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RESUMEN

Los objetivos de este trabajo fueron: a) examinar [a morfologia acrosomal postdescon-
gelacion, en semen porcino congelado usando diferentes éenicas: b) clasificar morfo-
logicamente a los acrosomas segun su detenioro ¢n NAR (borde apical normal). DAR
(borde apical danado), MAR (borde apical perdido), LAC (capsula acrosomal perdi-
da): ¢) determinar las influencias de los metodos de congelacion sobre la morlologia
acrosomica. El semen se colecto manualmente, dos veces por semana, de cuatro ma-
chos adultos de fertilidad v “congelabilidad™ probadas. Inmediatamente posicolecta se
realizaron los exdmenes seminales de rutina. Cada evaculado se fracciond en dos
alicuotas, una para procesar en macropajuclas (Mp) v micropajuelas (mp) v la otra en
pastillas (P1). Posteriormente, se descongeld una muesira de cada método, de acuer-
do a su iéenica original v se diluvé con “Beltsville Thawing Solution”, se fijo en formeol
salino tamponadao v se observoe por microscopia de contraste de fases. Se analizaron
dicz muestras de cada verraco utilizando un arveglo factorial sobre un Diseno de
Medidas Repetidas. La comparacion a posteriont entre medias se realizo mediante la
prucha SNK. Se consideraron significativas las diferencias con P s 0,05, En las mp se
encontraron menores porcentajes de DAR (p= 0,008) v LAC (p= 0.0020) v mavores
porcentajes de NAR (p= 0,0057), que en Mp v Pr, entre las que no se encontraron
difervencias significativas. Los percemtajes de MAR no variaron significativamente en-
tre las técnicas. De los presentes resultados v con la metodologia utilizada, se condlu-
ve que la morfologia acrosomal es alectada por la criopreservacion: que en todas las
tecnicas se observan acrosomas correspondientes a los cuatro tipos propuestos v que
la téenica de congelacidn en micropajuelas produce el menor dano acrosomal.
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SUMMARY

The purposes of this work were: 1) To examine the posthaw acrosomal morphology in
boar semen freczing in maxistraws, ministraws and pellets. 2) To classifv according 1o
the acrosomal morphology in NAR (normal apical ridge), DAR (damaged apical
ridge). MAR (missing apical ridge) and LAC (loosed acrosomal cap). 3) To compare
the incidence of Ireezing rechniques on acrosomal morphology. Semen was obtained

Trabajo subsidiado por ¢l Consejo Nacional de Investigaciones Cientiticas v Técnicas (CONICET).

POML VL ML Sel Jefe de Trabajos Pricticos. Dpto. de Reproduccion Animal, Facultad de Agronomia v Veterinaria,
UNRC. Tel.: (54)-0358-4676200. Correo elecurdnico: miorretta@avw.unrc.edu.ar

M. V.. M. Sc. Profesor Asociado. Dpto. de Reproduccion Animal, Facultad de Agronomia vy Veterinaria, UNRC,
cwevar@avv.unre.edu.ar

Prof. de Matemitica. Profesor Adjunto. Area Fstadistica, Dpto. de Matematica, Facultad de Ciencias Exactas.
Fisico-Quimicas v Naturales. UNRC.

Avances en Produccion Animal 31 (1-2); 57-64, 2006



58

MARIA E. TORRETTA O. ET AL.

from four proved fertility and “freezability” adult boars. Ejaculates were collected
wwice a week by the glovedhand method. Immediately post collect, routine exams were
carried out. For this, semen was simultaneously fractionated in two aliquots. One
aliquot was processed in maxistraws and ministraws and the other aliquot was
processed in pellets. All the samples thawed were diluted with Belwsville Thawing
Solution, fixed in saline formol solution and observed by phase contrast microscopy.
Ten samples of each boar were analyzed using factorial adjustment for repeated
measurement desing. The SNK test was applied to compare means later. The
differences with P s 0.05 were considered significant. Lower percentages of DAR (p=
0.008) and LAC (p= 0.0020) and higher percentages of NAR (p= 0.0057) were found
in mp than in Mp and Pt, with no significative differences. MAR percentages
presented no significant differences between techniques. The results show, so far, that
according to the techniques used, the acrosomal morphology is affected by [reezing,
because the four types of acrosomal morphology can be observed, and the acrosomal

damage is lower in semen frozen in ministraws.

Key words: boar semen, freezing, thawing, acrosomal morphology.

INTRODUCCION

LLa inseminacion artificial (LA.) con se-
men porcino congelado no estd ain muy di-
fundida a causa de su escasa eficiencia pro-
ductiva. Existen varias técnicas de
congelacion, pero ninguna resulta 6ptima
para su uso masivo. Sin embargo, dado el
gran impacto genético que la técnica implica,
se contintian estudiando diferentes aspectos
cientifico-téenicos conducentes a su mejora-
miento y posterior aplicacion a campo.

En todos los mamiferos la criopreserva-
cion reduce la fertilidad espermitica debido,
por un lado, a una disminucion en la viabili-
dad espermitica, y por otro, a una disfuncion
subletal de la poblacion superviviente. Los
efectos deletéreos sobre la viabilidad esper-
matica pueden ser provocados por la veloci-
dad de enfriamiento (Eriksson y Rodriguez
Martinez, 2000; Thurston ef al., 2003); de ca-
lentamiento (Eriksson y Rodriguez Martinez,
2000; Watson, 2000; Holt, 2000a); la suscepti-
bilidad individual de los verracos a la congela-
cion de sus espermatozoides, producida por
diferencias en la composicion de las membra-
nas espermaticas (Holt, 2000b; Holt e al.,
2005); el diluvente de congelacion (Maldjian
et al., 2005) y de descongelacion (Watson,
2000), que pueden inducir estrés osmotico o
toxico (Holt, 2000a) y la técnica de criopre-
servacion (Torretta et al., 2002),

Las alteraciones en los espermatozoides
supervivientes son generadas por factores

que afectan su estado funcional, provocin-
doles cambios en la estructura del nicleo v
de las membranas. Estas pierden estabilidad
v sufren alteraciones en sus receptores (Wat-
son, 2000) lo que se raduce, principalmen-
te, en una disminuciéon de la motilidad pro-
gresiva y en un aumento en el nimero de
patologias morfologicas, especialmente del
acrosoma (Pena et al., 2003).

El espermatozoide porcino es particular-
mente sensible al enfriamiento v tiene me-
nor tolerancia a la disminucién de la tem-
peratura que el de otras especies
domésticas (Holt, 2000a). Esa sensibilidad
al choque térmico se caracteriza por una
irreversible disminucion en la permeabili-
dad selectiva v en la integridad de las mem-
branas espermiticas; razon por la cual se
producen severos danos en los acrosomas
(Pena et al,, 2003). Cuando los espermato-
zoides son expuestos a choques térmicos,
sus acrosomas experimentan un marcado
desprendimiento o desintegracion, que va-
ria de acuerdo con la severidad del trata-
miento. Se danan tanto por el enfriamiento
entre 37 y (-10°) C, durante la congelacion;
como por el calentamiento ripido entre 5y
37° C, durante la descongelacion (Eriksson
y Rodriguez Martinez, 2000). Por ello, es
importante detectar los cambios que se pro-
ducen en las membranas acrosomales, va
que son un indicador apropiado de los da-
nos que el proceso de criopreservacion pro-
voca sobre las células espermadticas (Pena #
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al., 2003). La integridad acrosomal se pue-
de evaluar usando coloraciones supravitales
fluorescentes simples, dobles o triples, las
cuales diferencian células vivas, danadas y
muertas; por citometria de flujo o por mi-
croscopia de contraste de fases,

En 1972, Pursel et al. (1972) evaluaron se-
men congelado-descongelado mediante mi-
croscopia de contraste de fases v clasificaron
a los acrosomas segin sus caracteristicas
morfologicas en cuatro clases: NAR (borde
apical normal), DAR (borde apical danado),
MAR (borde apical perdido) v LAC (capu-
chon acrosomal perdido). Asimismo, pudie-
ron observar que la morfologia acrosomal se
deteriora en mavor o menor grado segun el
choque térmico a que sea sometida la célula,
progresando secuencialmente desde NAR a
DAR, a MAR y a LAC. Si bien esta clasifica-
cion no fue aplicada por otros autores, se
considera que por ser practica v de bajo cos-
to, podria convertirla en una técnica apro-
piada para el uso rutinario.

Los objetivos de este trabajo fueron: 1.
Examinar la morfologia acrosomal postdes-
congelacion en el semen porcino congelado
en macropajuelas, micropajuelas v pastillas.
2. Clasificar a los acrosomas segun el grado
de deterioro de su morfologia. 3. Determi-
nar las influencias de los métodos de conge-
lacion sobre la morfologia acrosomal.

MATERIALES Y METODOS

En cada muestreo se realizo la siguiente
rutina de trabajo:

Obtencion del semen. El semen se obtuvo
mediante el método manual, de cuatro ve-
rracos adultos, entrenados, de fertilidad y
“congelabilidad™ probadas, de las razas
Hampshire, Landrace y Duroc Jersey. La
fraccion rica en espermatozoides del evacu-
lado se colectd dos veces por semana. Para
ello se utilizé un recipiente plastico, coloca-
do dentro de un termo de boca ancha, tem-
perado a 37° C y cubierto con triple capa de
gasa estéril, para filrar el semen e impedir
el paso de las particulas de gel.

Evaluacion del semen fresco. Inmediatamen-
te postcolecta, el evaculado se llevé al labo-
ratorio y se evalué macroscopica y microsco-
picamente, a fin de determinar su calidad
para el congelamiento. Para que ello fuera
factible, los eyaculados debian ser normales
a la observacion microscopica; tener como
minimo 70% de motilidad espermatica pro-
gresiva vy no mas de 25% de patologias esper-
miticas totales.

Congelacion. Todos los evaculados obteni-
dos cumplieron con las exigencias minimas
para su procesamiento, por consiguiente, no
fue necesario descartar muestras. El mamero
de dosis inseminantes a obtener se estimo de
acuerdo a la concentracion espermatica to-
tal, v teniendo en cuenta que, por cada dosis
inseminante, se necesitan 6 x 10 espermato-
zoides totales. Cada evaculado se homoge-
neizé con un agitador magnético v se frac-
cioné en dos alicuotas. Una, se prepard para
congelar en pastillas (Pt) segiin la técnica de
Pursel v Johnson (1975); v la otra, para enva-
sar en macropajuelas (Mp) v micropajuelas
(mp), de acuerdo al mérodo de Westendorf
et al. (1975).

Descongelacion. Previo a la descongelacion,
¢l semen congelado se mantuvo almacenado
a -196° C, como minimo siete dias. Luego se
procedio de la siguiente manera:

- Las macropajuelas se sumergieron indivi-
dualmente durante 50 segundos en un
bano Maria a 50" C.

- Cada dosis inseminante constituida por
10 micropajuelas se mantuvo durante 15
segundos en un bano de agua a 39° C.
Posteriormente, ambos tipos de pajuelas
se secaron, cortaron y su contenido se
mezclé con 80 mL de diluyente de des-
congelacion a 30° C, contenidos en una
botella plistica de inseminacion.

— Las 50 pastillas correspondientes a una
dosis inseminante, se colocaron durante
tres minutos en una caja isotérmica v lue-
go en 80 mL de diluyente de descongela-
cion a 50” C, hasta su total descongela-
cion v homogeneizacion.
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Dilusion. En las tres técnicas se utilizo el
mismo diluyvente de descongelacion, para
evitar la incidencia de otra variable. Se eligio
el “Beltsville Thawing Solution™ (BTS) (Pur-
sel v Johson, 1975), sobre la base de los re-
sultados de un trabajo previo en el cual di-
cho diluyente mostré mejores resultados de
vitalidad espermatica para estas tres técnicas
de congelacion, en comparacion con plasma
seminal homélogo v Diluyente de Hiilsen-
berg (Torretta et al., 1995).

Lvaluacion del semen descongelado. Para estu-
diar la morfologia acrosomal, inmediatamen-
te postdescongelacion, se tomaron diez gotas
de semen diluido proveniente de cada mues-
tra v se fijaron en 1 mL de solucion de formol
salino tamponado (FST). Posteriormente,
una gota de esta muestra himeda se coloco
entre porta y cubreobjeto y se la observo en
microscopio de contraste de fases a 1200 X
(Carl Zeiss Standard WL con objetivo 100 X,
ocular de 12 X), contando en guarda griega
sobre un total de 400 espermatozoides.

El estudio morfoldgico se basé en la clasi-
ficacion descrita por Pursel ef al. (1972):

— NAR (borde apical normal): acrosoma le-
vemente adherido al niicleo vy con el borde
apical nitido, formando una protrusion
suave en el borde apical de la cabeza.

- DAR (borde apical danado): acrosoma
con borde apical irregular.

- MAR (borde apical perdido): acrosoma
con borde apical ausente pero con capu-
chon firmemente adherido a la cabeza
del espermatozoide.

- LAC (capuchdén acrosomal perdido):
acrosoma con capuchon acrosomal com-
pletamente desprendido y vesiculado.

Analisis estadisticos

Se congelaron 10 evaculados por verraco
v en cada uno se evalué una muestra de cada
técnica. N= 40.

Variables. Las variables analizadas estadis-
ticamente fueron los tipos de acrosomas ob-
servados inmediatamente postdescongela-

cion: NAR, DAR, MAR y LAC.

Procedimiento de andlisis. Se trabajo con el
software estadistico STATA. Se analizaron 10
muestras de cada verraco. Se utilizo un Arre-
glo Factorial sobre un Diseno de Medidas Re-
petidas (Winer et al., 1991), luego de verificar
que se cumplieran los supuestos necesarios.
Los factores analizados fueron: Verraco (cua-
tro niveles, aleatorio) v Método (tres niveles,
Mp, mp y pt). Como los valores se expresaron
en porcentajes, para el andlisis fue necesario
realizar la transformacion arcoseno.

La comparacién entre medias se realizé
mediante la prueba Student-Newman-Keuls.
Se consideraron significativas las diferencias
con P = 0,05.

RESULTADOS

Para todas las variables, el factor Verraco,
aleatorio, no fue significativo (P > 0,05, lo
cual indica similar variabilidad entre verracos.
La interaccion Verraco por Método, tampoco
fue significativa (P> 0,05), lo cual demuestra
que los resultados de cada método no depen-
de de las particularidades del verraco.

En el Cuadro 1 se muestran los porcenta-

jes de acrosomas normales (NAR) vy patologi-

cos (DAR, MAR y LAC) hallados inmediata-
mente postdescongelacion en cada una de
las técnicas estudiadas.

Variable NAR. Se detectaron diferencias al-
tamente significativas entre métodos (P=
0,0057). Los mayores porcentajes se encon-
traron en las micropajuelas, mientras que no
se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre macropajuelas y pastillas
(Cuadro 1, Figura 1).

Variable DAR. Se encontraron diferencias
altamente significativas entre métodos (P=
0,008). Los menores porcentajes se hallaron
en las mp y no se registraron diferencias es-
tadisticamente significativas entre Pt y Mp
(Cuadro 1, Figura 2).

Variable MAR. No se detectaron diferen-
cias estadisticamente significativas entre mé-
todos (P=0,4813) (Cuadro 1, Figura 3).
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Cuadro 1
Porcentaje de acrosomas normales (NAR) y patologicos (DAR, MAR v LAC) inmediatamente
postdescongelacion, en el semen porcino congelado mediante diferentes téenicas. N= 10

MORFOLOGIA ACROSOMAL
TECNICA NAR DAR MAR LAC
%
Macropajuelas 72,46 a 25,38 ¢ 1,04 ¢ 1,10 f
Micropajuelas 80,66 b 17,80 d 0,99 ¢ 0,54 g
Pastillas 67,18 a 29,76 c 1.35 ¢ 1.68 f

Letras distintas indican diferencias significativas entre técnicas: (a - b) P= 0,0057; (¢ - d) P= 0,0080; (f - g) P= 0,0020.
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Figura 1. Porcentajes de NAR encontrados en las muestras de semen congelado-descongelado en MP,
mp y Pt, correspondientes a los cuatro cerdos estudiados.
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Figura 2. Porcentajes de DAR encontrados en las muestras de semen congelado-descongelado en Mp,
mp v Pt, correspondientes a los cuatro cerdos estudiados.
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Figura 3. Porcentajes de MAR encontrados en las muestras de semen congelado-descongelado en Mp,
mp v Pt, correspondientes a los cuatro cerdos estudiados.
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Figura 4. Porcentajes de LAC encontrados en las muestras de semen congelado-descongelado en Mp,
mp v Pt, correspondientes a los cuatro cerdos estudiados.

Variable LAC. Se detectaron diferencias
altamente significativas entre los métodos
(P=0,0020). Los menores porcentajes se re-
gistraron en las micropajuelas, no observin-
dose diferencias estadisticamente significa-
tivas entre macropajuelas v pastillas
(Cuadro 1, Figura 4).

DISCUSION

En todas las téenicas se encontraron acro-
somas que responden a los tipos propuestos
por Pursel et al. (1972).

Comparando las técnicas, se determiné
que las mp mostraron mavores porcentajes
de NAR (P= 0,0057) (Cuadro I, Figura 1) y
menores porcentajes de DAR (P= 0,008) y
LAC (P= 0,0020) (Cuadro 1, Figuras 2 v 4)
con respecto a Mp y Pr, en tanto entre estas
tiltimas (Mp v Pt) no se encontraron diferen-
cias significativas. No se detectaron diferen-
cias estadisticamente significativas en los
porcentajes de MAR entre los métodos (Cua-
dro 1, Figura 3). Esto indica que en las mp
se¢ produjo menor choque térmico que en las
otras dos técnicas, probablemente debido a
que, por su mayor superficie de exposicién,

se¢ congela de manera mis rapida y pareja,
evitando los danos provecados por las fluc-
tuaciones térmicas v la formacion de crista-
les de hielo (Thurston et al., 2003).

Al determinar las variaciones en las carac-
teristicas morfologicas dentro de cada téeni-
ca se observo que, en todas ellas, el mavor
porcentaje correspondio a acrosomas nor-
males. En tanto que, en Mp v Pt, el menor
porcentaje encontrado fue de MAR vy en mp
de LAC.

Dado que esta clasificacion no fue utiliza-
da por otros autores, no se dispone de datos
comparativos. No obstante, ¢n coincidencia
con otros autores que evaluaron los efectos
de diferentes factores sobre la vitalidad esper-
matica (Erikson v Rodriguez Martinez, 2000;
Watson, 2000; Holt, 2000a, b; Torretua o al.,
2002; Thurston et al., Holt et al., 2005), se
encontro un numero importante de células
danadas, independientemente de la técnicas
de congelacion utilizada. En promedio con
los tres métodos, sin embargo, ¢l porcentaje
de NAR fue el mayor (73,4%) seguido en or-
den decreciente por DAR (24,31%). MAR
(1,13%) v LAC (1,11%). Ello estaria indican-
do en consecuencia que el dano con cada
una de las técnicas probadas no fue tan grave.
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CONCLUSIONES

De los presentes resultados y con la meto-
dologia utilizada, se concluye que:

- La morfologia acrosomal es afectada por
la eriopreservacion.

- En todas las técnicas se observan acroso-
mas con diferentes grados de deterioro.

- El menor dano acrosomal se produce
cuando el semen es congelado-desconge-
lado en micropajuelas.
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