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Consejo Directivo
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
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? BmP3  RESOLUCION No 034/2018

GENERAL PIco, 15 de Marzo de 2018.-

VISTO:

La evaluacién positiva enviada por integrantes def Comité Cientifico de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, respecto del Proyecto de Investigacion: ‘Efecto de fa Proteina Anticongelante Antifreeze
Protein Tipo lll sobre fa cafidad del semen porcino criopreservado”y,

CONSIDERANDO:

Que su Directora es la Dra. Ménica BOERIS y Co-Directora la Dra. Lic. Marfa Guillermina BILBAO
(Investigadora CONICET y adscripta Catedra Fca. Bioldgica) contando con la participacion, en caracter de
Investigadores, de la M.V. Maria Lorena MARENGO, la M.V. Luisina CHAPERQO, la Lic. Marta
ANCONETANI, el M.V, César SCHWINDT, el M.V. Miguel BARBARA, la MSc. Claudia TORTONE, la MSc,
Liliana ROSSETTO, la Ing. Sandra CURA, la M.V. Maria Florencia FARCEY, el M.V. Luis ZAPATA, el M.V.
Sebastian RAMOS, la Dra. Marfa Inés MOLEJON (INCITAP-CONICET) y la Lic. Gisela WEIZ (INCITAP-
CONICET); en caracter de Asistentes de Investigacion los estudiantes de la carrera Medicina Veterinaria
lvo AIMAR CHIESA v Felipe FERNANDEZ y en carécer de Asesores el Dr. Julian BARTOLOME y el Dr.
Javier BRECCIA (INCITAP-CONICET). :

Que tendré una duracién de treinta y seis (36) meses, a partir del 01 de Enero de 2018 y hasta el
31 de Diciembre de 2020.

Que de acuerdo a la presentacion el citado proyecto es de Investigacion Aplicada.

Que participan en su desarrollo las Catedras de Fisica Biologica, de Reproduccién Animal, de
Patologia General y Anatomia Patologica, el Centro de Investigacion y Desarrollo de Farmacos (CIDEF} y
el Centro de Reproduccién La Pampa (CERALAP) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa.

Que el citado proyecto ha sido presentade de acuerdo con las normas vigentes y aprobado por el
Comité Cientifico de la Facultad.

Que el Articulo 5° Anexo | de la Resolucién N° 100/99 y su modificatoria N° 88/02 del Consejo
Superior, estipula que: “Todo Programa y todo Proyecto de Investigacion que obtenga dos (2) evaluaciones
externas favorables sera acreditado mediante resolucion del Consejo Directivo de cada Facultad & la que

pertenezca’.

Que cuenta con dos (2) evaluaciones extemas satisfactorias, de acuerdo con lo previsto en la
Resolucion N° 100/99 de! Consejo Superior de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que las evaluaciones fueron realizadas por el Dr. Claudio BARBEITO (UBA} y el Dr. Humberto
CISALE {UBA).
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_ Que en Sesion Ordinaria del Consejo Directivo del dia 15 de Marzo de 2018, puesto el Proyecto de
Investigacion a consideracion de los Sres. Consejeros, es aprobado por unanimidad.

POR ELLO:
EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

RESUELVE:

ARTICULO 1 Acreditar como Proyecto de Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa, el proyecto denominado: ‘Efecto de /a Proteina Anticongelante
Antifreeze Protein Tipo lll sobre fa calidad def semen porcino criopreservado” dirigido por la Dra. Ménica
BOERIS y co-dirigido por la Dra. Lic. Maria Guillermina BILBAO (Investigadora CONICET y adscripta
Catedra Fca. Bioldgica) contando con fa participacion, en caracter de Investigadores, de la M.V. Maria
{orena MARENGO, la M.V. Luisina CHAPERO, la Lic. Marta ANCONETANI, el M.V. César SCHWINDT, &l
M.V. Migue! BARBARA, la MSc. Claudia TORTONE, la MSc. Liliana ROSSETTO, la Ing. Sandra CURA, la
M.V. Maria Florencia FARCEY, el M.V. Luis ZAPATA, el M.V. Sebastian RAMOS, ia Dra. Maria Inés
MOLEJON (INCITAP-CONICET) y la Lic. Gisela WEIZ (INCITAP-CONICET); en caracter de Asistentes de
Investigacion los estudiantes de la carrera Medicina Veterinaria Ivo AIMAR CHIESA y Felipe FERNANDEZ
y en caracter de Asesores el Dr. Julian BARTOLOME y ef Dr. Javier BRECCIA (INCITAP-CONICET), el

.

cual tiene doce (12) folios y que se adjunta como Anexo | de la presente Resolucion.

ARTICULO 2% E! Proyecto de Investigacion tendra una duracién de treinta y seis (36) meses a partir del 01
de Enero de 2018 hasta 31 de Diciembre de 2020.

ARTICULO 3% Justificar los gastos que se produzcan de pasajes, vidticos, combustibles,
material de laboratorio, etc., del citado proyecio. y
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ARTICULO 4% Reglstrese, comuniquese, tomen conocimiento 08 Entere%ag‘!os, Secrefarfa dé Ciencia,

Técnica, Investigacion y Posgrado. Cumplido, archivese.
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TITULO: EFECTO DE LA PROTEINA ANTICONGELANTE
ANTI-FREEZE PROTEIN TIPO Il SOBRE LA CALIDAD DEL
SEMEN PORCINO CRIOPRESERVADO.
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Niimero de Proyector ....veveee
ABO! ciiririerrriieriorrarmiasiine.

{No llenar)

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PAMPA

Facultad de Ciencias Veterinarias

1. IDENTIFICACION del PROYECTO

1.1.TITULO del PROYECTO: EFECTO DE LA PROTEINA ANTICONGELANTE ANTI-
FREEZE PROTEIN TIPO III SOBRE LA CALIDAD DEL SEMEN PORCING
CRIOPRESERVADO.~....cccenerenns veveressasas ceesresesion crerresrnanes tevsossssssencnraroncaresosran

1.2. TIPO de INVESTIGACION: Aplicada

BASICA: Consiste en trabajos cxperimentales o tedricos que se emprenden principalmente para obfener nuevos conocimicntos acerca
de tos fundamentos de fenémenos y hechos abservables, sin prever en darles ninguna aplicacién o uiilizacién determinada o especifica,

APLICADA: Consiste también en trabajos origineles realizados para adquirir nuevos conotimientos, pero fundamentalnmente
dirigidos hacia un objetivo préctico especffico.

DESARROLLO EXPERIMENTAL: Consiste en trabajos sistemdticos basados en fos conocimientos existentes, derivados de la
investigacién y/o la experiencia pricticn, dirigidos 2 la produccién de nuevos materiales, productos y dispositivos; al establecimiento de
nueves proceses, sistemas y servicios, oala mejora substancial de tos ya existentes, es decir, producir una tecnologia.

1.3. CAMPO de APLICACION PRINCIPAL: (Ver Cédigos en Planilla Adjunta)........c......

1.4. CAMPOS de APLICACION POSIBLES: (Ver Cédigos en Planiila AQJUELE)ererenrisoocoron

2. INSTITUCIONES y PERSONAL gque INTERVIENEN en el PROYECTO

2.1. AREAS, DEPARTAMENTOS y/o INSTITUTOS: Catedra de Fisica Bioldgica, Cétedra
de Reproduccién Animal, Cétedra de Patologia, Centro de Investigacién y Desarrolle de

- Farmacos (CIDEF) y Centro de Reproduccién La Pampa (CERELAP), de la FCV-
UNLPam.-....cvonveee

2.2. OTRAS INSTITUCIONES: Instituto de Ciencias de la Tierra y Ambientales de la Pampa
(INCITAP), CONICET-UNLPam...cocorenoccssonnnmeanaonnes sassemsrersanvasas ceversassrersnsnasesressrsere

2.3. EQUIPO de TRABAJO: (En el caso de tratarse de un Plan de Tesis Doctoral o Tesis de
Maestria, complete solamente el cuadro 2.3.5.)

2.3.1 . INTEGRANTES

Titule | Categ. | Respon- Catedra Cargo Tiempo

“ Apellido y Nombre Académico | Ipvest, sabilidad 0 y dedicac,

Institucién Dedicacidn Hs./Sem
Boeris, Monica . {Dra. 3 b Fisica bioldgica Asociada E 10 h
Bilbao, Maria Guillermina | Dra. 4 CD | CONICET/Fca. Biol. |Inv. Asist. E Wh
Marenge, Lorena M.V. 5 I Tisica biologica JIP SE 5h
Chapero, Luisina MV. - 1 Patologia gral Ay1°*S 10h
.| Anconetani, Marta Lic. I Fisica bioldgica JYP SE 2h
Schwindt, César ML.V. 1 Fisica biologica Ay1°S 2h
Barbar4, Miguel M.V. | Fisica biologica Ay 1° SE 2h
Tortone, Claudia Lic. I Fisica biologica Ay 1'SE Zh
Rossetto, Liliana M.Se. - 1 Reproduccién Ay 1°SE 2h
Cura, Sandra Ing, Qea. 1 Fisica Bioldgica Adj. SE 5h
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Farcey, Maria Florencia | M.V. - ¥ Reproduccion Adscripta 5h
o| Zapata, Luis Oscar M.V. 5 ¥ Reproduccion Ay1°S 2h
Bartolomé, Julidn Alberto |Dr. p A Reproduccion Titular E Jh
Ramos, Sebastidin M.V, - 1 CERELAP Ay I’S 5h
Aimar Chiesa, Ive Est. - Al Fisiologia Animal Ay ¥ 5h
Fernandez, Felipe Est. - Al Fisica Biologica Adscripto 5h
‘Molején, Maria Inés Dra. - | INCITAP Invest, AstE 3h
Weiz, Gisela Lic. - | { INCITAP Becaria K ih
Breccia, Javier Dr. 3 A INCITAP Invest, Ind, E 3h

(1} D: Director, CD: Co-Director, A: Asesor, I: Investigador, AL Asistente de Investigacidn,

2.3.1. BECARIOS:

4 . Tiempo de
Apellido y Nombre Organismo que Tipo de Beca Direcior Dedicac.
Financia Hs./Sem.
2.3.2. TESISTAS:
. Titule Titulo Proyecto Tiempo
Apellido y Nombre | Académico de Organismo Director de
al que Tesis Dedieac.
Aspira Hs./Sem.
2.3.3. PERSONAL de APOYO:
) Tiempo de
Apeliido y Nombre Categoria (Adm., Lab., Campo, eic.} Dedicac,
Hs./Sem.
2.3.4. INVESTIGADORES en PLAN de TESIS:
] Tiempo de
Apellide y Nombre Funeién * Titulo Proyecto de Tesis Bedicac.
Hs./Sem.
—— Director
Co-Director
Tesista

3. DURACION ESTIMADA del PROYECTO: (de 1 a 5 afios con una sola prorroga)

3.1. FECHA de INICIO: 01/01/2018 FINALIZACION: 31 /12/2020

4. RESUMEN del PROYECTO: (Maximo 200 palabras)

Dado que la criopreservacién del semen porcino es un cuello de botella para el alcance del mérito genético a
zonas remotas, y que los beneficios de suplementar el medio de congelacién con la proteina anticongelante
AFP III no han sido testeados en esta especie, nos proponemos trabajar en este aspecto bajo la hipdtesis de
que la presencia de AFP III en el medio de criopreservacion reduce el dafio por estrés oxidativo en las
membranas de los espermatozoides y disminuye la injuria producida por las bajas temperaturas durante el
proceso de congelado-descongelado, lo que se traduce en una disminucion de la pérdida de calidad seminal
posdescongelado. Para ello, se evaluard el efecto de diferentes concentraciones de AFP III (0, 0,1 pg/ml, 1
ug/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml) sobre la calidad del semen posdescongelado, en términos de concentracion,
motilidad, % de espermatozoides vivos, morfologia normal, integridad del acrosoma y de la membrana
plasmatica flagelar, actividades antioxidantes ( SOD, GSH-Px y Cat) y niveles de peroxidacién lipidica. Una
vez hallada 1a concentracion de AFP IIf més efectiva en mejorar la calidad del semen criopreservado, se
evaluarén variaciones en las curvas de congelado y descongelado.
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4.1 Palabras claves: (de 4 a 6)

Semen porcino / AFP III / Criopreservacién / Calidad seminal posdescongelado/ Actividad
antioxidante / Peroxidacién lipidica / HOS Test

4.2 Abstract en Inglés: (Méximo 200 palabras) Res.N° 097-CS-12.

Since boar semen cryopreservation is a bottleneck for delivering genetic merit into remote areas, and that the
benefits of supplementing the freezing medium with the antifreeze protein (AFP) III remains unevaluated,
we hiphotesize that AFP 1II in the cryopreservation medium reduces oxidative damage on boar spermatozoa
membranes and reduces injuries produced by low temperatures during the freezing-thawing process, which
translates in a decrease in post-frozen semen quality, For this purpose, the effect of different concentrations
of AFP III (0, 0.1 pg / ml, 1 pg/ ml, 10 pug / mi, 100 pg/ ml) on post-thaw boar spermatozoa quality, in
terms of concentration, motility,% live sperm, normal morphology, integrity of the acrosome and flagellar
plasma membrane, antioxidant activities (SOD, GSH-Px and Cat) and levels of lipid peroxidation will be
evaluated. Once the concentration of AFP III is found to be most effective on improving cryopreserved
semen quality, variations in freezing and thawing rates will be evaluated.

4.3, Key words: (de 4 a 6)

{ Boar semen / AFP III / criopreservation /post-thaw semen quality / antioxidant activities / HOS TestJ

5. INTRODUCCION v ANTECEDENTES

5.1, INTRODUCCION, MANEJO DE FUENTES BIBLIOGRAFICAS y DESCRIPCION de
1a STTUACION ACTUAL del PROBLEMA

La produccién porcina en la Argentina se encuentra en un constante crecimiento, lo cual queda en
evidencia al observar el incremento en el nimero de cabezas registrado por SENASA en 2009 y en 2014
(3.047.554 cabezas contra 4.745.47, respectivamente). Seglin este mismo informe (2014), la Provincia de La
Pampa califica en el segundo grupo de productoras, al integrar junto a Salta, Chaco, Entre Rios, Formosa,
Santiago del Estero y San Luis, el conjunto de provincias que albergan el 23 % de las existencias de porcinos
(1.086.436 de cabezas). Por tal motivo, ¢l Ministerio Provincial de la Produccién impulsa el crecimiento del
mencionado sector a través del “Plan Provincial de Activacién Porcina”, que propone, entre sus objetivos,
incrementar la produccién de carne de dlta calidad a través de la transferencia de herramienias que
permiten wna mejor utilizacion de los reproductores con mayor mérito genético. En ese aspecto, las
herramientas tecnolégicas aplicadas a la reproduccion son de fundamental importancia practica, siendo la
inseminacin artificial (IA) una de las que se ha incrementado notablemente en las {iltimas décadas ya que, al
compararla con el servicio natural, reporta un gran beneficio econémico (1). Mds del 99 % de las IA se
realizan con semen refrigerado (15 - 20 °C) por 0 a 5 dias, ya que las tasas de concepcidn alcanzadas con
semen congelado son muy bajas debido a la injuria a nivel celular que produce el proceso de congelado-
descongelado (2). El semen congelado tiene una durabilidad mucho mayor que el semen refrigerado, al
tiempo que es mas facil su traslado, favoreciendo la mejora genética en regiones remotas. Sin embargo, la
criopreservacién aiin es costosa, no ostenta la practicidad de la refrigeracion y exhibe menor fertilidad v
prolificidad (1)(2).

De acuerdo a los conceptos revisados por Yeste en 2016, el principal inconveniente del proceso de
congelado y descongelado es el dafio causado por el cambio de estado del agua presente en el medio intra y
extracelular. Si bien, una alta velocidad de congelacion puede favorecer la formacioén de cristales
intracelulares indeseables, una velocidad de congelacién lenta permite que el agua escape de Ia céluia,
aumentando la concentracidn relativa de solutos y la concomitante desnaturalizacién de proteinas y
macromoléculas (3)(4). A su vez, la criopreservacion puede ser fuente de generacién de especies reactivas
del oxigeno (ERO), capaces de causar injuria celular por estrés oxidativo cuando las defensas antioxidantes
son superadas (5)(6). El conocimiento de los aspectos fisicos vy biologicos que gobiernan el proceso de
congelado-descongelado permite disefiar estrategias para sobrellevarlo con el menor impacto sobre la
fertilidad. Hasta el momento, se han comparado diversos diluyentes (7)(8), con el agregado de agentes
anticongelantes que atraviesan la membrana plasmética como glicerol(9), dimetilsulfoxido, etilenglicol,

metanol, propilenglicol, y dimetilacetamida (10} o combinaciones de glicerol v dimetilacetamida (11); con
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agentes anticongelantes que no atraviesan la membrana plasmética, como 4cido hialurénico (12),
polivinilpirrolidona, polietilenglicol y dextrano, solos o en combinacién con los anteriores (10); con
antioxidantes, como alginato (13), a-tocoferol (14) o su anilogo hidrosoluble Trolox (15), glutatién (16),
hidroxitolueno butitado (BHT), catalasa, superdxido dismutasa (SOD) (6) y combinaciones de ambas (15), o
4cido a-lipoico (17); o cambios en las curvas de descongelado (7)(18). Incluso, se han testeado polisaciridos
extraidos de plantas utilizadas en la medicina tradicional china con la premisa de encontrar crioprotectores
y/o antioxidantes efectivos (19)(20)(12). En general, los resultados alcanzados con estos agentes dan cuenta
de Ia modificacién de pocos parametros estudiados mientras que otros se mantienen invariables respecto del
efecto del agente adicionado al diluyente.

Dado que la criopreservacion es una técnica que se aplica a varios tipos celulares, son muchos los trabajos
que estudian la suplementacién del medio con diversos agentes, como proteinas anticongelantes o péptidos,
que han reportado beneficios frente a las injurias por bajas temperaturas. Por ejemplo, el compuesto
polimérico poli L-lisina carboxilada empleado en la criopreservacién de células somaticas bovinas, ha
demostrado ser superior al dimetilsulfoxido (DMSO), con la ventaja adicional de que no es necesario
removerlo del medio al cultivar las células (21). La glicoproteina 8 anticongelante (AGFP8) suplementada
durante la vitrificacion de oocitos bovinos (22), o la adicion de proteina anticongelante anti-freeze protein
(AFP) 111 al medio en el proceso de vitrificacién de oocitos murinos, han exhibido efectos protectores frente
al estrés oxidativo v la apoptosis (23)(24)(25). Los efectos de AFP 111 frente a la congelacion de embriones
de conejos, en la concentracién adecuada, favoreci6 el desarrollo embrionario (26).

En materia de criopreservacién de semen de diversas especies, la incorporacién de proteinas con
funciones anticongelantes y/o antioxidantes ha resultado beneficiosa. Por nombrar algunos gjemplos, la
regulacina, una proteina de unidn al calcio, fue evaluada como agente crioprotector en semen de bufalo con
un diluyente a base de Tris, 4cido citrico, fructosa, yema de huevo vy glicerol, resultando efectiva en
favorecer la motilidad progresiva de los espermatozoides, la integridad del acrosoma, y la capacidad
fecundante respecto de los controles (27). La AFP III adicionada al diluyente en semen de esa misma
especié, aument6 la motilidad progresiva y la integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides
congelados y descongelados (28). Utilizada para criopreservar semen de congjo, esta proteina incrementd la
cantidad de espermatozoides méviles después del proceso de congelado-descongelado (26).

5.2. RESULTADOS ALCANZADOS POR el (los) INTEGRANTE(S) del PROYECTO
DENTRO del AREA de CONOCIMIENTO del MISMO: (Publicades, enviados o
aceptados para publicar, o inéditos)

5.3. TRABAJOS de INVESTIGACION de los INTEGRANTES del EQUIPO, EN ESTA U
OTRA INSTITUCION, RELACIONADOS al PROYECTO:

6. DESCRIPCION del PROYECTO

6.1. PROBLEMA CIENTIFICO, OBJETIVOS, HIPOTESIS y RESULTADOS
ESPERADOS del PROYECTO

Dado que la criopreservacion de semen de cerdo es un cuello de botella para el alcance del mérito
genético a zonas remotas, y que los beneficios de suplementar el medio de congelacién con AFP III no
han sido testeados en esta especie, nos proponemos frabajar en este aspecto bajo la hipétesis de que /o
presencia de proteina omticongelante AFP Il agregada ol diluyente convencional para la
criopreservacion del semen porcino reduce el dafio por estrés oxidativo en los membranas de los
espermatozoides y disminuye la injuria producida por las bajas temperaturas durante el proceso de
congelado-descongelado, lo que se traduce en una disminucion de la pérdida de calidad seminal
posdescongelado

Nuestro objetivo_general es investigar el efecto de AFP III sobre la calidad del semen porcino
posdescongelado.

Los ghjetivos especificos de este trabajo son:
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1. Determinar la concentracién a la cual AFP III resulta mas efectiva en mejorar la calidad del semen
porcino criopreservado, en términos de motilidad espermatica, % espermatozoides vivos, %
espermatozoides con morfologia normal e integridad de la membrana espermatica flagelar.

2. Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de AFP I sobre las actividades antioxidantes y la
peroxidacién lipidica de las membranas plasmdticas, en semen porcino criopreservado.

3. Hallar una combinacién de curvas de temperatura en el proceso de congelado-descongelado que, al
combinarlo con la suplementacién de AFP HI, permita obtener los mejores resultados respecto de la
calidad del semen porcino criopreservado.

Con este proyecto se espera hallar una estrategia alternativa a las existentes que permita almacenar el
semen porcino por un tiempo mayor a los 5 dias que se mantiene en condiciones refrigeradas sin que la
disminucién en la calidad seminal comprometa significativamente su potencial fertilizante.

6.2. METODOLOGIA, MODELOS y TECNICAS.

Disefio experimental
Se evaluar el efecto de diferentes concentraciones de AFP 111 (0, 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/mi, 100 pg/ml)
en el diluyente comimmente utilizado para la congelacion de semen porcino, manteniendo las demas

| variables de trabajo constantes (diluyente estindar, curvas de congelado y de descongelado).

Una vez hallada la concentracién de AFP 1II més efectiva en mejorar la calidad del semen criopreservado, se
evaluaran variaciones en las curvas de congelado y descongelado. Se modificard un parametro en la curva de
congelado y se ensayardn dos estrategias de descongelado.

Se utilizardn 10 eyaculados por verraco. Los eyaculados a utilizar deberan cumplir con lo estipulado en
criterios de exclusion.

1) Reactivos y medios .

Se utilizard como diluyente bésico la solucién de Beltsville (Beltsville Thawing Solution), compuesta por
Glucosa 205 mM, NaCl 20,39 mM, KCI 5,4 mM, NaHCO; 15,01 mM, y EDTA 3,35 mM (29) a 1a cual se le
agregara sulfato de kanamicina (50 mg/mL) (30)(18).

Para la refrigeracion, se preparard una solucitn a base de lactosa y yema de huevo, comiinmente denominado
diluyente LEY, por las siglas en inglés lacfose egg yolk, conteniendo B-lactosa 310 mM, 80% (v/v), yema de
huevo 20 % (v/v) sulfato de kanamicina 100 pg/mL, a pH = 6,2 y 330 + 5 mOsm/ke, de acuerdo a lo
descripto por Tomés y col. (2014). Como diluyente para la criopreservacion, se adicionaré glicerol y Orvus
Es Paste al diluyente LEY, (LEYGO) en las siguientes concentraciones: LEY 92,5 %, Equex STM 1,5 %,
glicerol 6 % (v/v), a pH = 6,2 y 1650 £ 15 mOsm/kg (30)(18). Las distintas soluciones de AFP III a ser
evaluadas como refrigerantes se prepararan adicionando AFP III al diluyente LEYGO para lograr
concentraciones finales de 0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL y 100 pg/ml. (19).

2) Recoleccién de semen

Todos los procedimientos experimentales se realizaran conforme a las normas establecidas por la Resolucion
247/11 del Comité de Etica en Investigacién en Ciencias Biologicas de la Facultad de Ciencias Veterinarias
(FCV) de la Universidad Nacional de La Pampa (UNLPam) y de acuerdo a “Guide for the Care and Use of
Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching” (31). Los verracos (n = 4), de 2 y 6 aiios,
sexualmente maduros, se alojaran en corrales contiguos (2 x 2,5 m} con piso slat, en iguales condiciones de
manejo. Serén alimentados Gnicamente por la maflana con una racion de 2-3 kg/dia de alimento balanceado
con 19 % de proteina y tendrén libre acceso a fuentes-de agua. La recoleccion de semen se realizard una vez
a la semana, mediante la técnica de la mano enguantada (32) en un recipiente de 500 ml., previamente
atemperado, y protegido en su boca por cuatro capas de gaza de algodon esterilizada que actiia como filtro
para remover las particulas de gel, v luego se transferird a un recipiente estéril. Se identificarén tres
fracciones durante cada eyaculado: i) fraccién prespermatica; ii) fraccién rica en espermatozoides, y iii)
fraccion posespermética. Se descartardn las fracciones 1 iti, utilizando solo la fraccidén rica en
espermatozoides de cada eyaculado para realizar las evaluaciones ulteriores.

Luego de la recoleccién det semen, la fraccion rica en espermatozoides de cada eyaculado se dividira al azar
en al menos § tubos de 15 mL y se diluird con solucion de Beltsville (BTS) a 15 °C en relacion de volumen
1:1.

3) Evaluacién macroscopica del semen

En la fraccién rica en espermatozoides de cada eyaculado, se registrara: a) temperatura; b) volumen; ¢) color;
d) densidad; e) pH; f) conductancia.

4) Evaluacién microscépica del semen
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Las muestras de semen se colocardn en un portaobjetos con un cubreobjetos y se registrara la concentracion
espermética (33)(34), el porcentaje (%) de espermatozoides con motilidad progresiva en microscopio de
contraste de fases (400 x) equipado con platina térmica a 37 °C; el % de espermatozoides vivos por el
método de eosina-nigrosina, en microscopio de contraste de fase (1000 x) con platina térmica. La presencia
de anomalias se confirmaré por el método de tincién hiimeda en buffer salino formolado (BSF) utilizando un
microscopio con contraste de fases DIC - Nomarski a 1000 x. Para evaluar la integridad del acrosoma se
fijard una gota de semen en 1 mL de glutaraldehido al 2,5 % (v/v). Un total de 200 espermatozoides
observardn en microscopio de contraste de fases (33). Como parte de la evaluacién microscopica, se
registrard la concentracion de leucocitos seminales por Tincidn 15 (34).

5) Criterios de exclusion

Serdn excluidos de este ensayo verracos que presenten sintomatologia que comprometa su salud.

Los eyaculados a utilizar deberdn satisfacer los estindares de calidad para la preparacion de dosis
inseminantes; de 200 x 10° espermatozoides/mL, mas de 75% de espermatozoides méviles y més de 85%
células morfoldgicamente normales (18).

6) Criopreservacién y descongelado del semen:

Para la criopreservacién se seguirdn pasos previamente publicados (35)(36)(18). Una vez diluida la fraccion
rica en espermatozoides en relacién de volumen 1:1 en solucién de Belisville (BTS), se incubaran a 15 °C
por 1 h, se centrifuga a 2400 x g por 3 min a 15 °C (30) y se descarta el sobrenadante, El pellet proveniente
de cada fraccién se resuspenderd en diluyente LEY a 15 °C hasta una concentracién de 1,5 x10°
espermatozoides/mL, y se enfriard lentamente hasta alcanzar los 5 °C por 2 h. Luego se llevara a una
concentracién final de 1 x10° espermatozoides/mL con diluyente LEYGO con las diferentes concentraciones
de AFP I a testear (0 y 0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL y 100 pg/mL, respectivamente). Las muestras se
aspirarin en pajuelas de PVC de 0,25 mL empleando una envasadora y selladora automética. Para la
criopreservacién, se utilizard una congeladora programable, con la siguiente curva: 1) De 5 °C a -5 °C, a una
tasa de 6 °C/min; 2) De -5 °C a -80 °C, a una tasa de 40 °C/min; 3) Incubaci6n a -80 °C por 30 s; 4) De -80
°C a -150 °C, a una tasa de 70 °C/min, y se sumergirn en N, para su almacenamiento por al menos 2
semanas. El proceso de descongelado se realizard a 37 °C por 45 s en bafio y el semen se diluird lentamente a
T ambiente con 4,75 mL de BTS para uiteriores determinaciones (19).

7) Evaluacién microscopica del semen posdecongelado

De acuerdo a trabajos previos (19), para evaluar el efecto de AFP Il o cambios en la curva de congelado y
descongelado, se realizarin las siguientes evaluaciones:

a) Concentracién espermética, % de espermatozoides con motilidad progresiva; % de espermatozoides
vivos; presencia de anomalias e integridad del acrosoma ( ib idem).

b) Determinacién de la integridad de Ia membrana plasmética flagelar: La respuesta de la membrana al
medio hipoosmético se evaluard a partir de la incubacién de 50 pl de semen con 1 mL de solucién
hipoosmética (7, 35 g Citrato de sodio, 13,51 g fructosa en 1 L de agua destilada) a 37 °C por 30 min. Luego
de la incubacién, 15 uL de Ia muestra se evaluard a 400 x microscopio con platina térmica a 37 <C. Los
espermatozoides con membrana intacta tendrédn una cola enrollada (3 TH38)(20).

¢) Pardmetros enzimaticos:

Como se describié previamente (19), una alicuota de semen (120 pL) sin diluir en BTS se centrifugara a
1600 % g a 25 °C por 5 min. El precipitado se extraetd en Tritén X-100 (1%; 360 pL) por 20 min y se
centrifugard a 4000 x g a 25 °C por 30 min. El sobrenadante se usard como extracto crudo para las
determinaciones de enzimas presentes en ¢l semen:

i) Actividad de Superéxido dismutasa (SOD): Se realizard una dilucion 1.5 del extracto crudo con PBS (30
mM, pH = 7) y se mezclard con la solucién de ensayo que contiene 0,1 mM xantina, 0,025 mM nitrobine
tetrazoliom, 0,1 mM EDTA y xaniina oxidasa en buffer carbonato de sodio (50 mM, pH = 10). La actividad
SOD se medirs a 560 nm en espectrofotémetro. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima
necesaria para inhibir al nitroblue tetrazolium y se expresard como nmol/mL (39).

ii) Actividad de Glutation peroxidasa (GSH-Px): La actividad GSH-Px se determinara segin el método
descripto por Lawrence and Burk (2012) (39). La mezcla de reaccién consiste en 1 mM EDTA, 1 mM
sodium azide, 0,2 mM NADPH, 1 EU/mL Glutation reductasa oxidada, | mM GSH y 0,25 mM perdxido de
hidrégeno en buffer fosfato salino (PBS) 50 mM (pH = 7). La fuente de la enzima (0,1 mL) se agrega a 0,8
mL de la mencionada mezcla de reaccion, se incuba a 25 °C por 5 min y se leera la absrobancia a 412 nm
cada 1 min durante 5 min. La pendiente de la curva de oxidacién de NADPH por minutos corresponde a fa
actividad de GSH-Px expresada en nmol/L.
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iii} Actividad de Catalasa (CAT): Se determinard agregando 0,3 mL de semen a 1.7 mL de sustrato (65 uM
de H,0, en PBS 50 mM a pH 7.0) e incubando a 37,5 C por 60 s. La reaccién enzimatica se frenard por el
agregado de 1 ml de molibdato de amonio 32,4 mM. La concentracién de HyO, se determinard
espectrofotométricamente a 405 nm contra el blanco de reaccién contendiendo el sustrato excepto la enzima.
La actividad de CAT se expresa en nmol/mL(19).

d) Cuantificacién de la peroxidacién lipidica: Los niveles de MDA, como indicador de peroxidacion lipidica
en la membrana plasmética, se determinaran de acuerdo al método de las especies reactivas del acido
tiobarbitirico (TBA). Para ello, una alicuota de semen diluido en BTS (3 x 10°; 1 mL) se mezcelard con 1 mL
de 4cido tricloroacético frio (20 %, v/v). La mezcla se centrifugard a 1600 x g por 10 min, El sobrenadante se
mezelard con 1 mL de TBA (0,67 %, v/v), se incubard at 100 °C por 10 min y se colocard en hielo para
frenar la reaccién. Se determinara la absorbancia a 534 nm en espectrofotémetro para determinar los niveles
de MDA (19)(12).

8) Anélisis estadistico

Se analizardn un total de 40 eyaculados, 10 por cada verraco. Las variables independientes seran fa
concentracién de AFP III en el diluyente convencional (0, 0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL y 100 ug/mL) y
las variaciones de T en la curva de congelado y descongelado. Las variables respuesta seran: i) concentracion
espermética; i) % de espermatozoides con motilidad progresiva; iil} % de espermatozoides vivos; 1v)
espermatozoides con morfologia normal; v) integridad del acrosoma; vi) integridad de la membrana
plasmética flagelar; vii) actividad de SOD; viii) actividad de GSH-Px; ix) actividad de Cat; x) niveles de
peroxidacion lipidica.

Los datos se presentarin como media = error estdndar (SEM). Si se cumplen los supuestos de una
distribucién normal, los datos se analizarén mediante la prueba paramétrica de ANOVA de un factor,
seguido por el postest de Duncan. Si los mencionados supuestos no se cumplen incluso luego de una
transformacion normal, se recurrira a la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Se consideraran diferencias
significativas cuando P < 0,05,

63. CONTRIBUCION al CONOCIMIENTO CIENTIFICO y/o TECNOLOGICO y a la
RESOLUCION de los PROBLEMAS

Dado que hasta el momento no se han hallado estrategias eficientes en la criopreservacion de semen porcino,
y que pese a que se han testeado una gran variedad de agentes crioprotectores, no se han evaluado proteinas
anticongelantes de la familia AFP, por lo que el presente proyecto tiene como objetivo general investigar el
efecto de AFP 11T sobre la calidad del semen porcino posdescongelado. Para ello, se intentard determinar la
concentracion a la cual AFP TII resulta mas efectiva en aumentar la motilidad espermatica, %
espermatozoides vivos, % espermatozoides con morfologia normal, integridad del acrosoma y de la
membrana espermética flagelar; aumentar la actividades enzimdticas antioxidantes y disminuir la
peroxidacién lipidica de las membranas plasmaticas, en semen porcino criopreservado. A su vez, se pretende
hallar una combinacién de curvas de temperatura en el proceso de congelado-descongelado que, al
combinarlo con Ia suplementacién de AFP III, permita obtener los mejores resultados respecto de la calidad
del semen porcino criopreservado

6.4. CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES

Afio 1 / Meses 12|34 |5:6[7|8|910]|11]12
Actividades

Extraccién de semen XX X X X1 X
Evaluacién macroscopica XX X1 X X X
Evaluacién microscopica XX XiX X | X
Criopreservacion y descongelado XX XX X1 X
Fvaluaci6n microscdpica del semen XX X1X X|X
posdescongelado.

Andlisis de resultados X X X
Comunicacion parcial de resultados X
Revisién bibliografica ¥IXIX|(X|IX|X|XIX[Xi1X XX
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Afio 2/ Meses 1 i1
Actividades 2
Extraccién de semen

Evaluacion macroscépica

Evaluacion microscépica

Criopreservacidn y descongelado

BEvaluacion microscépica del semen
posdescongelado.

Evaluacion del semen posdescongelado:
actividades enzimaticas y peroxidacion lpidica.
Anélisis de resultados X X
Comunicacion parcial de resultados
Revisién bibliogréfica ¥iXIXIX X|X 1 X[XIX XX
Afio 3 / Meses 1 11| 12
Actividades
Exiraccion de semen
Evalnacion macroscopica

Evaluacidén microscépica

Variaciones en la curva de criopreservacion y
descongelado

Evaluacién microscépica del semen
posdescongelado.
Evaluacién del semen posdescongelado:
actividades enzimaéticas y peroxidacion
lipidica,
Andglisis de resultados X
Revision bibliogréfica X I XIX | X: X XX
Publicacion de resultados ,
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7. INFRAESTRUCTURA v PRESUPUESTO
7.1. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTQ, SERVICIOS y OTROS BIENES

REQUERIDOS por ¢l PROYECTO YA EXISTENTES en esta INSTITUCION:

§ La extraccion de semen se realizari en el CERELAP. Para el andlisis de semen se requerird de
equipamiento perteneciente a la Cétedra de Fisica Biolégica, Cétedra de Reproduccion y CIDEF. Para
el llenado de pajuelas v la criopreservacion y almacenamiento de semen se utilizard equipamiento del

CERELAP .-
7.2. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES
NECESARIOS para el PROYECTO y NO DISPONIBLES en esta FACULTAD

Para la criopreservacién de semen, se debe realizar una centrifugacion previa a 15 °C  (18)(30)
(36)(40), para lo que es necesario disponer de una centrifuga refrigerada para tubos de 15 mL o més.-

73. JUSTIFICACION de la ADQUISICION o FACTIBILIDAD de ACCESO en
CONDICIONES de PRESTAMO o USO de los BIENES NO EXISTENTES en esta

INSTITUCION

7.4. ESPECIFICAR otras FUENTES de FINANCIACION:

Por el momento, no se disponen de otras fuentes de financiacion.
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7.5. PRESUPUESTO ESTIMADO para ¢l PROYECTO PRESENTADO (Total y Anual)

Afio 13

Equipamiento e INragstructira «......ooieviirniiiii s $o

Bienes (€ CONSIITIO «ovvrtnirtrereereaeaeraertaeeraaesteitetsrarasanssareianssssorsasnsins $ 15000.-
Descartables (Bolsas de recolecci6n, gaza de algodén esterilizada, portaobjetos, cubreobjetos, tips blancos,
amarillos y azules, tubos de 15 mL, tubos tipo Eppendorf 1,5 mL, pajuelas de PVC de 0,25 mL), reactivos
(Glucosa, NaCl, KCl, NaHCO,, EDTA, sulfato de kanamicina, B-lactosa, yema de huevo, Equex STM,
Glicerol, AFP M, formaldehido, glutaraldehido, Citrato de sodio, fructosa, agua destilada) y tinciones
(eosina-nigrosina, tincién 15).

BIbBHOBIATIA +.vveveennernere ittt e $ s

[ T T PO U U U I R $ s

Personal e APOYO ..c.uveririiiiiiin i rrrer it e o

O1ros (ESPECITIGUEY ... evrrrrereririian e et e o

Total ARG Lteiviiiiiiniiiinninnees Crerreressersiensrans aersrens Crerrsensasarissrstsiressbarees $ 15000.-

Afio 2:

| Equipamiento & INfraestriCTura ......ocvenernin vt $ 7000.-

Cubetas y microcubetas de cuarzo.

Bienes e COMEUITIO 1 vvrrertsreesnsrsveaseasennsanrnssntnsiassassssnnsnasessrstonioassarinns $§ 10000.-

Material de vidrio (tubos de vidrio resistentes a altas temperaturas) (Triton X-100, PBS, Xantina, nitroblue
tetrazolium, xantina oxidasa, sodium azide, NADPH, Glutation reductasa, GSH, H,0,, molibdato de
amenio, malén dialdehido, acido tiobarbitirico, acido tricloroacético}

BABHOZIATIA 1.0 eeveteevieeeni et e e e s b I

A2 1 T O T TICRIIRPPPRITLE $ o

Personal de APOYO ...ovivvvriiiiiii i o

Otros (SpecifigUe) .....cvvviviiiiriiee e $ o

FOEAY AT 25uueereronrsarasecaneussssurensasonnsniotissasssssssnsansrasassessasnanssrsstsnsssssae % 17060.-

Afio 3:

Equipamiento € INfraestriChIra c.u..iieanniineen et o,
Bienes de CONSUMO 1.vivuireratrerirrerarsrrseentesstiasatrararaaaesrsiiss ittt $ o
BIDHOZIATIA «.vvovvirinrereeit et et r s r e i
B T O E O PP P T IETTTTE $ 4000.-
Presentacién de resultados en congresos especializados.

|| Personal de APOYO ...oeoiiiiiiiriiniieie i ie e e $ o
Otros (eSPECifiqUE) «....evvviiiiiieiiii e $ o
TOtAL ATIO 32e0vnresieiersensonsosassssnansssssssesssnsnornsnassrsarersonsansnsonsaarsssssassnasss $ 4000.-

«
Tﬂtai nnnnnn aosossNDovsannS sresrsasen ssG0EDUOIBRIRDERIRORE oo RrINS LT Y X Y] savvcerrrse EXETTNY] $ 36000-"

* Kl Consejo Directive adjudicard presupuesio a cadn Proyecto de acuerdo a su Presupnesto de Ciencia y Técnica anual,
tomando en cuenta normas y criterios que el mismo determine,
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