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INTRODUCCION

Una de las aplicaciones de la crioconservacion espermética consiste en la posibilidad de
utilizar los espermatozoides de animales de alto valor genético incluso después de la muerte de
los mismos. Esto puede resultar de gran utilidad en e futuro para la recuperacion de razas en
peligro de extincion (Bwanga, 1991). Por otra parte, en los laboratorios de Fecundacion in vitro
(FIV) es cada vez mayor la necesidad de contar con muestras de semen congelado procedente de
un mismo eyaculado para la estandarizacion de los resultados de las diferentes experiencias (Rath
y Niemann, 1997). El objetivo del ensayo que describimos consistié en comprobar la utilidad de
la crioconservacion espermatica en la especie porcina en los dos aspectos mencionados.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion y analisis del semen.

En un estudio previo realizado sobre 18 verracos utilizados en un centro de Inseminacién
Artificial se seleccion6 uno de los animales para su uso rutinario en pruebas de FIV debido al ato
porcentaje de fecundaciones monospérmicas que se consiguieron con sus espermatozoides tras la
congel acién/descongelacion. Dicho verraco fue sacrificado més tarde por una enfermedad y se
decidio intentar obtener descendencia viva a partir sus muestras de semen crioconservadas.

Los espermatozoides fueron congelados segun la técnica descrita por Westendorf et al.
(1975). El semen fue envasado en pajuelas de 0'5 ml con una concentracién final de 1 x 10°
espermatozoides/ml, 3% de glicerol y 0'5% de Orvus et Paste. Tras la descongelacion durante 12
segundos en un bafio a 50°C y posterior dilucién en BTS a 37°C se procedié a vaorar antes 'y
después de la FIV la motilidad (MOT), motilidad progresiva (MOT prog), estado del acrosoma
(NAR) y la integridad de la membrana mediante la tincién con eosina-nigrosina (EN) y los
fluorocromos diacetato de carboxifluoresceinay ioduro de propidio (DCF).

Maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos

Los ovocitos fueron obtenidos tras la recogida en el matadero de ovarios de hembras
prepuberes sacrificadas y la seccién con hoja de bisturi de los foliculos ovéricos de 3-6 mm de
diametro. Tras la seleccidén bgjo € estereomicroscopio de los ovocitos que presentaban un
aspecto homogéneo en su citoplasma y estaban completamente rodeados por varias capas de
célulasdel cumulus, 300 ovocitos fueron madurados in vitro. Para ello se introdujeron en un
incubador con un 5% de CO, a 39°C en pocillos con 50 ovocitos conteniendo 500 ul de medio
NCSU-37 y suplementos hormonales durante 22 horas, y seguidamente se cultivaron durante
otras 22 horas adicionales en e mismo medio sin suplementos hormonales Funahashi et al.,
1997).
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Fecundacion in vitro y cultivo de embriones

LaFIV serealizo en placas conteniendo 2 ml de TCM-199 con 25 ovocitos cada una a las
que se afiadieron 1 x 10° espermatozoides/ml procesados segiin se describié anteriormente (Coy
et al., 1999).

22 horas después de la FIV los posibles cigotos se trasladaron a medio NCSU-37
suplementado con 0’4 gr/100 ml de BSA, fijando 10 de éstos para obtener un control de FIV. El
resto permanecieron en cultivo hasta un total de 48 horas 'y posteriormente se seleccionaron 50 de
ellos para ser transferidos. Los criterios de seleccidon utilizados fueron estrictamente
morfolbgicos, basados en e grado de segmentacion recogiéndose sélo aquellos embriones en
estadio de 2-4 células con blastdmeros no fragmentados y de tamafio homogéneo. Una parte de
los embriones no transferidos pero con buen aspecto morfol dgico fueron mantenidos en € cultivo
in vitro hasta €l dia 7 y los que alcanzaron € estadio de blastocisto fueron fijados y tefiidos con
Hoechst para su evaluacion.

Transferencia de embriones

Una cerda de primer parto que habia manifestado sintomas de celo 3 dias antes de la
transferencia y en la que se habian detectado foliculos en crecimiento mediante ultrasonografia
fue utilizada como receptora de los 50 embriones seleccionados. El oviducto del lado derecho fue
expuesto mediante laparotomia media y los embriones se introdujeron a través del infundibulo
mediante un catéter estéril de vidrio.

21 dias después de la transferencia se rediz6 e diagnéstico de gestacién por
ultrasonografia para verificar la presencia de vesiculas embrionarias. La ecografia se repitié a los
26, 32y alos 46 dias con € fin de confirmar la continuidad de la gestacion.

RESULTADOSY DISCUSION

Los resultados de los andlisis realizados sobre las muestras de semen descongeladas antes
y después del tratamiento previo ala FIV se muestran en la Tabla 1. Como era de esperar, tras €l
lavado de los espermatozoides por centrifugacion y resuspension de los mismos en medio TCM-
199, todos los parametros estudiados muestran un deterioro de la calidad seminal, consecuencia
de la desestabilizacion de las membranas que sufren algunos espermatozoides debida al
tratamiento.

Tabla 1. Parametros de calidad seminal del verraco seleccionado antes de la congelacion
(Fresco), inmediatamente después de la descongelacidn (Descong) o después de ser sometidas las
muestras al tratamiento previo alaFIV (FIV).

Muestra MOT(%) _ MOT prog (0-5) EN (%) NAR (%)  DCF (%)
Fresco 75 3 83 98 89
Descong 60 35 64 62 51
FIV 40 3 54 40 40

En relacion con los resultados de FIV, en |la Tabla 2 se muestran los obtenidos en los
cuatro ensayos previos con muestras de semen congelado/descongelado del macho utilizado en
este estudio y en € grupo control de FIV empleado para la transferencia. Uno de los 10 ovocitos
del grupo control FIV result6 ser inmaduro y por ello e nimero de ovocitos valorados se redujo a
9. Los datos de formacion de pronicleo masculino en los cinco ensayos nos indican que €
método de maduracion y e macho seleccionado son adecuados, ya que ambos factores influyen
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sobre la capacidad del ovocito para transformar la cabeza espermaticaen pronucleo (Coy et al.,
1999).

Tabla 2. Resultados de FIV con el macho seleccionado en tres ensayos previos y en el
ensayo de transferencia embrionaria.

Ensayo N©° % PEN E/O % MON Rendimiento %PNM
ovocitos

Previo 1 33 78 95+6' 7R 1'60+0'19 66'67+875  52'63+821 100
Previo 2 41 41’ 467 79 1'35+0'19 82'35t9'53  31'71+7'36 94'12+5'88
Previo 3 19 47 37£11°77° 1224015 7778+0'15 < 36'84+11'37 100
Previo 4 35 5714+849"°  1'30+0'10 70°00+10'51  40'00+8'40 95'00+5'00
Transferencia 9 33'33+16'67" 1 100 33'33+16'67 100
Totaes 142 55'63+4' 18 1'41+0'09 7342+500  40'14+4'13 97'47+1' 78
Anova P 0’006 0'508 0627 0422 0'686

Por otra parte, a pesar de existen diferencias en los porcentajes de penetracion espermética
entre ensayos, € rendimiento fina del sistema de FIV (ovocitos monospérmicos con dos
pronucleos), es decir € porcentgje de posibles cigotos viables, es semejante en todos los casos.
Esto corrobora la idea apuntada por otros autores en cuanto a la estandarizacion de los resultados
de laFIV mediante &l uso de semen congelado (Wang et al., 1991; Abeydeeray Day, 1997; Day,
2000).

Tras la transferencia de los embriones, 1os sucesivos diagnosticos de gestacion realizados
en la cerda receptora mediante ultrasonografia confirmaron el resultado positivo del ensayo. Una
vez producido € nacimiento de los lechones vivos estaremos en condiciones de verificar, con un
mayor nimero de experiencias, la utilidad de la congelacion de semen y de la FIV para la
conservacion de razas en peligro de extincion o, lo que es lo mismo, para la obtencion de
descendencia a partir de gametos de animal es muertos.

Finamente, los resultados tras la tincion de tres blastocistos, obtenidos a los 7 dias de la
FIV mediante € cultivo in vitro en medio NCSU-37, mostraron que € nimero de células por
blastocisto se sitlla en valores semejantes a |os obtenidos por otros autores (Prather et al., 1995)
siendo de 36, 23 y 30 respectivamente, 1o que nos demuestra que € sistema de produccion de
embriones utilizado en nuestro laboratorio es viable. A pesar de €elo, es necesario continuar
avanzando en lainvestigacion en este campo para aumentar € rendimiento del sistema.
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