPTO LAS
MUESTRAS DEL DORC 89-1..
LAS MUESTRAS SE REALIZARON POR DUPLICADO.



[ CUADRO 4
PROPORCION DE FIV CON SEMEN DESCONGELADO
RAZA TIEMPO ALMAC. | SEMEN FRESCO SEMEN
EN N> LIQUIDO CONGELADO
PROPORCION DE| PROPORCION
OVOCITOS DE OVOCITOS
FERTILIZADOS | FERTILIZADOS
DUROC 89-1 6 MESES 16/18 (0.89) 16/17 (0.94)
DUROC 69-3 9 MESES 8/9 (0.89) 12/21 (0.57)
DUROC 69-3 9 MESES 11/11 (1) 28/34 (0.80)
LANDRACE 8-5 11 MESES 10/14 (0.71) 17/28 (0.57)
DUROC-H 158-7 12 MESES 6/7 (0.86) 15/21 (0.65)
SPOTTED 66-5 2 SEMANAS 14/19 (0.74) 20/36 (0.56)
X=0.85+0.09 X=0.6840.14

LOS PARENTESIS REPRESENTAN LA PROPORCION DE OVOCITOS
FERTILIZADOS, TANTO CON SEMEN FRESCO COMO DESCONGELADO.

VI.- DISCUSION.

La crioconservacién de material biolégico, especialmente de
espermatozoides es de gran interés en los centros de
reproduccién animal, puesto que pueden ser conservados por
tiempo prolongado sin modificaciones importantes en sus
caracteristicas fisiolégicas originales, permitiendo de esta
manera un aprovechamiento 6ptimo de los animales
reproductores de mejor calidad, mediante la conservacidén de
su material germinal para su uso y evaluacién posterior,
incluso cuando los animales van a ser desechados o
sacrificados (Brackett y col., 1988; Hafez, 1989; Bwanga,
1990; Morshedi y col., 1990). Asi mismo, la posibilidad de
disponer de semen porcino mediante la crioconservacién por un
tiempo prolongado, sin perder sus caracteristicas
fertilizantes, permitira mejorar las técnicas en la

inseminacién artificial porcina y en los estudios de

30



fertilizacién in_ vitro (Wilmut y Polge, 1977a,b,c; Nagai vy
col., 1988; Bwanga, 1990; Johnson y Rath, 1991).

Los factores gque tienen efectos nocivos sobre el semen
porcino sometidos a enfriamiento rdpido han sido descritos en
detalle (Watson y Plumer, 1985). Entre ellos se mencionan: la
duracién de los espermatozoides en el plasma seminal después
del eyaculado, remocidén del plasma seminal, la velocidad de
enfriamiento, temperatura final antes de iniciar el
congelamiento y la adicién del agente crioprotector en el
diluyente. Este 0ltimo factor ha sido ampliamente discutido
(Watson y Plumer, 1985; Paguignon, 1985).

En cuanto a la conservacién de los espermatozoides en el
plasma seminal, se ha reportado (Pursel y Park, 1985) que el
tiempo o6ptimo de remocién del plasma seminal es de 2 horas
antes de afiadir el diluyente para el congelamiento; sin
embargo, en el presente trabajo se ensayaron diferentes
tiempos que van de 0 a 2 horas sin encontrar diferencia
alguna. En cuanto a la velocidad de enfriamiento se ha
estudiado en diversos trabajos (Johnsén y Larsson, 1985;
Bwanga, 1990; Johnson y Rath, 1991) utilizando congeladores
programables, en los cuales al inicio del proceso, colocan
los espermatozoides a 5°C como se hizo en este trabajo, dando
un buen resultado.

Ademds se han investigadc (Pursel y Park, 1985) diferentes
periodos de enfriamiento a 5°C antes del congelamiento que
van de 2 a 14 horas, en el presente trabajo se ensayaron
diversos tiempos, desde 2 a 5 horas y el que se aplicd fue de
el de 3.5 horas por ser el gdgue mejores resultados nos
proporciond.
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Para la realizacién de esta tesis se tomaron sélo las
muestras de semen gque presentaron espermatozoides con una
movilidad del 80% inmediatamente después de la recolecciébn,
sin importar el tipo de cerdo, si no era asi, la muestra era
desechada. Todas las muestras se evaluaron antes del
congelamiento con respecto a: volumen total del eyaculado,
porcentaje de movilidad y cantidad de espermatozoides/ml.
Después del descongelamiento se analizaron cuatro indicadores
de la funcidn espermdtica, las cuales se valoraron de manera
consecutiva: movilidad, sobrevivencia, capacitacién (reaccidn
acrosomal) y FIV.

En este trabajo, el agente crioprotector utilizado fue el
glicerol a una concentracién del 5% en v/v de la solucién
final del diluyente gue se afiladidé cuando éste alcanzdé 5°C a
las 1.5 horas de enfriamiento. En otros trabajos (Johnson y
Larsson, 1985; Johnson y Rath, 1991) se han utilizado
concentraciones de 2 a 10% de este mismo agente
crioprotector, agregado a la misma temperatura, pues se ha
observado (Bwanga y col., 1990) gue concentraciones
superiores afectan gravemente al espermatozoide porcino.

En otros trabajos (Healey, 1969; Visser y Salamon, 1974;
Wilmut y Polge, 1977a,b,c¢; Murdoch y Jones, 1978; Maxwell y
Salamon, 1979; Bwanga y col., 1990; Fiser, 1991) los tipos y
concentraciones de 1los componentes del diluyente para el
congelamiento entre 1los gue se encuentran azucares como:
glucosa, fructosa, lactosa, maltosa, sacarosa y ribosa entre
otros, destacando por su utilizacidn los tres primeros, cuyas
concentraciones van de desde 15 hasta 222 mM. La

concentracién que mejor resultado nos proporciond, en cuanto
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a la movilidad e integridad del acrosoma después del
descongelamiento de los espermatozoides, fue la glucosa a una
concentracién de 55.5 mM.

Las concentraciones de Tris gque se han reportado por 1los
autores antes mencionados, presentan una gran variedad, las
cuales oscilan entre 150 a 300 mM, en este trabajo 1los
mejores resultados se obtuvieron utilizando una concentracién
de 200 mM.

En cuanto a las concentraciones de &acido citrico, dnicamente
se reporta gque se han utilizado cantidades suficientes, sin
agregar mas detalles. Por lo que en este trabajo se utilizé
una concentracién de 70.8 mM, basado en las concentraciones
utilizadas en el diluyente para el congelamiento de semen
bovino por parte de la Comisién Nacional para el Mejoramiento
Genético y la Reproduccidén Animal, A.C. en Ajuchitldn,
Querétaro, México (comunicacién personal).

Por lo que respecta a la utilizacidén de la yema de huevo para
el congelamiento del semen porcino, coinciden en la
concentracidén de 22.5% del total de los componentes, en el
presente trabajo se utilizd este mismo porcentaije.

En cuanto al uso del antibidtico en el diluyente para el
congelamiento del semen porcino todos los autores coinciden
en el empleo de cualquiera de los sigulentes: penicilina,
gentamina, estreptomocina y dihidroestreptomicina (Larsson,
1978). En el presente trabajo se utilizd gentamicina en una
concentracidén de 1 mg/ml de diluyente, dosis gque se usa en el
Laboratorio de Biologia Celular de la UAM-I para otros tipos

de células.
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En nuestro trabajo con espermatozoides eyaculados, el
promedio de movilidad aumenta de 50% al momento de 1la
descongelacidén , hasta el 60% después de 2.5 h, lo cual puede
ayudar a obtener 1indices de FIV mas altos. Esto podria
explicarse por la remocién inmediata de los componentes del
diluyente para el congelamiento de los espermatozoides y el
restablecimiento de la temperatura a condiciones fisiolégicas
similares. Sin embargo, esta técnica de observacién directa
representa una medida subjetiva (Berger y col., 1985 y 1989},
ya gque las otras que se han reportado (Hafez, 1989; Woelders,
1991) implican el wuso de aparatos, entre las que se
encuentran la técnica de "Fotografia con tiempo de
exposicién" cuya caracteristica principal es hacer una
medicién de 1la distancia recorrida por el espermatozoide,
entre dos exposiciones; pero se debe contar con equipo
fotografico Yy cuarto oscuro Yy la otra es la de
"Espectrofotometria", la cual realiza una medicién del namero
de espermatozoides que cruzan una via éptica en una unidad de
tiempo, es simple y ré&pida sin embargo, no puede usarse para
estudiar el patrén de movilidad o movimiento de células
espermdticas individuales, ya que son sofisticadas vy
demasiado complicadas para la practica rutinaria en el
laboratorio.

Por 1lo expuesto anteriormente, diversos autores (Pursel vy
Johnson, 1975; Larsson y Einarsson, 1976; Moore y Hibbitt,
1977; Maxwell y Salamon, 1979; Hammitt y Martin, 1989a,b;
Bwanga, 1990; Weitze y ccl., 1991) han utilizado y reportado
porcentajes relativos para valorar la movilidad espermatica,

empleando para ello la técnica de 'observacién directa", 1la
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cual es una medida subjetiva pero sin embargo, puede
considerarse como confiakle cuando es realizada por un
observador experimentado, adem&s, es una técnica simple,
rapida y barata. Por otro lado, algunos autores (Rinehart y
col., 1988; Woelders, 1991) han evaluado esta caracteristica
espermatica utilizando una escala del 0 al 5, este método
consiste en valorar la velocidad y tipo de movimiento de los
espermatozoides, a través de la observacidn directa en donde
en el 0 se consideran a los espermatozoides inmdéviles, en el
1 a los gue tienen un movimiento no progresivo, en el 2 a los
que presentan un movimiento progresivo lento, en el 3 con
buen movimiento progresivo, en el 4 a los que tienen un
movimiento progresivo rédpido y en el 5 a los que presentan
una hiperactivacién espermatica. En este trabajo se utilizéd
la técnica de "observacidn directa" para valorar la movilidad
antes Y después del proceso de congelamiento-
descongelamiento, empleando para ello la medida de
porcentajes relativos.

Los resultados del presente trabajo muestran que los
espermatozoides almacenados en congelacidédn no pierden su
poder fertilizante. En 1los diferentes ensayos efectuados
(movilidad, sobrevivencia, reaccién acrosomal y FIV) no se
observé una variabilidad considerable entre las muestras de
semen descongelado empleadas, lo cual sugiere que la técnica
de congelamiento-descongelamiento empleada es altamente
reproducible y fécil de aplicar en estudios de FIV. Esta baja
variabilidad puede reportar grandes beneficios al utilizar
semen porcino crioconservado, ya que se ha observado que en

el caso de semen fresco se presenta una variabilidad muy
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amplia entre los eyaculados de cerdos distintos, o incluso
entre los eyaculados de un mismo cerdc (Berger y col., 1989),
lo cual se observd durante el tiempo de realizacidn de este
trabajo con un eyaculado por semana, desde muestras
excelentes hasta algunas que tenian que ser desechadas por no
reunir el requisito de movilidad minimo requerido (60%) antes
de iniciar el proceso de congelamiento.

Se ha reportado (Hamano y col., 1989; Pursel, 1983; Bonilla y
col., 1993) que los espermatozoides requieren de 2 a 6 horas
para capacitarse en condiciones tanto in vivo como in vitro.
En este trabajo, el tiempo empleado en la capacitacién fue de
2.5 horas, valorado mediante la reaccidén acrosomal.

Al comparar las caracteristicas de las muestras de semen
descongeladas con las muestras frescas, las cuales mostraron
una movilidad del 80% antes de iniciar el proceso de
congelamiento; se encontrd que los espermatozoides
criopreservados presentaron porcentajes de viabilidad vy
movilidad menores a los gque presentan los espermatozoides de
las muestras frescas en un 60%; sin embargo, los porcentajes
de reaccidn acrosomal son semejantes. Esto es de gran
importancia, ya que denuestra gque durante el proceso de
congelamiento y descongelamiento del semen porcino, 1los
espermatozoides son afectados en su movilidad no asi en
cuanto a su capacidad la reaccidén acrosomal y FIV. Por otro
lado, es de suma importancia observar que aunque el
porcentaje de movilidad es menor en los espermatozoides
crioconservados, su capacidad de llevar a cabo la reaccibdn
acrosomal es similar a la presentada por los espermatozoides

frescos, lo cual demuestra que la técnica utilizada en este
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trabajo es altamente eficiente para emplearse en estudios de
FIV.

La técnica de congelamiento de semen bovino (Hafez, 1989) ha
sido empleada con éxito, principalmente para utilizarse en la
inseminacién artificial. En humanos (Morshedi y col., 1990),
ha permitido el uso de semen de individuos con problemas de
fertilidad, lo cual se ha aplicado en 1los programas de
reproducién asistida por medio de la FIV. En ambos casos, las
técnicas de criopreservacién establecidas han mostrado ser
altamente reproducibles; manteniendo las caracteristicas
funcionales en el semen criopreservado.

Sin embargo, en cerdos (Nagai y col., 1988; Hammit y Martin,
1989a,b,c; Bwanga, 1990; Johnson y Rath, 1991) los resultados
obtenidos después de 1la criopreservacién, han sido mnuy
diversos, esto ha llevado a los investigadores a ensayar una
gran cantidad de variables incluyendo el uso de diversos
diluyentes, crioprotectores, recipientes para el
congelamiento y descongelamiento, etc. En el presente trabajo
se realizd una adaptacién de diversas metodologias, hasta
lograr una recuperacién de las caracteristicas funcionales
antes mencionadas que fueran reproducibles y de facil
aplicacidén, con el objeto de emplearse posteriormente en
técnicas de FIV.

Uno de los trabajos relacionados con el uso del semen porcino

criopreservado para fertilizacién in vitro (Nagai y col.,

19388), hace una comparacién entre la capacidad fertilizante
del semen descongelado de origen epididimario y eyaculado,
estos investigadores encontraron que los porcentajes de

ovocitos fertilizados por espermatozoides epididimarios fue
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de 0 a 40%, mientras gue ninguna muestra del semen obtenido
por eyaculacién produjo fertilizacién.

Lo anterior contrasta dréasticamente con nuestros resultados
en donde se obtuvo en promedio el 68% de FIV empleando
espermatozoides eyaculados, esta diferencia parece ser debida
a la técnica empleada por ellos, en la gque la movilidad
después de la capacitacidén se encontraba muy disminuida (0-
20%), resultados semejantes al obtenido por Clarke y Johnson
en 1987, quienes reportaron que los espermatozoides de origen
epididimarioc mantienen la movilidad alrededor del 50% hasta
el momento de la fertilizacidén. Quizad esto pueda deberse al
tratamiento al cual fueron sometidos después de la
recuperacién del descongelamiento, consistente en centrifugar
dos veces a 5009 X 10 min., mientras gque en el presente
trabajo se utilizaron los espermatozoides recuperados del
swim-up, los cuales se incubaron durante 2.5 horas a 37°C en
una atmésfera humeda y %% de CO02, con los resultados de
movilidad, reaccidn acroscmal y FIV que se reportan en este
trabajo. Los cuales estan de acuerdo con los reportados en
1994 por Techakumphu y col. gquienes concluyen que el usar
espermatozoides diluidos procedentes de swim-up aumenta el
éxito en la FIV de ovocitos madurados in vitro.

Nosotros encontramos que el promedio de ovocitos fertilizados
fue menor en los espermatozoides recuperados de la
descongelacibén (68%) contra un 92.5% con las muestras de
semen fresco; sin embargo, estos resultados encontrados con
semen descongelado se consideran suficientemente adecuados

para llevar con éxito estudios de FIV (Bavister, 1990).
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Por otro lado. Es importante resaltar que se ha reportado
(Hunter, 1991; Nagai, 199%4) gue en muchos ensayos, bajo
diferentes condiciones del estro de la cerda, sobre todo
cuando el nimero de espermatozoides se aumenta
artificalmente, la polispermia es de 30-40%, mientras gque en
nuestras condiciones de trabajo in vitro con una
concentracién baja de espermatozoides 5 X 104 no se encontré
en ninguno de los ensayos realizados; datos que concuerdan
con los reportados por Betancourt y col. en 1993, al obtener
una FIV del 50 al 70% y nirgin caso de poliespermia.

Finalmente se puede concluir gque el empleo de muestras de
semen porcino congelado, y a futuro de ovocitos
criopreservados, puede conducir a un mayor uso de la técnica
de FIV y ser de utilidad para estudiar la fertilizacidén en
mamiferos, lo cual podria emplearse para aumentar la
produccién de cerdos y por otro lado, usar este modelo para
estudiar el efecto de agentes tdxicos en la reproduccidn y

desarrollo embrionario temprano.
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