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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del momento de adición del
glicerol durante el proceso de enfriamiento sobre la calidad espermática del semen cani-
no. Se utilizaron 15 eyaculados de 4 perros adultos. Cada muestra de semen fue dividida
en alícuotas para someterlas a tres métodos de adición de glicerol (T1: al inicio; T2: al
inicio y final; T3: al final de la curva de enfriamiento). El semen se envasó en pajillas de 0.5
ml y se congeló en nitrógeno líquido. Se evaluó la motilidad progresiva y la integridad
funcional de membrana posdescongelamiento. No se encontró diferencia estadística
entre los tres métodos de adición del glicerol, pudiéndose simplificar el proceso de
criopreservación al añadir todo el glicerol al 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 ejaculates from 4 mature dogs
were used. Each sample was divided in aliquots and three methods of adding glycerol
were used (T1: at the beginning; T2; at the beginning and at the end; T3: at the end of the
cooling process). Semen samples were packed in 0.5 ml straws and frozen in liquid nitrogen.
The post-thawing progressive motility and the functional integrity of membrane were
evaluated. None statistical difference was observed due to the three treatments, 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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INTRODUCCIÓN

La crianza de perros de raza es una
afición que está en constante crecimiento a
nivel nacional e internacional. El producto de
esta crianza son canes para exhibición, con-
cursos, mascotas, o para trabajo (ganadería,
policial, rescate, etc.). En este escenario, la
criopreservación de semen y la inseminación
artificial son técnicas reproductivas que brin-
dan grandes ventajas, pues permiten conse-
guir un rápido progreso en el mejoramiento
genético de las razas caninas, así como apa-
rear animales ubicados en zonas geográfi-
cas distantes (Stornelli et al., 2001; Sánchez
et al., 2006). Adicionalmente, la criopreser-
vación del semen canino permite mantener
reservas genéticas de animales de gran va-
lor y de caninos silvestres que se encuentran
en situación vulnerable o en peligro de extin-
ción, ayudando de esta forma a su conserva-
ción (Linde-Forsberg, 1995).

Actualmente, en el Perú, la criopre-
servación de semen canino es de uso limita-
do o nulo, debido a que la congelación de
semen canino es una técnica que requiere
de equipamiento y personal especializado
(Morton y Bruce, 1989; England, 1993). En
este contexto, es necesario buscar una alter-
nativa que simplifique la técnica de
criopreservación, y reduzca posibles errores
humanos durante su ejecución. Una posible
acción podría estar en la simplificación del
proceso de congelación, incluyendo la adi-
ción del crioprotector, junto con los demás
componentes del dilutor, al inicio de la curva
de enfriamiento (Silva et al., 2003).

Se han evaluado diversos métodos de
adición de crioprotector con resultados pro-
metedores (Peña et al., 1998; Yildtz et al.,
2000; Nothling y Shuttleworth, 2005; Silva et
al., 2006). El objetivo del presente estudio
fue evaluar un método alterno en el proceso
de criopreservación del semen canino.

MATERIALES  Y MÉTODOS

Lugar de Estudio y Animales

El estudio se realizó entre los meses de
febrero y noviembre de 2008, en el Labora-
torio de Reproducción 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 años, alojados en
caniles, y mantenidos con alimento balanceado
comercial y agua ad libitum.

Eyaculados y Dilutores

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

En la dilución de los eyaculados se utili-
zó el dilutor descrito por Bateman (2001) y
Hermansson y Forsberg (2006). Este dilutor
consiste en 3.0250 g de TRIS (Amresco 0826),
1.4409 g de ácido cítrico anhidro (Sigma C-
0759) y 1.1260 g de fructosa (Mallinckridt
7756), disuelto en 100 ml de agua destilada.
Asimismo, 20% de esta solución es reempla-
zada por yema de huevo (v/v).

Tratamientos

Se evaluó tres protocolos de adición de
glicerol durante la curva de enfriamiento. Para
esto, cada eyaculado se dividió en tres partes
iguales para formar los siguientes grupos:

? T1 (Adición del glicerol al inicio de la
curva de enfriamiento): El semen fresco
(1 ml) se diluyó en proporción 1:3 con el
dilutor (glicerol 6.66%), para llegar a una
concentración final de glicerol del 5%.

? T2 (Adición del glicerol al inicio y al fi-
nal de la curva de enfriamiento): El se-
men fresco (1 ml) se diluyó en propor-
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ción 1:1 con el dilutor (glicerol 6%) para
llegar a una concentración de 3% de gli-
cerol. Al final de la curva de enfriamien-
to se volvió a diluir agregando 2 ml de
dilutor (glicerol 7%), para llegar a una
concentración final de glicerol del 5%.

? T3 (Adición del glicerol al final de la cur-
va de enfriamiento): El semen fresco (1
ml) se diluyó en proporción 1:1 con el
dilutor (sin glicerol). Al final de la curva
de enfriamiento se volvió a diluir agre-
gando 2 ml de dilutor (glicerol 10%), para
llegar a una concentración final de glice-
rol del 5%.

Evaluación de Semen

Se trabajó con un eyaculado por vez en
cada ensayo. El semen se colectó en el labo-
ratorio y se evaluó el volumen, motilidad pro-
gresiva, concentración espermática e integri-
dad funcional de membrana. Se procesaron
únicamente aquellas muestras con un volu-
men mínimo de 3 ml y motilidad progresiva
?85%.

La motilidad progresiva se evaluó colo-
cando 20 ?l de semen en una lámina
portaobjetos y observando 10 campos median-
te microscopía óptica a 400X, expresando el
resultado en porcentaje. Se consideró como
espermatozoides con motilidad progresiva
aquellos que presentan un desplazamiento
continuo hacia delante. La concentración
espermática se midió con la cámara de
Neubauer, y el resultado se expresó en millo-
nes de espermatozoides/mL (Ax et al., 2000).

La integridad funcional de membrana se
evaluó mediante el test hiposmótico (HOS)
descrito por Jeyendran et al., (1984) y modi-
ficado por Sánchez et al.  (2002) para
espermatozoides caninos. Se consideró como
espermatozoides con membrana funcional
aquellos espermatozoides que presentaron la
cola hinchada o deformada en respuesta a la
gradiente osmótica. Los resultados se expre-
saron en porcentaje de espermatozoides
reaccionantes al test HOS (HOS +).

Criopreservación del Semen

La criopreservación del semen se rea-
lizó en el siguiente orden: curva de enfria-
miento, estabilización y congelación. La cur-
va de enfriamiento se realizó colocando los
tubos de los tres tratamientos en un recipiente
con agua a 35 ºC, que fue colocado en refri-
geración por 60 min hasta conseguir un des-
censo gradual de la temperatura a 5 ºC. Lue-
go, se adicionó la segunda fracción de dilutor
(temperada a 5 °C) a los grupos 2 y 3. Se
mantuvo el semen de los 3 grupos por 15
min a 5 ºC para la estabilización de los
espermatozoides con el glicerol. Inmediata-
mente después se envasaron 2 pajillas de 0.5
ml por tratamiento. Finalmente, la congela-
ción de las pajillas se hizo mediante exposi-
ción a vapores de nitrógeno por 15 min has-
ta alcanzar -20 ºC, donde se sumergieron en
nitrógeno liquido para su almacenamiento.

Evaluación Posdescongelamiento

El descongelamiento se realizó a las 24
horas de la criopreservación, sumergiendo a
las pajillas en un recipiente con agua
temperada 28 a 40 ºC por 40 segundos. In-
mediatamente después de la descongelación,
se evaluó la motilidad progresiva y la integri-
dad funcional de membrana.

Análisis Estadístico

El efecto de los tratamientos (momen-
to de adición del glicerol) sobre los porcen-
tajes de motilidad progresiva y porcentajes
de integridad funcional de membrana fueron
evaluados mediante la prueba de análisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey
para determinar diferencias entre tratamien-
tos. Se empleó el programa estadístico
Prism® v. 3.0.

RESULTADOS

Los valores mostrados en el Cuadro 1
corresponden a la evaluación inicial de los
eyaculados, y se usaron como referentes en
el análisis estadístico posterior.
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El efecto de los tratamientos sobre la
motilidad progresiva e integridad funcional de
membrana después del proceso de
congelamiento/descongelamiento se muestran
en el Cuadro 2. No se encontró diferencias
estadísticas entre tratamientos.

DISCUSIÓN

Estudios realizados en otras especies
han descrito que el glicerol tiene un efecto
nocivo sobre la calidad espermática cuando
es añadido al inicio de la curva de enfriamien-
to, recomendando la adición de glicerol al fi-
nal de la curva de enfriamiento (sistema de
congelamiento en dos pasos) (Foote, 1982;
Fiser y Fairfull, 1989; McLaughin et al., 1992;
Curry 2000; Holt, 2000). Sin embargo, es
posible que el efecto del glicerol a tempera-
turas entre 30 y 35 °C para espermatozoides
caninos no sea tan marcado.

Se describen métodos de congelamiento
en dos pasos, pero adicionando una fracción
del glicerol a temperaturas por encima de los
30 ºC (primera fracción del dilutor) y el resto
a los 5 ºC en la segunda fracción del dilutor
(Peña et al. , 1998; Yildtz et al. , 2000;
Nothling y Shuttleworth, 2005; Silva et al.,
2006). En estos estudios se empleó los dos
pasos para prevenir o reducir el estrés
osmótico que se produciría al exponer el es-
permatozoide al glicerol en temperaturas
mayores a 30 °C que se emplean en el méto-
do de congelamiento de un solo paso.

Los resultados obtenidos al evaluar la
motilidad espermática concuerdan con otros
estudios (Silva et al., 2003), donde se evaluó
el efecto de añadir el semen en uno o dos
pasos sobre la motilidad espermática. Sin
embargo, en el presente estudio, se evaluó,
además, la integridad funcional de membra-
na; parámetro que también es afectado por
el proceso de congelación/descongelación.
Existe el consenso que, si bien, el glicerol pro-
tege las membranas del espermatozoide du-
rante la criopreservación, también tiene cier-

to efecto tóxico sobre ellas (Fahy et al. ,
1990), pues es probable que el glicerol influ-
ya en la reorganización de los fosfolípidos y
de las proteínas de la membrana plasmática,
afectando así al potencial de fusión de la
membrana (Amann y Pickett, 1987;
Hammerstedt et al., 1990). Las alteraciones
resultantes de este efecto tóxico pueden mer-
mar la fecundidad del espermatozoide, pues
aunque presente motilidad tras la desconge-
lación y una adecuada producción de ener-
gía, podría estar afectada la capacidad de
adhesión al ovocito (Watson, 1979; Amann y
Pickett, 1987). Sin embargo, la toxicidad del
glicerol afecta en distintos grados a las mem-
branas del espermatozoide, donde parece que
las membranas de las mitocondrias son más
afectadas que las membranas acrosomale s y
plasmáticas (Garner et al., 1999).

En el presente estudio, los resultados
muestran valores similares para los
parámetros de motilidad e integridad funcio-
nal de membrana luego del proceso de
descongelamiento en cada uno de los tres tra-
tamientos, indicando que la adición del glice-
rol al inicio de la curva de enfriamiento (35
°C) no afectó los parámetros de función
espermática. La similitud en los resultados
obtenidos entre los tres tratamientos puede
deberse a la mayor resistencia del esperma-
tozoide canino, frente a otras especies, con
respecto al estrés osmótico y toxicidad oca-
sionada por el glicerol al ser añadido al inicio
de la curva de enfriamiento. Estos resultados
son similares al reporte de Silva et al. (2003)
en semen canino, donde la adición del total
de glicerol al inicio de la curva de enfriamiento
(sistema de congelamiento en un paso) no
tenía diferencias con la adición de glicerol en
otros momentos. Asimismo, en esperma-
tozoides humanos, también se describe el uso
de métodos de congelación de un solo paso
(Centola et al., 1992). En resumen, la utiliza-
ción de un sistema de congelamiento en un
paso podría ser utilizada para criopreservar
espermatozoides caninos sin afectar su cali-
dad espermática.
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Los resultados de integridad funcional
de membrana (38 a 46%) fueron ligeramen-
te inferiores a los obtenidos por Sánchez et
al. (2002) (53.7 ± 13 %). Por otro lado, la
motilidad obtenida en el semen descongelado
permitiría utilizar el semen en inseminación
artificial (Concannon y Battista, 1989).

Los resultados son de gran importancia
debido a que el método de congelación de un
paso tiene ventajas prácticas, pues minimiza
el manejo de la muestra, eliminando un paso
durante el proceso de criopreservación y,
consecuentemente, reduce las posibilidades
de contaminación del semen.

Cuadro 1. Características iniciales de las muestras de semen canino utilizadas en el estudio 
 

Muestra Donante 
Volumen  

(mL) 
Concentración 

(x106 /mL) 
Motilidad 

(%) 
HOS (+) 

(%) 

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 3.5 65 90 79 
14 Oso 3.5 270 96 76 
15 Coqui 4.0 130 95 90 

Prom ± d.e.  3.5 ± 0.5 117.1 ± 75.6 94.8 ± 3.7 72.5 ± 17.3 
 
 

Cuadro 2. Efecto de la adición de glicerol a diferentes momentos de la fase de enfriamiento 
sobre la motilidad progresiva e integridad funcional de membrana (HOS +) luego 
del proceso de congelamiento/descongelamiento (valores en porcentaje) 

 
Adición de glicerol durante la curva de enfriamiento  

T1 - Al inicio T2 – Al inicio y final T3 – Al final 

Motilidad 44.4 ± 7.1 37.1 ± 12.0 38.4 ± 8.6 

HOS (+) 46.5 ± 23.6 36.4 ± 20.1 37.9 ± 16.6 
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CONCLUSIONES

? El momento de adición de glicerol du-
rante la curva de enfriamiento de semen
canino no influye sobre la motilidad
espermática e integridad funcional de
membrana luego del proceso de
congelamiento/descongelamiento.

? La adición del glicerol únicamente al ini-
cio de la curva de enfriamiento (método
de congelamiento en un paso) puede uti-
lizarse para simplificar la técnica de
criopreservación del semen canino.
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