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Introduccién

La criopreservacion es ampliamente utilizada
como un método de almacenamiento de dife-
rentes tipos de células y tejidos, incluyendo
gametos femenino, masculino y embriones ©. Los
primeros intentos exitosos de criopreservar
espermatozoides se remontan a las décadas de
1930 y 1940 y desde entonces, espermatozoides
de diferentes especies mamiferas, en especial la
bovina y la humana, han sido criopreservados
satisfactoriamente “®. La criopreservacién de
espermatozoides es un recurso importante para
la conservacion y el comercio de material genéti-
co ", facilita la distribucion de genes deseables,
debido a la facilidad de su transporte y permite el
control de la transmision de ciertos patégenos ©.
Ademas, contribuye a la conservacion de especies
en peligro de extincién y ayuda a superar pro-
blemas de infertilidad “”. Sin embargo, el método
convencional de congelacién espermatica puede
producir dafio mecanico a la célula como conse-
cuencia de la formacion de cristales extra e intra-
celulares y/o dafio osmético debido a la gran des-
hidratacién. También puede provocar dafos qui-
micos y fisicos en las membranas espermaticas
por los cambios ocasionados en los lipidos duran-
te los eventos de transicion de fase o aumentos
en la peroxidacién de los mismos ?, aunque el
alcance de estos efectos varia segun la especie 2.
Ante la problematica expuesta, la vitrificacion se
presenta como una alternativa para evitar los
dafios durante el enfriamiento y la formacion de
cristales que suceden durante el congelamiento
profundo “V. La vitrificaciobn es un proceso
mediante el cual el liquido pasa al estado vitreo
o solido sin la formacion de cristales de hielo 2.
Mas aun, es un procedimiento simple que requie-
re menor tiempo y tiene mayor costo-beneficio
que la congelacién convencional, ya que no
necesita un equipo costoso ni un operador alta-
mente capacitado para ejecutarla y tanto el pro-
ceso de vitrificacion como el de atemperado se
realizan en segundos . Desde el primer informe

exitoso de vitrificacion de embriones de ratén @4,
la técnica ha sido extensamente estudiada y apli-
cada con éxito en gametos femeninos y embrio-
nes de diferentes mamiferos, incluyendo al hom-
bre. Sin embargo, este método no pudo extrapo-
larse de forma directa a los gametos masculinos,
debido a la sensibilidad osmética que presentan
los espermatozoides mamiferos al ser expuestos
a las altas concentraciones de crioprotectores uti-
lizadas en la vitrificacién convencional ?. Dicha
exposicion provocaria un efecto osmoético deleté-
reo “®, produciendo toxicidad y posibles altera-
ciones quimicas en los espermatozoides ®. Esto
llevé a la idea de explorar métodos de vitrifica-
cién que no demandaran altas concentraciones
de crioprotectores potencialmente toxicas para
el espermatozoide mamifero. Tres factores afec-
tan el proceso de vitrificacion: la velocidad de
enfriamiento, la viscosidad y el volumen de la
muestra. Aumentando la viscosidad de la mues-
tra o la velocidad de enfriamiento o disminuyen-
do el volumen de la muestra, aumentan las pro-
babilidades de éxito durante el proceso de vitrifi-
cacién ™. Surgié entonces la alternativa de vitrifi-
car espermatozoides utilizando velocidades de
enfriamiento y atemperado muy rapidas, en un
tamafo de muestra muy pequeio para evitar asi
las elevadas concentraciones de crioprotectores ©.
En base a esto, se ha desarrollado una nueva téc-
nica de vitrificacion en espermatozoides huma-
nos, prescindiendo del uso de crioprotectores y
sumergiendo la muestra de semen mejorada,
directamente en el nitrégeno liquido© ' utilizan-
do asi tasas de enfriamiento muy altas®. Por otro
lado, un atemperado incorrecto puede asimismo
disminuir la supervivencia de los espermatozoi-
des al proceso®, por lo tanto este paso debe rea-
lizarse también de forma ultrarrapida.

Nuestra experiencia

El Instituto INITRA cuenta en la actualidad con
un Proyecto de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica (PICT: 2013-0725): “Aspectos morfo-
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I6gicos, bioquimicos y funcionales de las gametas
porcinas sometidas a procesos de criopreserva-
cion: indicadores de competencia”, donde uno
de sus objetivos se centra en evaluar, a través de
parametros bioquimicos, morfolégicos y funcio-
nales, la viabilidad de espermatozoides porcinos
vitrificados. Hasta el momento se ha ensayado la
vitrificacion de espermatozoides porcinos en pre-
sencia y ausencia de crioprotectores permeables
(4% de DMF o glicerol), utilizando como medio
base sin crioprotector el medio Tyrode Albumin
Lactate Pyruvate (TALP). Se han vitrificado esper-
matozoides con el método de cryoloop © (Figura
1) y con el método de esferas® (Figura 2), a una
concentracién espermatica de 20 y 5 x 10°
esp./ml, respectivamente.

Figura 1. A) Muestra de 20 pl de semen cargada en un
cryoloop. B) Cryoloops de cobre y criovial.

Muestra 20 jul

Figura 2. A) Esquema de vitrificacion en esferas®. B) Foto
de esfera intercambiando calor con el nitrégeno liquido.

-

-ale

Las muestras se conservaron en crioviales un
minimo de 24 h hasta su atemperado y evalua-
cién. Para vitrificar, se utilizé semen porcino fres-
co y semen conservado a 17°C, luego de ser
mejorado por filtracion a través de lana de
vidrio. Se ensayaron dos tipos de atemperado:
una forma rapida, sumergiendo el cryoloop o la
esfera directamente en medio TALP a 37°C
durante 30 seg, y una forma ultrarrapida, sumer-
giendo la muestra en medio TALP a 75°C duran-
te 7 seg, sequido de 30 seg a 37°C, aplicando en
ambos casos una suave agitacién durante el pro-
ceso. Los parametros seminales evaluados en las
muestras vitrificadas y previas a vitrificar fueron:
movilidad progresiva (utilizando platina térmica
y microscopio de contraste de fase), viabilidad
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espermatica (tincion con Diacetato de 6-carboxi-
fluoresceina e lioduro de propidio-CFDA/PI), fun-
cionalidad de membrana (prueba hipoosmética-
HOS), integridad acrosomal (fijacion de la mues-
tra en solucién salina formolada y microscopio de
contraste de fase), condensacién de la cromatina
espermatica (tincion de azul de toluidina-AT) y la
susceptibilidad de la cromatina espermatica a la
desnaturalizacion acida (tincion de naranja de
acridina-NA) (Figura 3). Se aplicé un test de
Friedman para el analisis estadistico, consideran-
do significativo un P valor < 0,05?.

Figura 3. A) Espermatozoide porcino con ADN conden-
sado (AT). B) Espermatozoide porcino con cromatina
intacta no desnaturalizada (NA).

A

Los resultados obtenidos indican que los Uni-
cos parametros seminales que no presentaron
diferencias significativas en las muestras de
semen porcino vitrificadas-atemperadas con res-
pecto a las muestras previas a vitrificar, fueron la
condensacion e integridad de la cromatina
espermatica. La vitrificacibn no conservé las
variables espermaticas de movilidad, viabilidad,
funcionalidad de membrana e integridad acroso-
mal. Segun los resultados obtenidos, la vitrifica-
cién de muestras de semen fresco porcino con-
servaria mejor la calidad de la cromatina esper-
matica que la vitrificacion a partir de semen por-
cino conservado a 17°C. La vitrificacién con el
método de esferas en medio sin crioprotectores
no solo conservaria la calidad de la cromatina
espermatica sino que también permitiria obtener
células vivas, aunque en una pequefia propor-
cion. El atemperado a 37°C durante 30 seg, per-
mitiria obtener espermatozoides con mejor cali-
dad de la cromatina espermatica, ademas de ser
un método mas practico y sencillo®. Resultados
semejantes se han obtenido al vitrificar esperma-
tozoides de Lama glama ®, de equinos® y de
conejo .

Los resultados obtenidos representan los pri-
meros reportes en vitrificacion espermatica por-
cina y constituyen un paso mas en el camino
hacia el desarrollo de una metodologia simple y
econémica en la conservacién de gametos mas-
culinos de esta especie. La vitrificacion en esfe-
ras, sin presencia de crioprotectores surge enton-
ces como una nueva técnica de criopreservaciéon
espermatica en porcinos, capaz de conservar
células con una cromatina condensada e intacta.
Al mantener la calidad del ADN, dichas células
podrian conservar la capacidad de producir cigo-

tos porcinos in vitro mediante la aplicacion de la
inyeccion intracitoplasmatica de un espermato-
zoide (ICSI), biotecnologia que no precisa mues-
tras de concentracion, morfologia o movilidad
espermaticas determinadas, sino un nucleo
espermatico genéticamente intacto “®.
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