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Resumen

Pérez, M.C.; Petrinelli, A.; Rodriguez, P.C.; Satorre, M.M.; Breininger, E.: Compara-
cion de dos métodos de criopreservacion de semen porcino. Efectos sobre la calidad semi-
nal. Rev. Vet. 30: 1, 23-27, 2019. Cerca del 40% de la carne roja que se consume en el mundo
es provista por los cerdos. Los productores porcinos de nuestro pais se encuentran ante el
enorme desafio de lograr mejoras productivas con un desarrollo econémico sustentable y
eficiente, asi como implementar tecnologias reproductivas, como la inseminacion artificial

y la criopreservacion de semen. Tales adelantos adn presentan enormes problemas en esta
especie. El objetivo de este trabajo fue comparar dos métodos simples de congelamiento para
semen porcino, evaluando los pardmetros de calidad seminal al momento del descongelado.
Las muestras de semen fueron criopreservadas en pajuelas siguiendo el protocolo descripto
por Pefia y colaboradores en 2003, realizando (grupo tratamiento) o no (grupo control) una
modificacion en el paso final de congelamiento posterior al envasado en las pajuelas. Las
evaluaciones de motilidad y vitalidad se realizaron por microscopia dptica en platina termos-
tatizada y por las técnicas de eosina/nigrosina y la combinacion del colorante supravital azul
tripadn con microscopia de contraste interferencial diferencial, respectivamente. La criocapa-
citacion se evalu6 por la técnica fluorescente de clorotetraciclina (CTC). Los resultados de
los diferentes experimentos fueron analizados por la prueba t de Student. Las muestras del
grupo tratamiento evidenciaron una motilidad significativamente mas alta (p<0,05) y una
criocapacitacion significativamente mas baja (p<0,05) que la del grupo control. El porcen-
taje de espermatozoides vivos en las muestras del grupo tratamiento (33+3) resulté el doble
que el del grupo control (16+2). Nuestros resultados demuestran que el método de congela-
miento propuesto permite obtener, al descongelado, muestras de una mayor calidad que las
obtenidas al descongelar muestras que hayan sido congeladas con el método tradicional.
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Abstract

Pérez, M.C.; Petrinelli, A.; Rodriguez, P.C.; Satorre, M.M.; Breininger, E.: Comparing
two simple cryopreservation methods for porcine sperm. Effect on sperm quality param-
eters. Rev. Vet. 30: 1, 23-27, 2019. About 40% of red meat consumed around the world is
porcine meat. Argentinean producers face the big challenge of achieving productive im-
provements with efficient and sustainable economic development and reproductive technolo-
gies, like artificial insemination and sperm cryopreservation (that still has many problems in
this specie), seems to be an essential element for achieving them. The aim of this work was
to compare two different simple cryopreservation methods for porcine sperm, evaluating
sperm quality parameters at the moment of thawing. Sperm samples were cryopreserved
following Pefia et al. protocol (2003), performing (treatment group) or not (control group)

a modification during the final step of cryopreservation after the straws’ packing. Sperm
motility and viability of ejaculated and thawed sperm were evaluated by optic microscopy
with thermal stage and the combination of the blue trypan supravital technique and differen-
tial interferential contrast microscopy, respectively. Cryocapacitation was evaluated by the
chlortetracycline technique (CTC). The results of the different experiments were analyzed
by t-student test. The samples of the treatment group showed a significantly higher (p<0.05)
sperm motility and a significantly lower (p<0.05) cryocapacitation than the control group.
The percentage of live spermatozoa in samples of the treatment group (33+3) doubled those
in the control group (16+2). Our results demonstrate that the proposed method of cryopreser-
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vation allows obtaining, at thawing, higher quality sperm samples than the ones obtained

with the traditional method of cryopreservation.

Key words: porcine, sperm, cryopreservation, sperm quality.

INTRODUCCION

La carne de cerdo representa hoy cerca del 40% de
la carne roja que se consume en el mundo, proyectan-
dose a nivel mundial un consumo de 15,3 kg/habitante/
afio para el 2030 2. En los Ultimos afios, en nuestro
pais se ha incrementado sustancialmente su consumo,
llegando en 2015 a unos 11,30 kg/habitante/afio °. En
tal sentido, los productores porcinos se encuentran ante
el enorme desafio de lograr mejoras productivas con un
desarrollo econdémico sustentable y eficiente *° .
La implementacion de tecnologias reproductivas
resulta un componente esencial para lograr un buen po-
sicionamiento productivo **. La inseminacion artificial
(1A) es la técnica mas importante para el mejoramiento
genético de los animales y es una practica corriente en
los principales paises productores de cerdos, sustitu-
yendo précticamente a la monta natural con niveles su-
periores al 90% en Europa y en EEUU. En Sudamérica

se ha registrado un importante avance en los dltimos
afios, llegando a casi 100% en Chile y 66% en Brasil °.

En nuestro pais las situacion es diferente. Si bien
los niveles de produccion se han incrementado en un
160% en la dltima década *°, el uso de la 1A no ha se-
guido el mismo camino, mostrando aun bajos niveles
de utilizacion. En Argentina, la utilizacidn de esta téc-
nica presenta un problema relacionado con el tiempo de
conservacion de los espermatozoides, que es de aproxi-
madamente una semana para el semen refrigerado y
que llevaria a problemas en el transporte de las dosis
seminales debido a lo extenso de nuestro territorio.

Una posible solucion a este inconveniente se en-
cuentra en otra biotecnologia muy asociada a la IA, que
es la criopreservacion de semen. A diferencia de lo que
ocurre en otras especies pecuarias como el bovino, a
nivel mundial la 1A en porcinos con semen congelado,
solo se utiliza con fines experimentales, para intercam-
bio de material genético entre paises 0 conservacion de
germoplasma de altisimo mérito genético, debido a la
disminucion en las dosis procesadas, la fertilidad y el
tamafio de la camada ®"%.

Algunos investigadores indican que durante el con-
gelamiento y descongelamien-to, los espermatozoides
del porcino presentan cambios en la concentracion y
distribucién de transportadores de glucosa, como el
GLUT-3, en su membrana celular *. Su disminucion
podria explicar la corta viabilidad, alrededor de cuatro
horas, de los espermatozoides descongelados del cerdo.
Ademés la membrana plasmatica del espermatozoide
porcino tiene escasa resistencia al proceso de congela-
cién-descongelacion debido a su mayor concentracion
de fosfolipidos insaturados 2.

Las inseminaciones utilizando espermatozoides
congelados/descongelados resultan en bajas tasas de
prefiez y escaso tamafio de las camadas, comparadas
con las obtenidas con semen fresco o refrigerado ®.

Aln cuando la utilizacion de la inseminacion intra-
uterina junto con la inseminacion a tiempo fijo han per-
mitido obtener mejores resultados 8, la incorporacion
de esta biotecnologia para el desarrollo productivo-
comercial se encuentra claramente limitada. La utili-
zacion de semen criopreservado no sélo tendria efectos
a nivel productivo, como en la introduccién de nueva
genética, sino también a nivel sanitario ®. De alli surge
la importancia de posicionar no sélo el uso de la 1A en
porcinos en nuestro pais sino también a la criopreser-
vacién de semen, como una tecnologia de uso corriente
en esta especie.

El objetivo de este trabajo fue comparar dos méto-
dos de congelamiento para semen porcino, evaluando
los parametros de calidad seminal al momento del des-
congelado.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las muestras de semen. Las mismas
se recolectaron por la técnica de mano enguantada de
4 porcinos jovenes mestizos (Yorkshire x Pietrain), de
probada fertilidad. Los animales utilizados pertenecian
a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universi-
dad de Buenos Aires, presentaban un estado corporal y
sanitario dptimo y fueron mantenidos bajo condiciones
uniformes de manejo y alimentacién durante el tiempo
que durd el estudio. Fueron congelados todos los eya-
culados que presentaron un minimo de 70% de esper-
matozoides mdviles y un 80% de espermatozoides con
morfologia normal.

Congelamiento de las muestras de semen. Ellas
fueron criopreservadas en pajuelas siguiendo un proto-
colo convencional **, realizando (grupo tratamiento) o
no (grupo control) una modificacion en el paso final de
congelamiento posterior al envasado en las pajuelas. En
forma resumida, las muestras a congelar se diluyeron
a:a en medio Beltsville Thawing Solution (BTS) antes
de pasar por un periodo de enfriamiento en dos etapas:
primero a temperatura ambiente hasta los 25°C y luego,
en heladera hasta los 15°C. El periodo de estabilizacion
se llevé a cabo a esta temperatura durante 2 horas.

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a
300G por 3 min, descartando el plasma seminal. El pre-
cipitado se re-suspendid en diluyente de enfriamiento
(lactosa, yema de huevo, penicilina y estreptomicina)
previamente a la realizacion de una curva de enfria-
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miento desde los 15°C hasta los 5°C en 1,5 horas (mo-
dificando la velocidad de enfriamiento a los 10°C y a
los 8°C). Una vez alcanzados los 5°C se realizé una
segunda dilucién con diluyente de congelamiento (lac-
tosa, yema de huevo, Equex y glicerol), previo al enva-
sado de las pajuelas. Luego del envasado, las pajuelas
se mantuvieron 4 min a -20°C.

Finalmente, en el grupo “control”, las pajuelas se
congelaron sobre vapores de nitrégeno (3 min) y luego
directamente en nitrégeno liquido, donde se almacena-
ron hasta su utilizacion. En el grupo “tratamiento” las
pajuelas se congelaron colocandolas durante 1 min so-
bre una barra de hielo seco (para congelar el sellador)
y luego, 10 min entre dos barras de hielo seco #. Las
pajuelas de este grupo también se almacenaron en ni-
trégeno liquido hasta su utilizacion.

Determinacion de la concentracion espermatica.
La concentracion espermética se determiné por hema-
tocitometria en una camara de Neubauer de 0,1 mm de
profundidad.

Evaluacion de la motilidad espermaética. La eva-
luacion de la motilidad del eyaculado y del semen des-
congelado se realizd por microscopia dptica segun la
rutina para inseminacion artificial. En cada experien-
cia se evalué el porcentaje de espermatozoides moviles
a 37°C, después de 10 min del atemperado, utilizando
microscopia optica en platina termostatizada.

Evaluacion de la vitalidad espermética. Se eje-
cuté a través de dos métodos diferentes: la técnica de
eosina/nigrosina *y la combinacion del colorante su-
pravital azul tripdn con el contraste interferencial di-
ferencial > . Para determinar el porcentaje de esper-
matozoides vivos por la técnica de eosina/nigrosina se
prepararon extendidos sobre portaobjetos, mezclando
una alicuota de semen 0 suspension espermatica con
el mismo volumen de eosina (1% en citrato de sodio
al 1,92%) y de nigrosina (10% en citrato de sodio al
1,92%) y se contaron 100 células por muestra.

Los espermatozoides muertos o moribundos pre-
sentaron un color rosado de diferente intensidad, dado
que la membrana plasmética de los espermatozoides es
impermeable a la eosina y s6lo son coloreados los es-
permatozoides con serias alteraciones en la permeabili-
dad de sus membranas.

Para determinar el porcentaje de espermatozoides
vivos por la técnica combinada de azul tripan y micros-
copia éptica con contraste interferencial-diferencial
(DIC), a cada alicuota de suspension espermatica se le
agrego igual volumen de azul tripan (0,25% en medio
TBM-Turkey Baster Method) y se incubd durante 15
min. Luego se centrifugd a 600G durante 5 min para
remover el exceso de colorante y se fijo con 5% de for-
maldehido en phosphate buffered saline (PBS) a pH 7,4.

Evaluacion de la criocapacitacion espermatica.
El porcentaje de espermatozoides criocapacitados se

evaluo por la técnica fluorescente de cloro-tetraciclina
(CTC) *. Dicha técnica se basa en la capacidad de este
antibidtico de quelar el calcio, indicando mediante fluo-
rescencia, la localizacion de este i6n unido a proteinas
y glicoproteinas de la membrana plasmética *".

La soluciéon de CTC fue preparada diariamente
agregando 500 uM de CTC al buffer que contenia NaCl
130 mM, cisteina 5 mM y Tris 20 mM, pH = 7,8. La
solucion se mantuvo protegida de la luz hasta su uti-
lizacién. A 100 pl de la suspension espermaética se le
agregaron 100 pl de la solucién de CTC. Finalmente se
agrego glutaraldehido 12,5% (v/v) en TRIS-HCI 1 mM,
a una concentracion final de 0,1% para fijacion. Para
evaluar la fluorescencia se utiliz6 un microscopio de
epifluorescencia Carl Zeiss utilizando 410 nm de exci-
tacion de epifluorescencia, con una magnificacion de
400x.

Esta técnica detecta cambios en la membrana plas-
matica del espermatozoide determinando tres patrones
de fluorescencia: fluorescente (F), espermatozoides in-
tactos no capacitados que fluorescen en toda su super-
ficie; capacitado (B), espermatozoides intactos y capa-
citados que perdieron la fluorescencia en la region post-
acrosomal; y reaccionados (RA), espermatozoides con
acrosomas reaccionados que perdieron la fluorescencia
en las regiones acrosomal y post-acrosomal, expresan-
dola sdlo en la pieza intermedia y la cola.

Anélisis estadistico: los diferentes parametros
evaluados en las muestras de espermatozoides como
el porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva y porcenta-
je de espermatozoides criocapacitados, fueron expre-
sados como porcentajes promedio + error estandar de
la media (SEM). Los resultados de los diferentes ex-
perimentos fueron analizados por el test t de student.
En todos los casos, un valor de p<0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

RESULTADOS

El andlisis estadistico de los resultados de las ex-
periencias realizadas demostré que el método de con-
gelamiento propuesto permite obtener, al descongelado,
muestras de una mayor calidad que las obtenidas al
descongelar muestras que hayan sido congeladas con
el método tradicional.

Si bien la motilidad de los espermatozoides porci-
nos post-descongelado es muy baja (por eso uno de los
objetivos de esta linea de investigacion fue mejorar los
métodos y los medios usados durante la criopreserva-
cion en esta especie), las muestras del grupo tratamien-
to evidenciaron una motilidad significativamente mas
alta que la del grupo control (Figura 1).

La criopreservaciéon de las muestras con el méto-
do propuesto, practicamente duplico la vitalidad de los
espermatozoides post descongelado. Tanto la vitalidad
evaluada por la técnica supravital de eosina/nigrosina
(Figura 2) como la vitalidad evaluada por azul tripan-



26 Pérez M.C. et al.: Criopreservacion de semen porcino. Rev. Vet. 30: 1, 23-27, 2019
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Figura 1. Efecto del método de congelamiento sobre
la motilidad de espermatozoides porcinos.

C: grupo control; T: grupo tratamiento. Diferentes le-
tras indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0,05 (n=6).

Vitalidad (%a)
—_

- -
Figura 2. Efecto del método de congelamiento sobre
la vitalidad de espermatozoides porcinos evaluada por
la técnica de eosina/nigrosina.

C: grupo control; T: grupo tratamiento. Diferentes le-
tras indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0,05 (n = 6).

DIC, fue significativamente mayor en las muestras con-
geladas con el método propuesto que en grupo control
(Figura 3).

Otro parametro fuertemente afectado por el méto-
do de congelamiento fue la criocapacitacion. Las mues-
tras criopreservadas con el método propuesto (grupo
tratamiento) evidenciaron una criocapacitacion signifi-
cativamente menor que las del grupo control (Figura 4).

DISCUSION

Las metas de produccion para el sector porcino
presentadas en el Plan Estratégico Agroalimentario y
Agroindustrial * prevén un incremento en la produc-
tividad superior al 150%. Esta mejoria en el sistema
productivo, para ser eficiente, debe incorporar nuevas
tecnologias y una adecuada y profesional gestion de
recursos productivos que incluyen a las tecnologias re-
productivas.

Vitalidad (%s)
v
=

Figura 3. Efecto del método de congelamiento sobre
la vitalidad de espermatozoides porcinos evaluada por
la técnica de azul tripan-DIC.

C: grupo control; T: grupo tratamiento. Diferentes le-
tras indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0,05 (n=6).

Criocapacitacion (%a)

c T

Figura 4. Efecto del método de congelamiento sobre
la criocapacitacion de espermatozoides porcinos.

C: grupo control; T: grupo tratamiento. Diferentes le-
tras indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0,05 (n=6).

Sin embargo, la aplicacion de dichas innovaciones
presenta dos problemas importantes: por un lado, si
bien, en nuestro pais, los niveles de produccién se han
incrementado en un 160% en la Gltima década *, el
96% de los productores tienen menos de 50 madres *°
y en su mayoria producen en sistemas con baja inver-
sion y poco tecnificados. Por otro lado, la produccion
de semen criopreservado porcino, para lograr caracte-
risticas aceptables de calidad, requiere de la utilizacién
de freezers programables para el congelamiento y otros
medios de envasado especiales ?2que no siempre se en-
cuentran disponibles en nuestro medio.

En nuestro trabajo, hemos probado dos métodos
de congelamiento para espermatozoides porcinos, que
requieren tecnologia habitualmente disponible en cual-
quier laboratorio de reproduccién de baja complejidad.
Las muestras de semen porcino criopreservado presen-
tan alteraciones estructurales y funcionales con baja
movilidad y una vitalidad de alrededor del 50% 2 de-
bido en parte a que las membranas del espermatozoide
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porcino son muy sensibles al dafio peroxidativo produ-
cido por el congelamiento debido al elevado nimero de
acidos grasos insaturados presentes en las mismas 2.

De acuerdo a nuestros resultados, con el conge-
lamiento profundo utilizando hielo seco se obtienen
muestras con un adecuado nivel de integridad de mem-
brana plasmética y acrosomal y bajo nivel de criocapa-
citacion, pero con baja movilidad, posiblemente debido
a la pérdida de enzimas vinculadas con las vias meta-
bolicas productoras de ATP. Por tal motivo, las mues-
tras criopreservadas obtenidas segun el protocolo pro-
puesto se podrian utilizar para ensayos de laboratorio
(como protocolos de FIV o ICSI) o para fines producti-
vos usando medios alternativos de 1A como insemina-
cién post cervical o intrauterina profunda, ya que estas
técnicas utilizan un bajo nimero de espermatozoides 2.

En conclusion, nuestros resultados demuestran que
utilizando un método simple de congelamiento pueden
obtenerse, al descongelado, muestras de una mayor
calidad que las obtenidas al descongelar muestras que
hayan sido congeladas con el método tradicional sobre
vapores de nitrégeno.
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