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MOMENTO DE ADICION DEL GLICEROL SOBRE LA CALIDAD
ESPERMATICA EN LA CRIOPRESERVACION DE SEMEN
CANINO

TiMING oF GLYCEROL ADDITION ON SPERM QUALITY IN CRYOPRESERVATION
oF CANINE SEMEN

Gino Carlotto R.%, Victor Fernandez A2, BorisLira M 3, Alexei Santiani A.2*

REsSUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar €l efecto del momento de adicion del
glicerol durante el proceso de enfriamiento sobre la calidad espermética del semen cani-
no. Se utilizaron 15 eyaculados de 4 perros adultos. Cada muestra de semen fue dividida
en alicuotas para someterlas a tres métodos de adicién de glicerol (T1: a inicio; T2: a
inicioy final; T3: a final delacurvadeenfriamiento). El semen seenvaso en pgjillasde 0.5
ml y se congel 6 en nitrégeno liquido. Se evalud la motilidad progresivay laintegridad
funcional de membrana posdescongelamiento. No se encontro diferencia estadistica
entre los tres métodos de adicion del glicerol, pudiéndose simplificar el proceso de
criopreservacion al afiadir todo € glicerol a inicio de la curva de enfriamiento.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the timing of adding glycerol during the
cooling process on sperm quality of canine semen. Fifteen ejacul atesfrom 4 mature dogs
were used. Each sample was divided in aliquots and three methods of adding glycerol
wereused (T1: at the beginning; T2; at the beginning and at theend; T3: at theend of the
cooling process). Semen sampleswerepacked in 0.5 ml strawsand frozeninliquid nitrogen.
The post-thawing progressive motility and the functional integrity of membrane were
evaluated. None statistical difference was observed dueto thethreetreatments, indicating
that the process of cryopreservation can be simplified by adding all the glycerol at the
beginning of the cooling curve.
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INTRODUCCION

La crianza de perros de raza es una
aficidn que esta en constante crecimiento a
nivel naciona einternaciond. El producto de
esta crianza son canes para exhibicion, con-
CUrsos, mascotas, o0 paratrabajo (ganaderia,
policial, rescate, etc.). En este escenario, la
criopreservacion de semeny lainseminacion
artificia son técnicasreproductivas que brin-
dan grandes ventgjas, pues permiten conse-
guir un rgpido progreso en  mejoramiento
genético de las razas caninas, asi como apa-
rear animales ubicados en zonas geogréfi-
cas distantes (Stornelli et al., 2001; Snchez
et al., 2006). Adicionamente, la criopreser-
vacion del semen canino permite mantener
reservas geneticas de animales de gran va
lor y de caninos silvestres que se encuentran
en situacién vulnerable o en pdigro de extin-
cién, ayudando de estaformaasu conserva-
cion (Linde-Forsberg, 1995).

Actualmente, en el Perq, la criopre-
servacion de semen canino es de uso limita-
do o nulo, debido a que la congelacion de
semen canino es una técnica que requiere
de equipamiento y persona especiaizado
(Morton y Bruce, 1989; England, 1993). En
este contexto, es necesario buscar unaalter-
nativa que simplifique la técnica de
criopreservacion, y reduzca posibles errores
humanos durante su gecucion. Una posible
accion podria estar en la smplificacion del
proceso de congelacion, incluyendo la adi-
cion del crioprotector, junto con los demas
componentes dd dilutor, a inicio de lacurva
de enfriamiento (Silva et al., 2003).

Se han evaluado diversos métodos de
adicion de crioprotector con resultados pro-
metedores (Pefia et al., 1998; Yildtz et al.,
2000; Nothling y Shuttleworth, 2005; Silvaet
al., 2006). El objetivo del presente estudio
fue evaluar un método alterno en € proceso
de criopreservacion del semen canino.
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M ATERIALES Y M ETODOS

Lugar de Estudioy Animales

El estudio seredizo entre los meses de
febrero y noviembre de 2008, en e Labora-
torio de Reproduccién Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Lima

Se emplearon cuatro perros mestizos,
con edades de 1 a 2.5 afios, aojados en
caniles, y mantenidos con dimento baanceado
conercid yagmad libitum

Eyaculadosy Dilutores

Setrabajé con 15 eyaculados. El semen
fue colectado dos veces por semana, mediante
la técnica de manipulacion digital (Kutzler,
2005).

En ladilucion de los eyaculados se utili-
z6 d dilutor descrito por Bateman (2001) y
Hermansson y Forsberg (2006). Este dilutor
consgsteen 3.0250 g de TRIS (Amresco 0826),
1.4409 g de &cido citrico anhidro (Sigma C-
0759) y 1.1260 g de fructosa (Malinckridt
7756), disuelto en 100 ml de agua destilada.
Asimismo, 20% de esta solucion esreempla
zada por yema de huevo (V/v).

Tratamientos

Se evalud tres protocol os de adicion de
gliceral durantelacurvadeenfriamiento. Para
esto, cadaeyaculado sedividié entres partes
iguaes para formar los siguientes grupos.

? T1 (Adicion de gliceral d inicio de la
curvade enfriamiento): El semen fresco
(2 ml) sediluy6 en proporcién 1.3 con €
dilutor (glicerol 6.66%), parallegar auna
concentracion final de glicerol del 5%.

? T2 (Adicidn dd gliceral d inicioy d fi-
na de la curva de enfriamiento): El se-
men fresco (1 ml) se diluyé en propor-
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Criopreservacién de semen canino

cion 1:1 con € dilutor (glicerol 6%) para
llegar a una concentracion de 3% de gli-
ceral. Al final delacurvade enfriamien-
to se volvid a diluir agregando 2 ml de
dilutor (glicerol 7%), para llegar a una
concentracion final de glicerol del 5%.

?  T3(Adicion dd glicerol d find delacur-
va de enfriamiento): El semen fresco (1
ml) se diluyé en proporcion 1:1 con d
dilutor (sin gliceral). Al fina delacurva
de enfriamiento se volvio a diluir agre-
gando 2 ml dedilutor (glicerol 10%), para
[legar auna concentracion final de glice-
rol del 5%.

Evaluacion de Semen

Se trabgj6 con un eyaculado por vez en
cada ensayo. El semen se colect6 en € 1abo-
ratorio y se evaud d volumen, motilidad pro-
gresiva, concentracion espermética e integri-
dad funciona de membrana. Se procesaron
Unicamente aquellas muestras con un volu-
men minimo de 3 ml y motilidad progresiva
?85%.

La motilidad progresiva se evalud colo-
cando 20 2l de semen en una lamina
portaobjetosy observando 10 campos median-
te microscopia 6ptica a 400X, expresando €
resultado en porcentgje. Se consideré como
espermatozoides con motilidad progresiva
aguellos que presentan un desplazamiento
continuo hacia delante. La concentracion
espermatica se midié con la camara de
Neubauer, y € resultado se expresd en millo-
nes de espermatozoides/mL (Ax et al., 2000).

Laintegridad funcional de membranase
evaudé mediante @ test hiposmético (HOS)
descrito por Jeyendran et al., (1984) y modi-
ficado por Sanchez et al. (2002) para
espermatozoides caninos. Se consideré como
espermatozoides con membrana funcional
aguellos espermatozoides que presentaron la
cola hinchada o deformada en respuestaala
gradiente osmotica. Los resultados se expre-
saron en porcentaje de espermatozoides
reaccionantes al test HOS (HOS +).
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Criopreservacion del Semen

La criopreservacion del semen se rea
liz6 en € siguiente orden: curva de enfria-
miento, estabilizaciony congelacion. Lacur-
va de enfriamiento se redliz6 colocando los
tubos delostrestratamientos en un recipiente
con aguaa 35 °C, que fue colocado en refri-
geracion por 60 min hasta conseguir un des-
censo gradual delatemperaturaa5°C. Lue-
go, se adiciond lasegundafraccion dedilutor
(temperada a5 °C) alos grupos 2y 3. Se
mantuvo € semen de los 3 grupos por 15
min a 5 °C para la estabilizacion de los
espermatozoides con € glicerol. Inmediata-
mente después se envasaron 2 pgjillasde 0.5
ml por tratamiento. Finamente, la congela-
cion de las pgillas se hizo mediante expos-
cion avapores de nitrogeno por 15 min has-
taalcanzar -20 °C, donde se sumergieron en
nitrégeno liquido para su a macenamiento.

Evaluacion Posdescongelamiento

El descongelamiento serealiz alas24
horas delacriopreservacion, sumergiendo a
las pajillas en un recipiente con agua
temperada 28 a 40 °C por 40 segundos. In-
mediatamente después de la descongelacidon,
seevalud lamoetilidad progresivay laintegri-
dad funciona de membrana

Analisis Estadistico

El efecto de los tratamientos (momen-
to de adicion ddl glicerol) sobre los porcen-
tgjes de motilidad progresiva 'y porcentgjes
deintegridad funciona de membranafueron
evaluados mediante la prueba de andlisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey
paradeterminar diferencias entre tratamien-
tos. Se empled el programa estadistico
Prism® v. 3.0.

Los vaores mostrados en € Cuadro 1
corresponden a la evaluacion inicia de los
eyaculados, y se usaron como referentesen
e andisis estadistico posterior.
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El efecto de los tratamientos sobre la
motilidad progresivaeintegridad funciona de
membrana después del proceso de
congel amiento/descongel amiento semuestran
en e Cuadro 2. No se encontré diferencias
estadisticas entre tratamientos.

Estudios realizados en otras especies
han descrito que € gliceral tiene un efecto
nocivo sobre la calidad espermética cuando
esafiadido d inicio delacurvade enfriamien-
to, recomendando la adicion de gliceral d fi-
nal de la curva de enfriamiento (Sistema de
congelamiento en dos pasos) (Foote, 1982;
Fisery Fairfull, 1989; McLaughinetal., 1992;
Curry 2000; Holt, 2000). Sin embargo, es
posible que € efecto ddl glicerol atempera
turas entre 30 y 35 °C para espermatozoides
caninos No sea tan marcado.

Se describen métodos de congelamiento
en dos pasos, pero adicionando una fraccion
dd glicerol atemperaturas por encimadelos
30°C (primerafraccion del dilutor) y € resto
alos 5 °C en la segunda fraccién del dilutor
(Pefa et al., 1998; Yildtz et al., 2000;
Nothling y Shuttleworth, 2005; Silva et al.,
2006). En estos estudios se empled los dos
pasos para prevenir o reducir el estrés
osmoatico que se produciriaa exponer € es-
permatozoide a glicerol en temperaturas
mayores a 30 °C que se emplean en € méto-
do de congelamiento de un solo paso.

Los resultados obtenidos a evaluar la
motilidad espermatica concuerdan con otros
estudios (Silva et al., 2003), donde se evaud
el efecto de afiadir e semen en uno o dos
pasos sobre la motilidad espermatica. Sin
embargo, en d presente estudio, se evaluo,
ademés, laintegridad funcional de membra-
na; pardmetro que también es afectado por
el proceso de congelacién/descongel acién.
Existe d consenso que, S bien, € glicerol pro-
tege las membranas del espermatozoide du-
rante la criopreservacion, también tiene cier-
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to efecto toxico sobre ellas (Fahy et al.,
1990), pues es probable que € gliceral influ-
ya en la reorganizacion de los fosfolipidos y
de las proteinas de la membrana plasmética,
afectando asi a potencia de fusion de la
membrana (Amann y Pickett, 1987;
Hammerstedt et al., 1990). Las dteraciones
resultantes de este ef ecto toxico pueden mer-
mar la fecundidad del espermatozoide, pues
aungue presente motilidad tras la desconge-
lacion y una adecuada produccion de ener-
gia, podria estar afectada la capacidad de
adhesion a ovocito (Watson, 1979; Amanny
Pickett, 1987). Sin embargo, la toxicidad del
glicerol afectaen distintosgradosalas mem-
branasdel espermatozoide, donde parece que
las membranas de las mitocondrias son mas
afectadas que las membranas acrosomalesy
plasméticas (Garner et al., 1999).

En € presente estudio, los resultados
muestran valores similares para los
parametros de motilidad e integridad funcio-
nal de membrana luego del proceso de
descongelamiento en cadauno delostrestra-
tamientos, indicando que la adicion del glice-
rol d inicio de la curva de enfriamiento (35
°C) no afectd los pardmetros de funcion
espermatica. La similitud en los resultados
obtenidos entre los tres tratamientos puede
deberse alamayor resistencia del esperma-
tozoide canino, frente a otras especies, con
respecto a estrés osmatico y toxicidad oca
sionadapor € glicerol a ser afladido a inicio
delacurvade enfriamiento. Estos resultados
son smilares a reporte de Silva et al. (2003)
en semen canino, donde la adicion dd total
degliceral d inicio delacurvadeenfriamiento
(dstema de congelamiento en un paso) no
teniadiferencias con laadicién de glicerol en
otros momentos. Asimismo, en esperma-
tozoides humanos, también se describe @ uso
de métodos de congelacion de un solo paso
(Centola et al., 1992). En resumen, lautiliza-
cion de un sistema de congelamiento en un
paso podria ser utilizada para criopreservar
espermatozoides caninos sin afectar su cali-
dad espermatica.
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Cuadro 1. Caracteristicasiniciales de las muestras de semen canino utilizadas en €l estudio

Muestra Donante Volumen  Concentracion Motilided HOS (+)

(mL) (x10° /mL) (%) (%)

1 Coqui 3.0 22 98 95

2 Tony 3.0 180 95 76

3 Coqui 3.0 23 92 65

4 Coqui 4.0 21 95 62

5 Coqui 4.0 195 95 60

6 Oso 4.0 145 98 81

7 Coqui 3.0 105 96 45

8 Oso 3.8 170 95 50

9 Tony 3.0 90 85 45

10 Oso 4.0 125 95 78
11 Oso 3.0 185 98 95
12 Benjy 3.0 30 100 91
13 Tony 35 65 90 79
14 Oso 3.5 270 96 76
15 Coqui 4.0 130 95 20

Prom d.e. 3505 117.1+75.6 948+3.7 725+173

Cuadro 2. Efecto de la adicion de glicerol a diferentes momentos de la fase de enfriamiento
sobre lamotilidad progresiva e integridad funcional de membrana (HOS +) luego
del proceso de congel amiento/descongelamiento (valores en porcentgje)

Adicion de glicerol durante la curva de enfriamiento

T1- Alinicio T2 -Alinicioy fina T3 - Al final
Motilidad 444+7.1 371+120 38.4+86
HOS (+) 46.5+ 23.6 36.4+20.1 379+ 16.6

Los resultados de integridad funciona
de membrana (38 a 46%) fueron ligeramen-
te inferiores a los obtenidos por Sanchez et
al. (2002) (53.7 £ 13 %). Por otro lado, la
motilidad obtenidaen & semen descongelado
permitiria utilizar € semen en inseminacion
artificia (Concannon y Battista, 1989).

L os resultados son de gran importancia
debido aque & método de congelacion de un
paso tiene ventgjas practicas, pues minimiza
el mango de la muestra, eiminando un paso
durante el proceso de criopreservacion vy,
consecuentemente, reduce las posibilidades
de contaminacion del semen.
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CONCLUSIONES

? El momento de adicion de glicerol du-

rante la curva de enfriamiento de semen
canino no influye sobre la motilidad
espermética e integridad funcional de
membrana luego del proceso de
congelami ento/descongelamiento.
Laadicion de gliceral anicamented ini-
cio de lacurvade enfriamiento (método
de congelamiento en un paso) puede uti-
lizarse para simplificar la técnica de
criopreservacion del semen canino.
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