Rev Inv Vet Peru 2022; 33(6): 22758
https://doi.org/10.15381/rivep.v33i6.22758

Efecto de los diluyentes Ley-Leygo y Triladyl y de dos tiempos de
equilibrio en la congelacion de semen de verraco

Effect of Ley-Leygo and Triladyl extenders and two equilibration times on the
freezing of boar semen

Erika Abigail Reyes-Gonzalez!, Fernando Centurion-Castro?, Nayeli Uc-Espinosa®,
Jesus Enrique Ek-Mex**, Jorge Alonso Peralta-Torres>,
José Candelario Segura-Correa?

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de los diluyentes Ley-Leygo y Triladyl®
y de dos tiempos de equilibrio sobre la motilidad individual (MI), integridad de la mem-
brana plasmatica (IMP), actividad mitocondrial (AM) y acrosoma intacto (Al) del semen
congelado-descongelado de cerdo. Se utiliz6 una fraccion rica de un total de 20 eyaculados
de cinco verracos de una linea comercial, considerados aptos para la congelaciéon con un
minimo de 80% de motilidad y 85% de espermatozoides normales. Cada eyaculado se
dividio6 en cuatro alicuotas: diluyentes Ley-Leygo y Triladyl® y dos tiempos de equili-
brio (0y 1 h). Las muestras de semen se descongelaron a 37 °C durante 20 s. Los resulta-
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dos de la MI y la IMP no tuvieron efectos significativos para los factores evaluados
(p>0.05). Hubo diferencia significativa para la AM (p<0.05) entre los diluyentes de Ley-
Leygo (43.57%) y Triladyl® (51.7%). El porcentaje de Al fue de 46% para Ley- Leygo y de
25% para Triladyl® (p<0.05). El porcentaje de Al con el tiempo de equilibrio de 1 h fue
mayor que el de 0 h (p<0.05). Se concluye que el diluyente Triladyl® mejor6 la AM y el
tiempo de equilibrio de 1 h mejoré el porcentaje de Al
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of Ley-Leygo and Triladyl® extenders
and two equilibrium times on individual motility (IM), plasma membrane integrity (PMI),
mitochondrial activity (MA) and intact acrosome (IA) in frozen-thawed boar semen. A
rich fraction of a total of 20 ejaculates from five boars of a commercial line was used. All
ejaculates had a minimum of 80% motility and 85% normal spermatozoa. Each ejaculate
was divided into four aliquots: Ley-Leygo and Triladyl® extenders and two equilibrium
times (0 and 1 h). The semen samples were thawed at 37 °C for 20 s. The results of the IM
and the PMI did not have significant effects for the factors evaluated (p>0.05). There was
a significant difference for MA (p<0.05) between the Ley-Leygo (43.57%) and Triladyl®
(51.7%) diluents. The IA was 46% for Ley-Leygo and 25% for Triladyl® (p<0.05). The
percentage of IA with the equilibration time of 1 h was greater than that of 0 h (p<0.05). It
is concluded that the Triladyl® diluent improved the MA and the equilibration time of 1 h

improved the percentage of IA.
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INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una
de las biotecnologias reproductivas que per-
mite el uso mas eficiente del macho y su
empleo se encuentra ampliamente difundido
en la especie porcina; sin embargo, solo el
1% de los servicios de IA se realizan con
semen congelado (Didion et al., 2013). Eluso
de espermatozoides criopreservados se en-
cuentra limitado, en parte debido a la menor
tasa de fertilidad y prolificidad que se obtiene
en comparacion con las del semen fresco.
No obstante, entre las ventajas que conlleva
su aplicacion incluye mayor aprovechamien-
to de los verracos de alto valor genético, la
eliminacion de riesgos sanitarios, aprovecha-
miento del semen en épocas reproductivas

desfavorables y ventajas en el comercio in-
ternacional de semen congelado (Pezo et al.,
2019; Jovieie et al., 2020).

La menor fertilidad y prolificidad del
semen congelado de porcinos en compara-
cion con el semen refrigerado se debe pro-
bablemente a la mayor sensibilidad de los
espermatozoides al proceso de congelacion
en comparacion con otras especies, donde
las temperaturas de congelacion afectan a la
membrana plasmatica y acrosomal (Yeste et
al., 2017; Pezo et al., 2019; Joviéix et al.,
2020). Para prevenir estos dafios y mejorar
los resultados de fertilidad del semen descon-
gelado se han realizado diferentes modifica-
ciones a los protocolos de congelacion, inclu-
yendo el uso de diluyentes basados en la uti-
lizacion de la yema de huevo y de glicerol
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como agentes crioprotectores, o de concen-
traciones elevadas de azlicares aunado a la
adicion de un detergente (Orvus et paste)
(Yeste et al., 2017; Joviéiz et al., 2020).

Triladyl® es un diluyente ampliamente
utilizado para la criconservacion de semen
de bovinos, ovinos y caprinos (Rekha et al.,
2016; Miguel-Jimenez et al., 2020), pero exis-
te escasa informacion sobre su empleo en
semen porcino (Lee et al., 2010, 2015). Es
importante destacar que uno de los compo-
nentes del Triladyl® es el Tris (hidroximetil
aminometano) que se utiliza en el protocolo
de congelacion de verracos de Pursel y
Johnson (1975), y en la preparacion del
diluyente de congelacion Beltsville 5, siendo
junto con el Ley-Leygo, uno de los mas utili-
zados (Yeste et al., 2017; Pezo et al., 2019).

Otro aspecto importante relacionado con
el procesamiento y la congelacion del semen
es el tiempo de equilibrio aplicado; es decir,
el tiempo que debe transcurrir después de
incorporar el crioprotector hasta el momento
en que el semen se somete a la temperatura
de congelacion. Si bien se ha reportado que
el tiempo de equilibrio influye en la motilidad
espermatica a la descongelacion, en la inte-
gridad de la membrana espermatica, en el
porcentaje de actividad mitocondrial de los
espermatozoides y en el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma normal, los
resultados aun son contradictorios (Schéfer
et al., 2017; Passarelli et al., 2020).

En México existe escasa informacion
sobre el diluyente adecuado para la congela-
cion del semen porcino y del efecto de los
tiempos de equilibrio durante el proceso de
criopreservacion para minimizar el dafio ce-
lular durante la congelacion en esta especie.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de los diluyentes Ley-Leygo
y Triladyl® y dos tiempos de equilibrio sobre
lamotilidad individual, la integridad de la mem-
brana plasmatica, la actividad mitocondrial y
el acrosoma intacto del semen congelado-
descongelado de cerdo.
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MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio

El estudio se llevo a cabo en el labora-
torio del Departamento de Reproduccion y
Mejoramiento Genético del Campus de Cien-
cias Biologicas y Agropecuarias de la Uni-
versidad Auténoma de Yucatan, ubicado en
Meérida, Yucatan, México. El clima de la re-
gion es tropical subhiimedo tipo Aw0, con una
precipitacion pluvial anual de 983 mm, una
humedad relativa entre 75 y 80% y tempera-
tura anual entre 25 y 28 °C.

Procedimientos

Se utilizaron cinco verracos de la linea
PIC 337, de entre 2 y 3 afios de edad, todos
bajo el mismo régimen de manejo y alimenta-
cion de la granja. El semen se obtuvo con el
método de la mano enguantada, recogiendo
unicamente la fraccidn rica del eyaculado.
Las colectas de semen se realizaron a inter-
valos de 5 a 7 dias obteniendo cuatro eyacu-
lados de cada verraco. Las muestras fueron
colocadas de inmediato en probetas gradua-
das en el bafio a 37 °C para su evaluacion.

Se determind el volumen del eyaculado
a través de la observacion directa de la pro-
beta graduada, la motilidad masal (MS) me-
diante una gota de semen que se colocd en
un portaobjetos y se observo con microscopia
de campo brillante utilizando el objetivo 100x.
La MS se califico en cruces (0 a 5), siendo
cinco la calificacion mas alta. Ademas, se
coloco una gota de semen en un portaobjetos
con un cubreobjetos para observar la motilidad
espermatica individual (MI) con el objetivo
de 400x. Para esto, se evaluo el tipo de movi-
miento y se puntud el porcentaje de motilidad
de los espermatozoides (0-100%) tras obser-
var tres o cuatro campos del frotis. Finalmente
se realizé una dilucion 1:1 con Beltsville
Thawing Solution (BTS).
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El semen diluido con BTS fue deposita-
do en tubos Falcon de 50 ml dentro de un
termo y se transporto al laboratorio para con-
tinuar el proceso. Alli se evalué nuevamente
el semen para verificar que la muestra con-
servara una MI no inferior al 80%. Las mues-
tras permanecieron durante 1 h a 24 °C. En
el entretiempo se evalud la concentracion
espermatica tomando 0.1 ml de semen que
fue diluido 1:100 con 99.9 ml de solucion sa-
lina fisiologica con azul de metileno y formol
al 1%. Con la ayuda de una pipeta Pasteur,
se tomo una porcion de esta preparacion y se
llen6 una camara Burker. Finalmente, con el
objetivo de 400x se procedié a contar los
espermatozoides expresando el resultado
como numero de espermatozoides por
mililitro.

Para evaluar la morfologia espermatica
se preparo una solucion con formaldehido al
1% y semen puro. Se tomo una gota de esta
mezcla y se determiné la morfologia en el
microscopio de contraste de fase a 1000x.
Se contaron 100 espermatozoides por mues-
tray se determino el porcentaje de anormali-
dades primarias o secundarias (Yoval-
Montemira et al., 2020).

Los eyaculados que se utilizaron para
la congelacion debian tener al menos 80% de
espermatozoides normales y 85% de MI
(Roca et al., 2006).

Diluyentes de Congelacién y Tratamientos

Los diluyentes utilizados para la conge-
lacion fueron Ley-Leygo (Lactosa y yema
de huevo), siguiendo el protocolo de
Westendorf et al. (1975) y el diluyente co-
mercial Triladyl® (Minitiib, Alemania). El
diluyente Ley-Leygo consta de una fraccion
(Ley) compuesta por 80% de agua destilada
estéril, 20% de yema de huevo, 8.49 g de
lactosa B y 40 ul de kanamicina, y una se-
gunda fraccion (Leygo) que incluye 92.5%
de la fraccion Ley, 6% de glicerol y 1.5% del
detergente Orvum Paste. El diluyente
Triladyl® esta compuesto por glicerol, citrato

de sodio, fructosa, acido citrico, Tris
(hidroximetilaminometano), lincomicina y
estreptomicina. En la preparacion de este
diluyente se utilizo 60% de agua destilada,
20% de yema y 20% de Triladyl®.

Cada muestra de semen se dividié en
cuatro partes iguales en tubos Falcon de 15
ml. Dos tubos se diluyeron con el primer
diluyente (LEY-Leygo) y los dos tubos res-
tantes con Triladyl®. Asimismo, con cada
diluyente se trabajo con dos tiempos de equi-
librio, 0 y 1 h. Los tratamientos quedaron
como sigue:

- T1. Diluyente LEY-Leygo + 0 h de tiem-
po de equilibrio

- T2: Diluyente Triladyl® + 0 h de tiempo
de equilibrio

- T3:Diluyente LEY-Leygo + 1 h de tiem-
po de equilibrio

- T4: Diluyente Triladyl® + 1 h de tiempo
de equilibrio

Congelacion del Semen

Se utilizo el proceso de congelacion des-
crito por Westendorf et al. (1975) y modifi-
cado por Thurston et al. (1999). Las mues-
tras en tubos Falcon de 4 a 15 ml fueron co-
locadas en una conservadora a 16 °C duran-
te 3 h (previamente 1 h a 24 °C). Luego, los
tubos se centrifugaron a 800 g durante 15
min a 16 °C en una centrifuga refrigerada
(Hermle, Alemania). Se elimino el exceso de
plasma seminal quedando en el tubo el pellet
con los espermatozoides, al cual se anadio el
diluyente correspondiente. En el caso de T1
y T3, se afiadio la primera fraccion (Ley),
asegurando una concentracion de 1500 x 10°
de espermatozoides/ml para cada tubo, en
tanto que para T2 y T4 se hizo una dilucion
buscando una concentracion final de 1000 x
10° de espermatozoides/ml. A continuacion,
todos los tubos se sumergieron en un reci-
piente con agua a 16 °C, y luego a 5 °C du-
rante 2 h. Al final de este tiempo, se afiadio a
las muestras de T1 y T3 la segunda fraccion
(Leygo) que ajusto la concentracion a 1000 x
10° de espermatozoides/ml.
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Las muestras de T1 y T2 (0 h de tiem-
po de equilibrio) fueron envasadas de inme-
diato en nitrégeno liquido, en tanto que las
muestras de T3 y T4 permanecieron 1 h a
5 °C. Todas las muestras se envasaron en
pajillas de 0.54 ml con una concentracion fi-
nal de 500 x 10° de espermatozoides por
pajilla.

Para la congelacion, las pajillas se colo-
caron en una rampa, a una altura de 5 cm del
nitrogeno liquido contenido dentro de una caja
de espuma de poliestireno, recubierta de ace-
ro para exponer el vapor de nitrogeno duran-
te 20 min, y luego se sumergieron en el nitro-
geno liquido. Las pajillas se almacenaron
posteriormente en un termo con nitrégeno li-
quido. La descongelacion se realizé alas 72 h
de la congelacion, en un bafio de aguaa 37 °C
durante 20 s, agitando enérgicamente la
pajilla. Finalmente se efectud una dilucion 1:1
con BTS y se esper6d 1 min para la evalua-
cion.

Evaluacion del Semen Congelado-Des-
congelado

En el semen descongelado se evaluo la
MI. Se tomo una gota de semen diluido y se
observo con microscopio optico (400x). Tam-
bién se cuantifico la integridad acrosomal de
los espermatozoides, para lo cual se tomé una
gota del semen diluido y se deposito en tubos
con formol al 1%. Se evaluaron 100
espermatozoides por muestra, utilizando un
microscopio de contraste de fase a 1000x.
considerando acrosomas intactos (Al) aque-
llos que tenian una forma de medialuna oscu-
ra, clara y bien definida (Yoval-Montemira et
al., 2020).

La integridad de la membrana
plasmatica (IMP) y la actividad mitocondrial
espermatica (AM) se analizaron mediante la
técnica de fluorescencia con diacetato de
carboxifluoresceina (DCF) y rodamina 123
(Sigma-Aldrich, USA). Se mezclaron dos
pajillas de cada tratamiento y se tomaron 500
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ul de semen, y se llevaron a un cuarto oscuro
(requerido por las caracteristicas quimicas de
las tinciones) para agregar 20 ul de DCF y 6
ul de rodamina. Se incubo a 37 °C durante
10 min. Luego se tomaron 4 pl de la muestra
para su observacion en un microscopio de
epifluorescencia (Olympus, Japon) a 1000x.
Primero se contaron 100 espermatozoides
para determinar la integridad de la membra-
na plasmatica teniendo en cuenta como inte-
grar los espermatozoides que mostraban una
coloracion verde en la cabeza. Posteriormen-
te, en la misma muestra se tomo el mismo
volumen y se procedi6 a analizar la actividad
mitocondrial, considerando como
espermatozoides activos aquellos que mos-
traban una fluorescencia verde en la seccion
media (Nagy et al., 2003). Los resultados
para ambos indicadores se expresaron en
porcentaje.

Analisis Estadistico

Los datos se analizaron bajo un disefio
factorial de 2x2 (dos diluyentes: Ley-Leygo
y Triladyl®, y dos tiempos de equilibrio: Oy 1
h). Cada tratamiento tuvo 20 repeticiones. Las
variables dependientes estudiadas fueron los
porcentajes de MI, IMP, AM y de
espermatozoides con Al. Para conseguir una
distribucion normal, los datos se transforma-
ron mediante la funcion de raiz cuadrada. Se
utilizo Statgraphics Plus 5.1. Los valores se
consideraron significativos cuando p<0.05.
Los resultados se presentan como media y
error estandar de la media (EE).

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se muestran los resulta-
dos del estudio expresados como media y
error estandar (EE). La motilidad espermatica
individual (MI) y la integridad de la membra-
na plasmatica (IMP) no fueron afectadas por
los diluyentes ni por los tiempos de equilibrio
(p>0.05).
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Cuadro 1. Efecto de dos diluyentes y de dos tiempos de equilibrio en la congelacion del
semen de verraco
Diluyente Tiempo d(f}:l)e quilibrio Interaccion
Variable T val Val EE
ey- . ® alor alor
Leyg Triladyl P 0 1 P Valor P
Motilidad 29.75 26.68 0.15 2593 305 0.12 0.29 1.67
Integridad de 5/ o 5377 026 5601 54.67 0.55 0.50 1.94
la membrana
Actividad 43.57 51.7 0.01 48.62 46.65 0.56 0.51 2.16
mitocondrial
Acrosomas 46.9 25 0.0001 31.62 4032 0.002  0.051 1.75
ntactos

Los valores de 1a actividad mitocondrial
espermatica (AM) fueron mas altos con el
uso del Triladyl® en comparacion con aque-
llos del Ley-Leygo (p<0.05); sin embargo, el
tiempo de equilibrio no afectd esta variable
(p>0.05).

El porcentaje de espermatozoides con
acrosoma intacto (Al) fue mayor con el tra-
tamiento a base de Ley-Leygo comparado
con el diluyente Triladyl® (p<0.001), asi como
con el tiempo de equilibrio de 1 h (p<0.05).
Por otro lado, la interaccion (diluyente x tiem-
po de equilibrio) no afectd (p>0.05) a las va-
riables de estudio.

DiScUuSsION

El MI de los espermatozoides a la des-
congelacion fue en general bajo y sin dife-
rencias entre diluyentes ni entre tiempos de
equilibrio. Estos resultados fueron similares
a los reportados por Buranaamnuay et al.
(2009) utilizando el diluyente Ley-Leygo para
la congelacion; no obstante, Malo et al. (2010)
reportaron una mayor MI (59%) utilizando el

diluyente Ley-Leygo a la obtenida en el pre-
sente estudio. Por otro lado, Lee ez al. (2011)
encontraron mayor MI con Ley-Leygo que
empleando Triladyl®. Estas diferencias en MI,
apesar de utilizar el mismo diluyente, proba-
blemente se deban a la variabilidad del ve-
rraco, a la época en que se realizaron los ex-
perimentos y a otros factores como el méto-
do de congelacion. En general, se espera una
disminucion pos-descongelacion de la MI de
hasta 40-50% (Salamon y Maxwell, 2000),
debido al dafio sufrido por las células
espermaticas como consecuencia del choque
de frio, el estrés osmotico, el aumento de la
concentracion de sales, los cambios en el pH,
la desnaturalizacion de proteinas, la ruptura
mecanica de elementos estructurales y la for-
macion de cristales de hielo intracelulares
durante el proceso de congelacion y poste-
rior descongelacion (Yeste et al., 2017).

Los resultados del efecto del tiempo de
equilibrio sobre la MI coinciden con otros tra-
bajos (Yi et al., 2002; Khan et al., 2013;
Schéfer et al., 2017). En forma similar,
Herold et al. (2006) realizaron un estudio en
bufalos utilizando Triladyl® con diferentes
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tiempos de equilibrio (2-9 horas), sin encon-
trar diferencias significativas en MI. Gene-
ralmente, se considera adecuado utilizar en-
tre 2 y 4 h como tiempo de equilibrio para
que el crioprotector pueda penetrar la célula
espermatica, dependiendo de la concentra-
cion y tipo de crioprotector (Leite et al.,
2010).

El estudio no mostr6 diferencias signifi-
cativas entre diluyentes ni entre tiempos de
equilibrio para el IMP. Saravia et al. (2009),
utilizando el diluyente Ley-Leygo indican que
es posible alcanzar hasta 63.3% de esper-
matozoides con membrana integra a la des-
congelacion; no obstante, los resultados de
este estudio fueron similares a los reportados
por Yoval-Montemira et al. (2020) quienes
obtuvieron 55.4% de IMP , en tanto que Lee
et al. (2015), utilizando Triladyl, solo obtuvie-
ron 40% de IMP a la descongelacion. El he-
cho de no encontrar diferencias entre trata-
mientos se podria deber a que ambos
diluyentes estan elaborados con yema de hue-
vo, el cual contiene lipoproteinas de baja den-
sidad, que recubren la membrana plasmatica
de los espermatozoides protegiéndola de da-
fios durante la congelacion y descongelacion
(Malo et al., 2010; Jovieie et al., 2020). Tam-
poco tuvo efecto el tiempo de equilibrio, pro-
bablemente debido a que los fosfolipidos de
la membrana plasmatica ya se encuentran
estabilizados, siendo por lo tanto mas resis-
tente a los cambios que se producen durante
el proceso de congelacion (Yi et al., 2002;
Alcay et al., 2016).

Con respecto a la AM, se obtuvieron
mejores resultados con el empleo del
Triladyl®. Estos resultados fueron similares a
los reportados por Yoval-Montemira et al.
(2020), utilizando el diluyente Ley-Leygo. No
se dispone de una explicacion sélida para los
resultados obtenidos con Triladyl® debido a
la insuficiente informacion (Lee et al., 2010).
Sin embargo, Palacios (1994) sefiala que du-
rante el descenso de la temperatura en el pro-
ceso de congelacion, especialmente a 20 °C,
se produce un aumento de la permeabilidad
de la membrana plasmatica debido al dafo
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que se produce en las bombas de iones, pro-
vocando una salida de iones, afectando a los
espermatozoides, de alli que seria posible que
el Triladyl®, afiadido a 16 °C, proporcione una
mayor proteccion a los espermatozoides a
través del tris (hidroximetil aminometano), que
tiene la funcion de regular el pH del medio y
como consecuencia, la concentracion de Ca
intracelular se mantiene en niveles adecua-
dos para estimular la produccion de ATP por
las mitocondrias a través de la fosforilacion
oxidativa (Olivera et al., 2006).

Enrelacion con el porcentaje de Al ala
descongelacion, hubo diferencias significati-
vas entre diluyentes. Se obtuvieron valores
mas bajos de Al con el uso de Triladyl®, posi-
blemente debido a que este diluyente contie-
ne 7% de glicerol (Morrier et al., 2002). Se
ha observado que tasas superiores al 6% de
glicerol en el diluyente afectan negativamen-
te a la integridad del acrosoma del verraco
(Corcuera et al., 2007). No obstante, puede
que la técnica utilizada para evaluar el
acrosoma, al ser subjetiva, no haya sido debi-
damente interpretada, ya que no hubo dife-
rencia en la integridad de la membrana, pero
si en el acrosoma. Esto podria indicar un error
en la evaluacion de las muestras, ya que la
yema presente en el diluyente impide la co-
rrecta visualizacion del acrosoma.

Khan et al. (2013) encontraron menor
porcentaje de Al a la descongelacion con un
tiempo de equilibrio de 0 h (53.2%) en com-
paracion al obtenido con 1 h de equilibrio
(56.7%), semejante a lo obtenido en el pre-
sente estudio. Sin embargo, Yi ef al. (2002)
obtuvieron 45 y 67% de Al a la descongela-
cioén con 0 y 1 hora de tiempo de equilibrio,
respectivamente. Por otro lado, el mejor por-
centaje de Al fue empleando el diluyente Ley-
Leygo, probablemente debido a la adicion del
Orvus es Paste, ya que este proporciona una
mayor proteccion al espermatozoide, al mo-
dificar los componentes de la yema del hue-
vo, actuando especificamente sobre los
fosfolipidos y proporcionando proteccion a las
bombas i6nicas de la membrana del esper-
matozoide. En este sentido, las concentracio-
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nes intracelulares de calcio serian menores
y, por lo tanto, se reduce el estrés osmoético
de congelacion y descongelacion proporcio-
nando una mayor proteccion al acrosoma
(Fraser et al., 2014).

CONCLUSIONES

e Los diluyentes Ley-Leygo y Triladyl®
presentaron efectos similares sobre la
motilidad individual y la integridad de la
membrana plasmatica

e Eldiluyente Triladyl® mejor6 la actividad
mitocondrial de los espermatozoides a la
descongelacion.

e Una hora como tiempo de equilibrio
incremento el porcentaje de acrosomas
intactos de los espermatozoides a la des-
congelacion, en comparacion con 0 h de
tiempo de equilibrio.
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