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DETERMINACION DEL TIEMPO MAXIMO PARA RECUPERAR Y
CRIOPRESERVAR ESPERMATOZOIDESOBTENIDOSDE LA COLA DEL
EPIDIDIMO EN CANINOSPOST ORQUIECTOMIA

OpTiMAL TIMEFOR RECOVERY AND CRYOPRESERVATION OF EPIDIDYMAL CANINE
SPerRM AFTER ORCHIECTOMY

SandraArmasR., Victor Fernandez A.2, Maria Vasquez C.2, Alexei Santiani A.**

REsUMEN

El objetivo del estudio fuedeterminar el tiempo maximo pararecuperar y criopreservar
espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo de caninos post orquiectomia. Se
obtuvo testiculos de 20 caninos entre 1y 8 afios de edad. L ostesticul os se colocaron en
cloruro de sodio a 0.9% y se amacenaron a 5 °C durante 0, 24, 48 y 72 horas. Los
espermatozoidesfueron recuperadosal cortar lacoladel epididimo en un dilutor en base
a Tris-citrato-fructosa. Para el proceso de criopreservacion, se afadié yema de huevo
(20%) y gliceral (5%) alamuestradiluida (espermatozoides + dilutor). Lanuevadilucion
fueenvasadaen pgjillasde 0.5 ml y sometidas aunacurvade enfriamiento paraluego ser
colocadas en nitrégeno liquido. Se evalué motilidad total, motilidad progresivaeintegri-
dad funcional de membrana. Previo a la criopreservacion, la motilidad total varié
significativamente después de 24 y 72 horas de aimacenamiento a 5 °C (p<0.05). Sin
embargo, la motilidad total encontrada después del proceso de criopreservacion sélo
vari6 despuésde 72 horas de almacenamiento a5 °C (p<0.05). Similar tendenciase obser-
vo paralamotilidad progresiva. Laintegridad funcional de membrana plasmaética, tanto
antes como después del proceso de criopreservacion, no sufrié cambios significativos
entre los grupos. Los resultados demuestran que es posible recuperar y criopreservar
espermatozoi des epididimarios hasta después de 48 horas de laorquiectomiadel animal.
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ABSTRACT

Theaim of the study wasto determine the maximum timeto recover and cryopreserve
spermatozoafromthetail of canineepididymispost orchiectomy. Thetesteswere obtained
through orchiectomy from 20 dogs aged 1 to 8 years. The testis were placed in sodium
chloride 0.9% and stored at 5 °C for 0, 24, 48 and 72 hours. Spermatozoawere recovered
by cutting thetail of the epididymisin an extender based on Tris-citrate-fructose. For the
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cryopreservation process, egg yolk (20%) and glycerol (5%) was added to the diluted
sample (sperm + dilutor). The new dilution was packaged in 0.5 ml straws, which were
subjected to acooling curveand then placed in liquid nitrogen. Total motility, progressive
motility and functional integrity of the membrane were evaluated. Before
cryopreservation process, total motility after 24 and 72 hours of storage at 5 °C
decreased (p<0.05). However, total motility found after cryopreservation processvaried
significantly only after 72 hours of storageat 5°C (p<0.05). Similar trend was observed
for progressive motility. The functional integrity of membrane, both before and after
the cryopreservation process, did not suffer significant changes between groups. The
results showed that it is possible to collect and cryopreserve epididymal sperm until

48 hours of orchiectomy.

Key words: sperm, epididymis, canine, semen cryopreservation

Actualmente, la criopreservacion de
semen canino es unaherramientaimportante
para preservar espermatozoides de
reproductores considerados como valiosos.
Existen diversos métodos convencionales
para la coleccion de semen; sin embargo,
existen eventosimpredeci bles como acciden-
tes, intoxicaciones o enfermedades, que sU-
bitamente pueden desencadenar en la
orquiectomia, muerte o eutanasia de perros
de valor genético o sentimental. En estos ca-
s0s, |os propietarios no solo deben afrontar la
pérdida dd animal, sino también la pérdida
del material genético deseable. En ese senti-
do, es posible obtener espermatozoides des-
pués de la muerte del animal, los cuales son
recuperados de la cola del epididimo, con
motilidad y capacidad fecundante (Yu et al.,
2002).

En & epididimo se redlizan dos eventos
importantes, la maduracion y € amacena
miento espermatico. La maduracion o desa-
rrollo progresivo de la capacidad fecundante
de los espermatozoides ocurre en la cabeza
y € cuerpo dd epididimoy € amacenamien-
to ocurre en la cola del epididimo (Hafez,
2002). Es asi, que la obtencién de
espermatozoides epididimarios, potencid men-
te fecundantes que se encuentran amacena-
dos en la coladd epididimo puede ser la tni-
caopcion parapreservar € materia genético

de un macho de dto valor genético, luego de
Su muerte u orquiectomia por motivos medi-
as(Tittadli et al., 2007).

Se han realizado estudios sobre recu-
peracion y criopreservacion de esperma-
tozoides epididimarios en bovinos (Amann y
Grid, 1976), equinos (Bruemmer et al., 2002),
ovinos (Kaabi et al., 2003), caprinos (Blash
et al., 2000), y porcinos (Ikedaet al., 2002).
En caninos, existen estudios sobre recupera
cion, refrigeracion y criopreservacion de
espermatozoides obtenidos de la cola del
epididimo, especidmente  de Hewitt et al.
(2001), quienes evaluaron variables
espermaéti cas después de la orquiectomia; e
de Yuy Leibo (2002) que estudiaron € efec-
to sobre la motilidad, integridad de membra:
na plasmética y acrosomal de esperma-
tozoides epididimarios refrigerados; y d de
Tittarelli et al. (2006), donde se evalud laca
pacidad de supervivencia de los esperma
tozoides caninos mantenidos dentro de
epididimos refrigerados en solucion saina
isoténica estéril y Tris'yema de huevo.

No obstante, en los casos que se recu-
pere espermatozoides de un macho reciente-
mente muerto o sacrificado, es poco proba
ble que en ese momento existan hembras en
celo listas para ser inseminadas; por lo tanto,
estos espermatozoides deberan ser
criopreservados para poder mantenerlos por
un periodo de tiempo indefinido hasta su utili-
zacion. En ese sentido, existe escasa infor-
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macion sobre congelacién de esperma-
tozoides recuperados de epididimos mante-
nidos en refrigeracion.

El presente estudio tuvo por objetivo
evaluar € efecto del tiempo transcurrido en-
trelamuerte u orquiectomiade un perro hasta
la recuperacion de los espermatozoides del
epididimo, sobre la calidad espermética an-
tes y después del proceso de criopreser-
vacion.

Lugar de Estudioy Animales

El estudio se redizo en e Laboratorio
de Reproduccion Animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria, Universidad Naciond
Mayor de San Marcos (FMV-UNMSM),
Lima, entre junio de 2008 a marzo de 2009.
Se utiliz6 20 caninos adultos (de razay mes-
tizos), entre 1 y 8 afios de edad, aparente-
mente saludables, que fueron sometidos a
orquiectomia. Los animales procedieron de
los cursos de Cirugia Veterinariay de Pato-
logia Veterinaria de la FMV-UNMSM, asi
como de camparias de esterilizaciones redli-
zadas en varios digtritos de Lima.

Lostesticul os escindidos fueron ligados
en e corddn espermético e inmediatamente
colocados en vasos precipitados (un par por
cada vaso) conteniendo solucion sdinafisio-
l6gica (NaCl a 0.9%, pH: 5.4 + 0.2), atem-
peraturaambiente para evitar |a desecacion.
Las muestras fueron transportadas a tempe-
ratura ambiente desde e sitio de recoleccion
hasta d laboratorio en un plazo maximo de 2
horas.

Metodologia

Seevauo € efecto del tiempo deama-
cenamiento de espermatozoides post
orquiectomia sobre la calidad espermética
antes y después de la criopreservacion. La
recuperacion de espermatozoides del
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epididimo después de la orquiectomiaserea
liz6 alas 0 (Grupo 0), 24 (Grupo 24), 48 (Grupo
48) y 72 horas (Grupo 72).

Los tegticulos se distribuyen en forma
deatoria entre los cuatro grupos (n=10), de
tal forma que ninguin testiculo del mismo par
fue asignado a un mismo grupo. Las mues-
tras de los grupos 24, 48 y 72 fueron mante-
nidos en refrigeracion (5 °C) desde lallega
dad laboratorio hasta su procesamiento.

Recuperacion de esper matozoi des epididi-
marios

El testiculo fresco o refrigerado, fue
colocado en unaplaca Petri, donde serealiz6
un lavado externo de la cola del epididimo
con solucion sdinafisologica(NaCl a 0.9%)
pararemocion de la sangre'y contaminantes
externos. El tgido conjuntivo que recubre la
cola se removio por diseccién, evitando cor-
tar los vasos sanguineos y el ducto
epididimario. Se diseco la cola dd epididimo
y se colocd en un vaso de precipitado de 100
ml conteniendo 4 ml de dilutor base Tris pre-
calentado (35°C, pH 6.78). El dilutor fue pre-
viamente preparado y amacenado en tubos
Falcon de 15 ml, a 0 °C hasta su utilizacion.
L os espermatozoides fueron recuperados por
el méodo de picado en trozos con unatijera
quirdrgica (Jone, 1978; Kagbi et al., 2003,
Hori et al., 2005a,b) y mantenidos por 3 mi-
nutos a 35 °C, permitiendo la sdida de los
espermatozoides. Cada suspension de
espermatozoides fue transferida a un tubo
Falcdn de 15 ml estéril pre-calentado (35 °C).

Evaluacion de espermatozoides
epididimarios antes del proceso de
criopreservacion

Se evaud la matilidad total y motilidad
progresiva siguiendo métodos estandares
(NAFA, 2002), y la integridad funciond de
membrana plasmética mediante la prueba
hipoosmética (HOST) (Jeyendran et al.,
1984). Se consideraron espermatozoides con
membrana funciona (HOST +) los que re-
accionaron a estrés hiposmético mediante la
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Cuadro 1. Efecto del tiempo (0, 24, 48 y 72 horas) entre la muerte u orquiectomia de

caninos hasta la recuperacion de espermatozoides del epididimo, sobre la calidad
espermatica antes y después del proceso de criopreservacion (promedio +

desviacion estandar)

Parametros Grupo (tiempo de procesamiento)

evaluados 0 24 48 72
Antes del proceso de criopreservacion

?é'/oo)““dad total 795+ 497  69.0+84%  665+7.00° 520+ 1317
?(/,'/Oo)t"'dad Progresiva oo 5 41007 420+ 1751 450+ 11.55° 30.0+ 11.55
Integridad funcional oo /o) 403 5413+1351% 60.42+12.11° 68.92 + 10.35°

de membrana (%)

Después del proceso de criopreservacion

Motilidad total )
(%) 17.00+7.642 13.70+3.97% 11.40+6.10° 520+4.21
Motilidad progresiva 4 5, 5oma 61043000  3.70+£3.06®  1.80+ 1.55

(%)
Integridad funcional
de membrana (%)

50.46 £ 16.582 48.67 £ 12.748 4890+ 25.032 47.02 + 15.162

a,b,c

hinchazon de la parte distal de la cola
espermatica o enrollamiento de la misma,
mientras que aquellos espermatozoides sin
cambios en la cola se consideraron
funciona mente dafiados (HOST -), y losre-
sultados fueron expresados en porcentgje de
espermatozoides con membrana funcional
(HOST+).

Criopreservacion de espermatozoides
epididimarios

Para la congelacion, 2 ml de muestra
diluida(Tris+ espermatozoides epididimarios)
fue colocadaen un tubo Falcdn de 15 ml pre-
calentado (35 °C). Se afiadio 20% de yema
de huevo (v/v). En esta suspension se colo-
co, lentamente, y por las paredes del tubo,
5% de gliceral (v/v). Lamuestrafue someti-
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Superindices diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0.05)

da auna curva de enfriamiento; paraesto, €l
tubo facdn, que contienelamuestra, se colo-
cb en un vaso de precipitado de 500 ml con-
teniendo 250 ml de agua natural pre-caenta-
da(35°C) y sellevé arefrigeracion, de modo
guelatemperaturabge hasta5°C en untiem-
po, aproximado, de 90 minutos. El descenso
delatemperaturafue de un grado centigrado
cada 3 minutos.

La muestra refrigerada se envaso en
pajillas de 0.5 ml. Las pgjillas se colocaron
en gradillas dentro de una canastilla previa
mente enfriada 5 °C, y esta se colocd en €
cuello del tanque criogénico paraser expuesta
a vapores de nitrogeno durante 20 minutos
hasta a canzar -25 °C; luego se sumergio di-
rectamente en € nitrogeno liquido.
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Evaluacion de espermatozoides epididi-
marios despuésdel proceso de criopreser-
vacion

Paraladescongel acion delos esperma-
tozoides, cada pgjilla fue sumergida en agua
a40 °C por 40 segundos, y una aicuota fue
colocada en un microvial pre-calentado a 35
°C, e inmediatamente se evalud la motilidad
total, motilidad progresiva e integridad fun-
ciona de membrana.

Andlisis Estadistico

Losdatos fueron transformados aval o-
res angulares (angulo = arcoseno ./x) para
llevarlos aladigtribucion norma (Zar, 1999).
Seempled d andiss de varianza (ANOVA)
para determinar diferencia estadistica entre
la motilidad espermatica, integridad funcio-
na de membrana, concentracion y morfolo-
gia espermética (variables dependientes) en
el tiempo (0, 24, 48 y 72 horas) (varigbles
independientes); y la prueba de Tukey para
determinar diferencias entre grupos. Se tra-
baj6 con d programaestadistico Prism® v. 3.0.

ResuLTADOS

Los resultados obtenidos de la evalua-
cion redlizada antes y después del proceso
de criopreservacion se encuentran en € Cua-
dro 1. Lamotilidad espermética, tanto antes
como después de la criopreservacion sevie-
ron afectadas por € tiempo transcurrido en-
tre lamuerte del animal o la orquiectomiay
la recuperacion de los espermatozoides
(p<0.05).

Lamotilidad total previaalacriopreser-
vacion disminuy6 desde 79.5 a 52.0% luego
de 72 horas de almacenamiento a 5°C
(p<0.05). Una similar tendencia se presenta
paralamoatilidad progresiva (p<0.05). Luego
de la criopresarvacion, la disminucién de la
motilidad total como de laprogresivaesigual-
mente significativa, aunque se parte de
motilidades bastante bgjas (17.0y 7.2%en €
Grupo 0).
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Los vaores de integridad funciona de
membrana, antes y después de la
criopreservacion, no mostraron cambios de
importancia durante el tiempo de almacena
miento.

Discusion

Los resultados de motilidad total,
motilidad progresivaeintegridad funciond de
membrana muestran una tendencia a dismi-
nuir los valores con € incremento del tiempo
entre la orquiectomia o muerte y la recupe-
racion de |los espermatozoides del epididimo,
sendo esta disminucion significativaparalos
parametros de motilidad total y progresiva.

La motilidad total antes de la
criopreservacion fue superior ala reportada
por Tittardlli etal. (2006) y por Ponglowhapan
et al. (2006), aunque ligeramente inferior a
la encontrada por Hori et al. (2005a). De
igua manera, los resultados de motilidad to-
tal encontrados despuésdelacriopreservacion
fueron inferiores a los encontrados por Hori
et al. (2005a) y Ponglowhapan et al. (2006).
Los vadores superiores de motilidad encon-
trados antesy después de la criopreservacion
por Hori et al. (2005a) se pudieron deber ala
utilizacion de fluido prostético como medio
para recuperar los espermatozoides del
epididimo, ya que puede contener algunas
sustancias que pudieron haber protegido a
espermatozoide en el proceso de
criopreservacion; sin embargo, la importan-
cia funcional del plasma semina ain es
controversid. Rota et al. (1995) demostra-
ron en caninos que € plasma semind puede
ser perjudicia parala motilidad espermética
baj o ciertas condiciones de d macenamiento.
En un trabgjo reciente, Hori et al. (2009) ob-
tuvieron mayores porcentagjes de motilidad y
viabilidad a descongelado en los espermato-
zoides epididimarios caninos recuperados con
fluido prostético (FP) que con Tris-fructosa-
citrato y yema de huevo (EYT-FC), lo que
sugiere quelos espermatozoides epididimarios
sensibilizados en PF son resistentes a la
criopreservacion. No obstante, se requieren
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estudios adicionales para dilucidar € efecto
benéfico ddl plasma semina en la obtencién
de una mejor calidad de espermatozoides
epididimarios d descongelado.

El mayor porcentgje de motilidad total
luego de la criopreservacion obtenido por
Ponglowhapan et al. (2006) pudo deberse a
que después del descongelamiento, la pgilla
fue vaciada en una solucion Tris-fructosa
citrato a37 °C, lo cua pudo permitir lalibera-
cién de agunas sustancias esenciaes utiliza
das en la congelacion de semen como € gli-
ceral, y queagunosautoressugieren queger-
ce efectos tdxicos en el espermatozoide
(Curry, 2000; Holt, 2000).

El principa factor que produce unadis-
minucion en la motilidad de los
espermatozoides epididimarios antes de la
criopreservacion, es @ proceso de autolisis
como consecuencia del dafio celular causa
do por lahipoxiay anoxiaque se produce por
ladetencion del flujo de sangre hacialostei-
dos dd tegticulo y epididimo después de la
muerte dd animd (Tittardlli et al., 2007). Otro
factor importante que produce una disminu-
cion de la motilidad después de la
criopreservacion es el mismo proceso de
criopreservacion, ya que es una técnica que
puede conducir a la muerte o bien a dtera-
ciones funcionales del espermatozoide
(Amann y Pickett, 1987).

El mantenimiento de la integridad fun-
ciona delamembrana plasméticaes de fun-
damental importancia para que una célula
esperméticafinalice sufuncion primordid que
es la fecundacién; ademés, para recibir se-
fiales que modifican alacéulaalo largo del
proceso de espermatogénesis, asi como en €
tréngito y dmacenamiento en € epididimo, y
finalmente en la capacitacion (Cunningham,
2003). Losresultados de integridad funcional
de membrana antes y después de la
criopreservacion son smilares a los encon-
trados por Ponglowhapan et al. (2006), don-
de tampoco se encontraron diferencias signi-
ficativas;, sin embargo, son ligeramente infe-
riores a los encontrados por Tittarelli et al

(2006). En @ presente estudio, la membrana
plasmédtica, a pesar de no ser afectada tan
drésticamente como lamotilidad, también se
vio afectada por los procesos de autolisis y
congelacion.

CONCLUSIONES

? Lamoatilidad total y progresiva antes 'y
después de la criopreservacion se en-
cuentra afectada en espermatozoides
epididimarios recuperados alas 24 y 72
horas de almacenamiento a5 °C, mien-
tras que laintegridad funciona de mem-
branano se ve afectadadentro delas 72
horas de almacenamiento.

? Es posible obtener espermatozoides
epididimarios funcionaes hasta las 48
horas de la orquiectomia o muerte del
canino, pudiendo ser congelados. Sin
embargo, se obtiene una baja calidad
espermatica después de la
criopreservacion.
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