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Resumen: El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion de Dimetilformamida
en reemplazo de parte del glicerol a un diluyente Tris base sobre la supervivencia espermdtica
al descongelado en felinos. Se utilizaron 20 gatos, 16 se sometieron a orquiectomia bilateral
para realizar la recuperacién espermdtica de los epididimos, y 4 fueron utilizados para la
obtencién de semen mediante electroeyaculacion. Con los espermatozoides epididimales
recuperados y el semen obtenido se realizé criopreservacion utilizado un diluyente Tris base
con el agregado de 0.5% o 0% de dimetilformamida. El agregado de Dimetilformamida al Tris
base no ejercio efectos protectores sobre los espermatozoides congelados-descongelados
en comparacién con la células criopreservadas con el diluyente Tris base. El agregado de
un mayor porcentaje de amida podria mostrar efectos benéficos sobre los espermatozoides
felinos al descongelado.
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EFFECT OF DIMETHYLFORMAMINE ADDITION IN A
TRIS EXTENDER ON VIABILITY OF
FROZEN-THAWED CAT SPERMATOZOA

Abstract: The aim of this study was to assess the effect of dimethylformamide in replace-
ment of a glycerol part in a Tris-based extender on viability of frozen-thawed feline sperm.
Twenty male cats were included in this study. Sixteen cats were castrated and epididymides
were used for spermatozoa recovery. The remaining 4 animals were used for obtained semen
by electroejaculation. Cryopreservation with sperm obtained from epididymides and semen
were done using a Tris-based extender with 0.5% or 0% of dimethylformamide. The addition
of dimethylformamide does not improve sperm parameters compared whit sperm frozen with
Tris based extender. The addition of a higher percentage of this amide could show the protec-
tor effect on frozen thawed feline sperm.
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INTRODUCCION

La recuperacion de espermatozoides epidi-
dimales ofrece un material de gran valor a la hora
de conservar material genético de un individuo
que ha sufrido muerte subita o debe someterse
a orquiectomia. Esta técnica permite obtener
espermatozoides maduros y fértiles que podran
ser criopreservados y almacenados para su pos-
terior uso extendiendo asi la vida reproductiva
de un individuo, hecho de suma importancia
en animales en vias de extincion. Asi mismo la
criopreservacion de espermatozoides y su poste-
rior utilizacion, mediante inseminacion artificial
(IA) permite conservar la biodiversidad de las
poblaciones y evitar la extincién de algunas es-
pecies amenazadas. La IA con espermatozoides
criopreservados puede ser util cuando la hembra
y el macho se encuentran en lugares distantes
o cuando el macho ya no esta disponible para el
servicio natural. Esta biotecnologia es de gran
utilidad en felinos silvestres en via de extincion
(1, 2).

Si bien existen comunicaciones sobre la
recuperacion y criopreservaciéon de espermato-
zoides epididimales asi como de semen felino
(3, 4), son pocos los estudios de la influencia de
diferentes crioprotectores incorporados al dilu-
yente (DIL) de congelacion sobre la supervivencia
de espermatozoides felinos (EF) al descongelado.
En la ultima década, se han realizado algunos
estudios del efecto de la adicién de detergentes
al DIL Tris sobre la criopreservacion de semen
felino. El uso de Orvus, Equex STM paste y SDS
han permitido obtener buenos resultados en el
semen congelado-descongelado en esta especie
(5, 6, 7, 8).

Los crioprotectores permeables (glicerol,
propilenglicol, etilenglicol) permiten remover gran
parte del agua intracelular antes del proceso de
congelacion, evitando de esta manera la forma-
cion de cristales de hielo y previniendo de este
modo la ruptura celular asociada a este proceso.
El glicerol es el crioprotector mas cominmente
utilizado en la criopreservacion de semen de
muchas especies. Sin embargo, puede inducir
cambios en los fosfolipidos de membrana alteran-
do la estabilidad y permeabilidad de la misma,
evento que puede conducir a una disminucion
de la longevidad, aceleracién de la capacitacion
y en consecuencia disminucion la capacidad fer-
tilizante de los espermatozoides (9). Los efectos
toxicos producidos por el glicerol se relacionan
con: 1) alteracion directa de las bicapas lipidi-
cas; 2) interaccion con las proteinas integrales
de membrana y glicoproteinas, 3) induccién del
aumento de la demanda bioenergética (10,11, 12,
13, 14, 15). Asociados al aumento de la viscosidad
causado por el glicerol intracelular, puede obser-
varse al Microscopio Electronico (ME) alteracion
de los microtubulos y glicocalyx de la membrana,
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desnaturalizacion de proteinas e induccién de
zonas de membrana libres de proteinas (16). La
respuesta de la membrana plasmatica a cada tipo
de crioprotector puede determinar el grado de mo-
vimiento de agua y de iones a través de ella (17).
La estructura de la bicapa lipidica alterada por el
glicerol modificaria las tasas de permeabilidad al
agua, afectando asi la supervivencia espermatica
a los procesos de congelacién-descongelacion
(18). El glicerol, ademas de modificar la es-
tructura nativa de las proteinas de membrana,
produce aumento de la osmolalidad en el medio
extracelular con el consecuente estrés osmoético
sobre la célula espermatica y ocurrencia de reac-
ci6én acrosémica (19). Algunas especies, como los
equinos, muestran una mayor sensibilidad a los
efectos toxicos del glicerol, lo que ha impulsado
la buisqueda de nuevos crioprotectores.

Las amidas son moléculas de bajo peso mo-
lecular y de baja viscosidad por lo que penetran
rapidamente las membranas, de esta manera
podrian reducir los danos asociados al estrés
osmotico (20) generando un ambiente menos da-
fnino para el espermatozoide. Se han observado
resultados positivos con el uso de amidas, incor-
poradas a diluyentes de congelacién seminal en
conejos, equinos y aves (21, 22, 20, 23). En los
equinos, el uso de amidas provee una alternativa
para mejorar los parametros al descongelado de
aquellos animales que son definidos como “malos
congeladores” (21), sin embargo en los caninos
los resultados obtenidos sugieren que no mejora-
rian la calidad espermatica al descongelado (24,
25). Las variaciones observadas, en los estudios
realizados, pueden atribuirse a las diferencias
existentes en la composicién lipidica de las mem-
branas de las distintas especies. La cantidad y tipo
de fosfolipidos podria interferir en la estabilidad
de la membrana durante la criopreservacion (20).

Por lo anteriormente expuesto podemos
concluir que hay estudios que muestran que la
adicion al DIL de amidas en diferentes concen-
traciones, en reemplazo de parte del glicerol,
permite mejorar parametros de contrastacion
seminal in vitro. Si bien este efecto benéfico ha
sido comprobado en equinos y aves (13), no hay
estudios que demuestren su accion sobre esper-
matozoides felinos.

La incorporacion al Diluyente Tris base de
DMF en reemplazo de parte del glicerol permitiria
reducir los efecto toxicos asociados al glicerol
y obtener de esta manera un DIL en el cual se
minimicen los efectos téxicos del crioprotector
sobre los espermatozoides durante el proceso de
congelacion-descongelacion.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto de la adicion de DMF al DIL TRIS sobre
la supervivencia espermatica al descongelado en
felinos. La hipoétesis planteada fue que la incor-
poracién al DIL TRIS de DMF permitira reducir
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los efectos toxicos del glicerol sobre los esper-
matozoides epididimales y seminales durante el
proceso de congelacion-descongelacion.

MATERIALES Y METODOS
Con el fin de cumplir con el objetivo plan-
teado se disennaron dos experimentos.

Experimento I:

Se utilizaron gatos (n=16) mestizos, de en-
tre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un peso
entre 3y 5 Kgy en actividad sexual en un disefio
aleatorio (26). Los gatos utilizados fueron inclui-
dos en un plan de control urbano de la reproduc-
ci6én. Luego de la orquiectomia bilateral (27), los
testiculos y epididimos (EPI) de cada animal se
colocaron inmediatamente en solucion fisiolégica
(SF) con el agregado de 100 IU/ml de penicilina,
mantenidos a temperatura ambiente y enviados
rapidamente al laboratorio.

Los EPI fueron procesados dentro de las
4 hs posteriores a la orquiectomia, tiempo que
se tarda desde la orquiectomia hasta la llegada
de los 6rganos al laboratorio. Se separaron las
colas de los epididimos y se atemperaron en un
bano termostatizado a 37 °C por 10 minutos en
0,75 ml de Tris base (Tris 3,025 g, acido citri-
co 1,27 g, fructosa 1,25 g, agua destilada csp
100 ml). La recuperacion de los espermatozoides
epididimales (EE) se realizo por cutting de la cola
del epididimo (28).

Pruebas de contrastacion del material se-
minal in vitro:

Los EE obtenidos en Tris base fueron colo-
cados en un bano termostatizado a 37°C y some-
tidos a las siguientes pruebas de contrastacion:

Examen macroscopico: 1) Color; 2) Aspecto;
3) Volumen (ml).

Examen microscopico: 1) Concentracion
espermatica (CE; 10°%/ml), se calculé realizando el
conteo en camara de Neubauer(29); 2) Motilidad
individual (MI), una muestra de 10 ul de los EE
frescos se colocaron en un portaobjetos limpio a
37 °C, se le colocé un cubreobjetos y se observé
por microscopia a 400 X, en varios campos se
estimé el porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva (5, 29); 3) Vigor (VI, escala
1-5) 10 ul de los EE frescos se colocaron en un
portaobjetos limpio a 37 °C, se le colocé un cu-
breobjetos y se observé por microscopia a 400 X,
en varios campos se estimo el tipo de movimien-
to individual (5, 29); 4) Morfologia espermatica
(ME; % anomalias primarias y secundarias), se
observaron los espermatozoides por microscopia
a 1000 X utilizando tincién 15 Biopur (29); 5)
Acrosomas intactos (Al, % de acrosomas intac-
tos), una muestra de los EE se proceso para su
estudio por microscopia de fluorescencia con el
conjugado de Pisum sativum aglutinin-isotiocia-
nato de fluoresceina (30); 6) Integridad de mem-

brana (IM, porcentaje membranas intactas), una
muestra de los EE se proceso6 para su estudio por
microscopia de fluorescencia con el conjugado de
diacetato de carboxifluoresceina (DIC) y Yoduro
de propideo (YP) (31).

Para realizar la congelacion de los EE se
utilizaron dos diluyentes DIL (n=2) diferentes. Los
EE recuperados se mezclaron con un volumen
calculado de cada uno de los DIL descriptos para
obtener una concentraciéon final de 50 x106 es-
permatozoides/ml. Se utiliz6 un DIL TRIS con 5 %
de glicerol sin el agregado de Dimetilformamida
(DMF; [TRISO]) o con el agregado de, 0.5% de DMF
y 3,5 % de glicerol [TRISDMF]. E1 DIL TRIS que
se utilizo tenia la siguiente composicion: Tris (2,4
g), acido citrico (1,4 g), fructosa (0,6 g), glicerol (4
g), yema de huevo (20 % v/v), penicilina sédica
(0,06 g), sulfato de estreptomicina (0,1 g), y agua
destilada (cantidad suficiente parajcsp] 100 ml)
(32). Luego de un tiempo de equilibracién de 20
minutos a 4 °C (33), los EE diluidos fueron en-
vasados en pajuelas de 0,25 ml y congelados de
acuerdo a la técnica descripta por Andersen (32).
La descongelacién de los EE se realizo a 37 °C
durante 15 segundos (7).

Los EE congelados-descongelados fueron
sometidos a las mismas pruebas de contrastacion
microscopica que los EE frescos.

Experimento II:

Se utilizaron gatos (n=4) mestizos, de entre
24 y 36 meses de edad, sanos, con un peso en-
tre 3 y 5 Kg y en actividad sexual en un disefio
aleatorio (26). Los gatos fueron alojados en una
habitaciéon acondicionada, en jaulas individuales,
alimentados con alimento balanceado (Fit 32°%,
Royal Canin, Argentina) y agua ad-libitum. Los
animales se encontraban sometidos a un régimen
de luz artificial de fotoperiodo largo (14 horas luz
diarias), con lamparas incandescentes de 100
W (34), a fin de mantener estable la produccion
espermatica (35). Luego de permanecer 45 dias
en este régimen de luz, los gatos fueron aneste-
siados con ketamina (25 mg/kg i.m.), xylazina
(1 mg/kgi.m.)y atropina (0,04 mg/kgi.m.) (36)y
sometidos cada 15 dias a electroeyaculacién para
obtenciéon de un eyaculado (35). Se obtuvieron
dos eyaculados por animal.

El semen obtenido fue congelado con los
diluyentes y la metodologia descripta en el expe-
rimento I. Los espermatozoides (E) frescos y los
congelados-descongelados fueron sometidos a las
mismas pruebas de contrastacion descriptas en
el Experimento I.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANO-
VA. Las variables categoricas se analizaron con
PROC CATMOD y las continuas con PROC GLM
de SAS® (37).
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Los experimentos se realizaron respe-
tando y de acuerdo con las recomendaciones
internacionales especificadas en la guia para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio y
con las recomendaciones de la National Academy
Science, Washinton DC, USA. Estas recomenda-
ciones seran tenidas en cuenta en lo referente a
la atencion médico veterinaria, medio ambiente,
alimentacion, sanidad, identificacién, sujecién,
administracién de drogas, toma de muestras
sangre y procedimientos quirargicos (38).

RESULTADOS

En el experimento I se observaron diferen-
cias significativas en MI, VI, IM entre los EE pos
obtencién y los EE congelados-descongelados
(57,5+3,08 vs 7,5+1,88; 4,75+0,15 vs 4%0,2;
66,5%2,77 vs 8,5+1,82; p <0.001). Los EE conge-
lados-descongelados con TRISDMF no mostraron
diferencias significativas en ninguno de sus pa-
rametros cuando se los compar6 con los valores
obtenidos en los EE congelados descongelados
con TRISO.

En el experimento II se observaron di-
ferencias significativas en MI, VI, IM, IA entre
los E frescos y los E congelados-descongelados
(91,66+0,8 vs 16,94£2; 4,94+0,05 vs 3,47+0,16;
76,77+4,17 vs 10,242,33; 71,33+3.74 vs 32+2,93;
p <0.001). Los E congelados-descongelados con
TRISDMF no mostraron diferencias significati-
vas en ninguno de sus parametros cuando se
los compar6 con los valores obtenidos en los E
congelados-descongelados con TRISO.

DISCUSION

En este trabajo puede observarse que los
EE y los E eyaculados felinos responden de igual
forma al proceso de congelacién-descongelacion
al utilizar un DIL TRISO o TRISDMF. Estos ha-
llazgos concuerdan con lo observado por Tebet
2006 y Hermanson 2007, quienes no encontraron
diferencias en los EE y los E eyaculados felinos
congelados-descongelados con Tris (39, 40).

Nuestros resultados muestran que en
contraposicion con lo planteado en la hipotesis
el agregado de 0,5% de DMF en reemplazo del
glicerol no mejora la supervivencia espermatica
al descongelado. Nuestros hallazgos concuerdan
con lo observado en caninos (41, 25). En contra-
posicién con lo observado en nuestro trabajo en
equinos y en aves (21, 13, 22, 42) se observé un
efecto benéfico de la DMF sobre la supervivencia
espermatica al descongelado. Lo expuesto podria
deberse a las diferencias encontradas en la com-
posicion lipidica de la membrana espermatica en
las diferentes especies (20).

Debido a que los efectos de los criopro-
tectores son especie-especificos (43, 44, 45), es
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posible que los espermatozoides felinos requieran
el reemplazo de un mayor porcentaje de glicerol
por amidas para evidenciar los efectos benéficos
del agregado de DMF al descongelado. Sin em-
bargo la concentracion de glicerol 6ptima para
la supervivencia de los espermatozoides descon-
gelados depende de varios factores, y puede ser
influenciada por otros componentes del diluyente,
por las tasas de enfriado y método de congelacién-
descongelacion. Es asi que estos factores también
podrian influir en nuestros resultados y deben
ser considerados en futuros experimentos.
Estudios donde se varie la concentracion
y/o tipo de amida, son necesarios para deter-
minar si las amidas mejoran la supervivencia
espermatica al descongelado en los felinos.
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