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INTRODUCCION

Los espermatozoides de verraco son especialmente sensibles a los fenémenos
asociados con los procedimientos de congelacion (Polge, 1956). Esta sensibilidad es
debida, en parte, al bajo ratio colesterol:fosfolipidos que presentan en su membrana (Darin-
Bennet y White, 1977). En otras especies con bajo ratio colesterol:fosfolipidos (toros,
moruecos, caballos, burros y machos cabrios) se ha observado que la supervivencia de los
espermatozoides al proceso de crioconservacion mejora cuando son tratados con
ciclodextrinas saturadas de colesterol (Combes et al., 2000; Purdy y Graham, 2004; Morrier
et al., 2004; Barrera-Compean et al., 2005; Alvarez et al., 2006).

El protocolo de congelacién mas utilizado para los espermatozoides de verraco es el
descrito por Westendorf et al. (1975), en el que los espermatozoides son incubados o
equilibrados durante 3h a 16°C con su plasma seminal previamente a la congelacion. Se ha
observado que el periodo de incubacion con plasma seminal confiere a los espermatozoides
resistencia al “cold-shock” (Pursel et al., 1972, 1973; Tamuli y Watson, 1994), pudiendo
llegar a incubarlos durante 24h sin que ello repercuta negativamente sobre la calidad
espermatica pre y post-congelacion (Guthrie y Welch, 2005). Este largo periodo de
incubacion o equilibrado permitiria un traslado del semen desde el punto de recoleccion
hasta un laboratorio de congelacion relativamente lejano.

Los objetivos de este trabajo son determinar si el tratamiento de los espermatozoides
de verraco con ciclodextrinas saturadas de colesterol previamente a la congelacién mejora
su supervivencia a la criopreservacion y determinar si el periodo de equilibrado de los
espermatozoides con plasma seminal tiene influencia en los resultados obtenidos.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron las fracciones ricas de 15 eyaculados recolectados mediante masaje
manual procedentes de 9 verracos de raza Pietrain. Se diluyeron 1:1 con solucion BTS a
37°C. El protocolo de congelacion utilizado fue el descrito por Westendorf et al. (1975) y
modificado por Gadea et al. (2005). El semen fue atemperado hasta 22°C durante 1-3 h. Se
determiné la motilidad, concentracién y volumen. Las ciclodextrinas saturadas de colesterol
(CLC) se prepararon segun la técnica descrita por Purdy y Graham (2004). Todas las
muestras CLC se trataron con 1,5 mg de metil-B-ciclodextrina saturada de colesterol/120 x
10° espermatozoides.

El semen fue dividido en 2 grupos de muestras: A y B. El grupo A estaba formado por
2 muestras, una tratada con CLC antes del periodo de equilibrado (CLC 2h) y otra muestra
no tratada (CTRL 2h), ambas sometidas a un periodo equilibrado (PE) de 2h. EIl grupo B
estaba formado por 3 alicuotas, una tratada con CLC antes del PE (CLC 24h A), otra tratada
con CLC después del PE y antes de la centrifugacién (CLC 24h B) y otra muestra no tratada
(CTRL 24h). Las tres alicuotas del grupo B fueron sometidas a un PE de 24h. Al terminar el
PE todas las muestras se centrifugaron a 800g durante 10 min a 16°C, se descarto el
plasma seminal y el pellet fue resuspendido en medio lactosa-yema de huevo (Westendorf
et al., 1975) hasta una concentracion de 225 x 10° espermatozoides/mL.

Posteriormente, las muestras fueron enfriadas lentamente hasta 5°C durante 2 h, y
después fueron diluidas (2:1; v:v) con diluyente lactosa-yema de huevo con 1,5% de Orvus
es Paste y 9% de glicerol hasta una concentracién final de 150 x 10° espermatozoides/mL y
3% de glicerol. El semen fue congelado en pajuelas de 0,5 mL a 4 cm sobre la superficie del
nitrégeno liquido durante 20 min y almacenado en nitrégeno liquido.
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La descongelacién se realizo en bafio de agua a 39°C durante 30 seg. La viabilidad
se evalud siguiendo el protocolo descrito por Purdy y Graham (2004) mediante un citémetro
de flujo Coulter Epics XL-MCL (Beckman Coulter Inc., Miami, FL) con un laser argon de 488
nm vy tifiendo los espermatozoides con SYBR 14 y yoduro de propidio. La motilidad total y
progresiva se evalud tras un periodo de equilibrado a 39°C durante 10 min, mediante un
sistema computerizado de analisis de la movilidad (ISAS version 1.0.17, Proiser, Valencia,
Espafia) diluyendo las muestras hasta 25 x 10° espermatozoides/mL con solucién BTS
suplementada con 6% BSA. Las observaciones se realizaron en semen fresco y después del
PE (motilidad total y progresiva) e inmediatamente tras la descongelacion (viabilidad,
motilidad total y progresiva). El efecto de la adicién de CLC y el periodo de equilibrado (5
niveles) sobre los porcentajes de espermatozoides vivos, moviles totales y moviles
progresivos se analizaron mediante un procedimiento MIXED (SAS) con el efecto eyaculado
como efecto aleatorio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la criopreservacion se produce una desorganizacion lipidica en la membrana
plasmatica del espermatozoide. La presencia de altos niveles de colesterol en membrana
reduce este fenomeno (Watson, 1981). Al contrario de lo que se ha observado en otras
especies con bajo ratio colesterol:fosfolipidos (Purdy y Graham, 2004; entre otros), ninguno
de los tratamientos con CLC mejoré el porcentaje de espermatozoides vivos ni el de méviles
totales tras la descongelacién (Tabla 1, P>0,05). No obstante, la motilidad progresiva tras
finalizar el PE a 16°C mejor6 tras el tratamiento con CLC antes de periodo de equilibrado
(CTRL=38,86+5,75 vs CLC2h=48,27+5,75 y CLC24h=57,27+5,75, P<0,05, Tabla 1). Sin
embargo, este efecto no se mantuvo tras la descongelacién (Tabla 1, P>0,05), quiza porque
la concentracién de CLC ensayada o el momento de adicion no fueron los adecuados.

De acuerdo con otros estudios se ha observado que prolongar el PE hasta las 24h
no tiene un efecto negativo sobre los resultados post-descongelaciéon (Guthrie y Welch,
2004). Asi, no se observaron diferencias significativas entre los dos PE (2h 6 24h) para los
parametros evaluados tras la descongelacién en ninguno de los tipos de muestra (CTRL o
CLC, P>0,05, Tabla 1). Sin embargo, se observé un porcentaje significativamente mayor de
espermatozoides moviles progresivos a 16°C al prolongar el PE hasta 24h en las muestras
tratadas con CLC antes del PE (P<0,05, Tabla1). Por otro lado, Eriksson et al. (2001)
describieron una mejora en el porcentaje de viabilidad al utilizar un PE de 10h o 20h y un
descenso de la motilidad total tras someter a los espermatozoides a un PE de 20h, sin
embargo no observaron influencia del PE prolongado sobre la capacidad de penetracion de
los espermatozoides descongelados.

En conclusién, contrariamente a lo esperado, el tratamiento con colesterol no mejoro
la supervivencia de los espermatozoides de verraco tras la congelacion. Por otro lado,
prolongar el PE hasta 24h parece no afectar a la calidad postdescongelaciéon del semen,
aunque en ambos casos seria necesario realizar estudios complementarios sobre la
capacidad funcional de los espermatozoides tales como el test de interaccion entre gametos
o pruebas de fertilidad in vivo y desarrollo embrionario.
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Tabla 1. Porcentajes de espermatozoides moviles totales, méviles progresivos y vivos tras
ser sometidos a dos fases de incubacion a 16°C (2h 6 24h) y tras ser tratados con
ciclodextrinas saturadas de colesterol antes o después de terminar la fase de incubacion a
16°C (clc A, clc B, respectivamente) o no ser tratados (ctrl). » & € Medias en la misma
columna con superindices no coincidentes, son diferentes (P < 0,05).

TRAS INCUBACION 16°C TRAS DESCONGELACION

M. Total M. Progresiva Viabilidad M. Total M. Progresiva
ctrl 2h 72,07 £5,6 38,86+ 5,75 ¢ 52,47 + 2,14 24,07 + 3,37 20,87 + 3,14
clc 2h 67,67 +5,6 48,27 +57558 53,62 + 2,20 21,89 + 3,41 17,52 + 3,18
ctrl 24h 68,00+ 5,6 46,07 + 5,75 &€ 52,74+ 2,14 23,87 + 3,37 20,80 + 3,14

clc24h A 70,13 +5,6 57,27+ 5,75 51,50 + 2,14 24,13 + 3,37 20,67 +3,14
clc 24h B 64,20+ 5,6 46,27 + 5,75 B¢ 52,95 + 2,14 20,67 + 3,37 17,33 £ 3,14
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EFFECT OF CHOLESTEROL ADDITION TO BOAR SPERM MEMBRANES AND LENGTH
OF STORAGE AT 16 °C PRIOR TO FREEZING ON SPERM CRYOSURVIVAL

ABSTRACT: Treating sperm with cholesterol-loaded cyclodextrins (CLC) prior to freezing
improved sperm cryosurvival in cold shock sensitive species. The resistance of boar sperm
to cold shock could be increased by prolonging the holding time at 16°C before cooling. In
this study, the effect of cholesterol addition to boar sperm and the effect that holding time
(HT) at 16°C have on sperm quality after thawing were investigated. Sperm were frozen with
lactose-egg yolk-glycerol extender. Each ejaculate was split in two aliquots with diferent HT
at 16°C: 2h or 24h. The sample with HT of 2h was split in two sub-samples: control and CLC-
treated before the HT. The sample with HT of 24h was split in three sub-samples: control,
CLC-treated before HT 24h and CLC-treated 15 min before centrifugation. Treatment with
CLC did not improve boar sperm quality after thawing. On the other hand, prolonging holding
time at 16°C from 2h to 24h did not affect freezing results. However, these data are not
conclusive and it would be neccesary to check fertility and embrionic development in the
future.
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