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RESUMEN: Este articulo pretende evaluar si los principales procedimientos de la preservacion seminal (refrige-
racion y congelacién) pueden ser complementarios y mostrar un cierto grado de adicién. Para tal fin, se plani-
fico una experiencia donde partiendo de 18 eyaculados de 6 perros, el semen refrigerado durante diferentes
periodos de tiempo (1, 6, 12, 24 y 48 horas), era posteriormente congelado en nitrégeno liquido.
Posteriormente, muestras de los distintos grupos experimentales eran descongeladas y la calidad seminal post-
descongelacion fue definida. Los resultados mostraron que no existian diferencias significativas entre las mues-
tras congeladas por un procedimiento convencional (nitrégeno liquido) y las muestras congeladas tras diferen-
tes periodos de refrigeracion, para ninguno de los parametros seminales evaluados (motilidad espermatica, por-
centaje de acrosomias y porcentaje de morfoanomalias). En consecuencia, este estudio permite concluir que la
refrigeracion del semen hasta 48 horas antes de la crioconservacion no produce una disminucion de la calidad
seminal comparado con el semen criopreservado por el procedimiento tradicional; por tanto, las limitaciones
asociadas con el transporte de semen congelado (nitrégeno liquido) podrian superarse por el uso de semen refri-

gerado, que podria posteriormente ser congelado en destino.

Introduccién

La refrigeracion y la congelacion del
semen reducen la actividad metaboli-
ca de los espermatozoides y, conse-
cuentemente, preserva la viabilidad
espermatica (Meyers 2006). Sin
embargo, ambos procedimientos
muestran ventajas y limitaciones. El
semen canino es altamente estable
durante el proceso de refrigeracion,
permitiendo el mantenimiento de
niveles aceptables de calidad seminal
a corto plazo (Verstegen y cols. 2005;
Ponglowhapan y cols. 2004).
Diferentes estudios han confirmado
que el semen canino puede ser preser-
vado a 4 °C durante 5-7 dias en un
diluyente a base de Tris-glucosa-
huevo (Verstegen y cols. 2005;
Nizédnski y cols. 2009), y tras este
periodo de tiempo, la calidad seminal
disminuye. Sin embargo, desde un
punto de vista practico, el semen
refrigerado deberia utilizarse en las
primeras 48 horas (Pefla y cols.
2006), y numeroso estudios han con-
firmado que el periodo de conserva-
cion y el tipo de recipiente que con-

tiene el semen influencian marcada-
mente sobre la viabilidad del semen
refrigerado (Pinto y cols. 1999;
Lopes y cols. 2009). Por otro la lado,
la congelacion seminal es mas com-
pleja que la refrigeracion y genera
una marcada degradacion de la cali-
dad seminal tras la congelacion-des-
congelacion (Pefia y cols. 2006). No
obstante, la congelacion del semen
representa una herramienta basica en
las técnicas de reproduccion asistida
(ART), permitiendo el almacena-
miento de muestras bioldgicas de alto
valor genético durante un periodo
indefinido de tiempo.

En las tultimas décadas, el trans-
porte de material biologico (entre
territorios cercanos y lejanos) se ha
vuelto un procedimiento comun den-
tro de la ART (Hendricks y cols.
2010). En las Islas Canarias, el envio
de muestras de semen hacia otros pai-
ses, que se encuentran geograficamen-
te alejados de las islas, ocurre cada vez
con mayor frecuencia. La mayor parte
de las veces, estas muestras son envia-
das como semen refrigerado, y el
transporte de semen tarde entre 12 y

48 horas, por lo que esas muestras se
utilizan habitualmente para perras que
se encuentran en celo y requieren una
inseminacion inmediata. Por el contra-
rio, el transporte de semen congelado,
especialmente si se tratan de envios
internacionales, siempre requiere el
uso de nitrégeno liquido (Pefia y cols.
2006; Hendricks y cols. 2010). En el
momento actual, el transporte aéreo de
muestras seminales en nitrégeno liqui-
do se encuentra sujeto a regulacion
como material peligroso y, en conse-
cuencia, el transporte se muestras con-
geladas de semen resulta muy comple-
jo y dificil de realizar (Bielanski
2005). Tales restricciones tienden a
desaparecer cuando el semen es remi-
tido como semen refrigerado (Her-
mansson y Linde-Forsberg, 2006). Por
tanto, seria muy interesante valorar la
posibilidad de remitir muestras refri-
geradas y una vez llegada a destino,
congelar esas muestras para su alma-
cenamiento a largo plazo para un uso
posterior.

El objetivo del presente estudio
era determinar la calidad seminal de
muestras congeladas-descongeladas,
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tras haber sido previamente refrigera-
das (a 4 °C) hasta 48 horas en un dilu-
yente a base de Tris-glucosa-yema y
comparar la viabilidad espermatica
con aquella observada en muestras
congeladas siguiendo un protocolo
tradicional.

Material y métodos
Animales

Se utilizaron 6 perros adultos, entre 2
y 5 afios de edad y pesando entre 12 y
30 kg, cedidos por sus propietarios
para el estudio. Los animales se ali-
mentaban a base de pienso comercial,
disponian siempre de agua y se encon-
traban con un plan sanitario adecuado.
Todo el trabajo experimental se realizo
de acuerdo a la normativa europea
para experimentacion animal.

Diseiio experimental

Tres eyaculados de cada uno de los 6
perros, se recogio y tras su valoracion
individual, se mezclo en un pool, para
posteriormente dividir las muestras
resultantes en 6 alicuotas. La primera
alicuota (alicuota C, control) se dilu-
yo con un primer diluyente (Tris-glu-
cosa, 20% yema de huevo, 3% glice-
rol) y después de 1 hora de equilibra-
do a 4 °C, se anadi6 un 2° diluyente
(Tris-glucosa, 20% yema de huevo,
7% glicerol), para alcanzar una con-
centracion final de 100 x 10° esper-
matozoides/ml, 20% de yema de
huevo y 5% glicerol. Las restantes 5
alicuotas (R1, R6, R12, R24, R48) se
diluyeron con un diluyente de refrige-
racion (Tris-glucosa, 20% yema de
huevo, 0% glicerol) y se enfriaron a 4
°C durante diferentes periodos de
tiempo (1, 6, 12, 24 y 48 horas, res-
pectivamente); tras el periodo de
refrigeracion, se afadié un segundo
diluyente (Tris-glucosa, 20% yema
de huevo, 10% glicerol). Finalmente,
las muestras seminales (alicuotas C,
R1, R6, R12, R24 y R48) se envasa-
ron en pajuelas (0.5 mL) y congela-
ron en nitrégeno liquido. Tras la des-
congelacion, la calidad seminal se

valord, en un total de 30 dosis para
cada uno de los grupos experimenta-
les.

Recogida y valoracion seminal

Los eyaculados se recogieron por
estimulacion manual, intentando
obtener exclusivamente la 2* fraccion
del eyaculado que se deposito en un
tubo graduado. Inmediatamente tras
la recogida, el volumen, concentra-
cion espermatica, motilidad indivi-
dual y porcentajes de morfoanomali-
as y acrosomias espermaticas fueron
definidas en cada una de las muestras
seminales.

El volumen se determinaba por
lectura directa sobre el tubo gradua-
do, mientras la concentracion esper-
matica se valord utilizando un espec-
tofotometro (Spermacue®, Minitube
GmbH) calibrado para semen canino.
El porcentaje de espermatozoides
motiles (motilidad total, motilidad indi-
vidual) se determiné utilizando un
sistema de automatico de analisis
computerizado (CASA system, Sperm
Vision Lite®, Minitube Ibérica) sobre
un minimo de 1000 células esperma-
ticas/muestra. Finalmente, los por-
centajes de espermatozoides con
acrosoma alterado y morfologia anor-
mal (cabeza, pieza intermedia y cola)
se determinaron mediante la técnica
de tincion Spermac®, valorando un
minimo de 100 células espermaticas
por preparacion, mediante un micros-
copio de contraste de fases a 1000X
de magnificacion (Pefia, 2004).

Procesado seminal, refrigeracion y
congelacion seminal

Tras la evaluacion individual, los
eyaculados se mezclaron y el pool
resultante se dividia en 6 alicuotas (1-
2 ml/alicuota). Una alicuota (alicuota
control, C), representando 1/6 parte
del total del volumen del pool, se pro-
ceso siguiendo el método tradicional
(primera dilucion, 1 hora de equili-
brado a 4 °C, segunda dilucién), para
finalmente envasarse en pajuelas de
0.5 mL y congelarse en nitrogeno

liquido. Las restantes muestras semi-
nales (5/6 de las alicuotas) se dispu-
sieron en un tubo calibrado (a tempe-
ratura ambiente) y se adiciond un
diluyente de refrigeracion (Tris-glu-
cosa, 20% yema de huevo, 0% glice-
rol), para obtener una concentracion
final de 200 x 10° espermatozoides/ml;
estas 5 alicuotas fueron enfriadas
durante diferentes periodos de tiem-
po: R1 (1 hora), R6 (6 horas), R 12
(12 horas), R 24 (24 horas) y R 48 (48
horas), para posteriormente afiadirle
un diluyente de congelacion (similar
composicion al de refrigeracion, pero
con un 10% de glicerol), alcanzando
una composicion final similar a la
obtenida en la alicuota C. Finalmente,
las muestras seminales fueron enva-
sadas (0.5 mL) y congeladas en nitro-
geno liquido.

Valoracion de la calidad seminal
post-descongelacion

Aproximadamente 1 mes tras la con-
gelacion, las pajuelas se descongela-
ron en bafio Maria (70 °C, 8 segun-
dos) y se disponian en un tubo con
0.5 mL de un tampoén Tris precalenta-
do a 37 °C. Tras un calentamiento (37
°C) durante 5 minutos, la calidad
seminal (motilidad espermatica, por-
centajes de acrosomias y morfoano-
malias espermaticas) se valoraba, uti-
lizando las mismas técnicas y proce-
dimientos que los descritos para el
semen fresco.

Analisis espermatico

Los resultados se presentan como
media (= error estandar de la media).
Los datos de motilidad espermatica,
porcentajes de morfoanomalias y por-
centajes de acrosomias se analizaron
utilizando un andlisis repetido de
varianza (ANOVA) mediante SAS
software (SAS Institute, NC, USA).
Cuando se detectaron diferencias sig-
nificativas, las medias se comparaban
utilizando el test de Tukey. Los valo-
res se consideraban significativamen-
te diferentes cuando p <0.05.
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Resultados

Las caracteristicas seminales del semen
en fresco (una vez mezclado) se pre-
sentan en la Tabla 1. Los valores fue-
ron bastantes uniformes entre los
machos, no existiendo diferencias
significativas entre ninguno de los
eyaculados seleccionados.

Respecto al porcentaje de motili-
dad espermatica, antes de la congela-
cion, los valores fueron muy similares
entre los grupos experimentales (70-
80%), sin detectarse diferencias signi-
ficativas. En la Tabla 2, se reflejan los
porcentajes de espermatozoides con
motilidad total y con motilidad pro-
gresiva, en las muestras congeladas-
descongeladas. Tras la descongela-
cion, las muestras previamente refri-
geradas durante 1 y 6 horas (R1 y R6)
mostraban los valores mas elevados
de motilidad espermatica, detectando-
se diferencias significativas (p<0.05)
respecto a las muestras R12, R24 y
R48. Al compararse el grupo control
(C) con las muestras refrigeradas
antes de la congelacion (R1, R6, R12,
R24, R48), no se observaron diferen-
cias significativas en los porcentajes
de espermatozoides motiles totales.

Los porcentajes de espermatozoi-
des con morfologia anormal se mues-
tran en la Tabla 3, observandose que
no existen diferencias significativas
entre los grupos, con valores muy
homogéneos entre un 15 y un 20%. La
mayor proporcion de anormalidades
espermaticas se observaron a nivel de
la cola espermatica, siendo esta distri-
buciéon muy uniforme en todos los
grupos experimentales. Finalmente, la
Tabla 4 registra los valores de acroso-
mas alterados; de manera similar a la
morfologia espermética, los valores
medios de acrosomas alterados
(rango: 7-10%) no mostraba cambios
significativos entre las muestras refri-
geradas antes de congelarse (R1, R6,
R12, R24, R48) y el grupo control.

Discusion

Los resultados del presente estudio
claramente demostraron que la cali-

Tabla 1. Caracteristicas (media + dem) del semen fresco una vez mezclado (pool)

Concentracién Motilidad Motilidad Espermatozoides | Acrosomas
espermatica espermatica progresiva anormales no alterados

(x 10° células/mL) | total (%) (%) (%) (%)
201.33 £ 20.9 |93.42 £ 2.2 | 86.26 £ 2.7 19.67 = 1.7 96.67 + 2.4

Tabla 2. Porcentajes (media + dem) de espermatozoides motiles totales y con
motilidad progresiva en muestras congeladas-descongeladas.

Motilidad total (%) Motilidad progresiva (%)
Refrigeracion antes =, .
Tras descongelacién Tras descongelacién

de la congelacién

Control* 63.21 + 1.21® 39.94 + 2.03°
1h 67.03 £ 1.79* 49.10 + 2.86°
6 h 69.54 £+ 1.56° 52.23 £ 2.42°
12 h 60.90 = 1.45° 36.33 £ 2.19°
24 h 61.22 + 1.62° 36.05 + 2.88°
48 h 60.71 + 1.87° 33.46 + 2.52°

1: semen congelado siguiendo un método tradicional

ab: Letras diferentes dentro de la misma columna representan diferencias significativas (p<0.05).

Tabla 3. Porcentajes (media + dem) de espermatozoides con morfologia anormal

en muestras congeladas-descongeladas

Tiempo de refrigeracion previo a la congelacion
Anomalias

L Control* 1 hora 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas

espermaticas
Cabeza 1.33+0.3| 1.20+ 0.3 1.27 £0.3 1.33+£0.2 1.07+0.4 2.13£0.3
(0.0-4.0) (0.0-3.0)  (0.00-3.00) (0.00-3.00) (0.00-6.00) (0.00-4.00)
Pieza 3.20 £ 0.5 | 2.80 £ 0.42 2.93 £ 0.4 4,07 £0.7 3.73+£0.5 38704
intermedia  (1.0-8.0) (0.0-6.0)  (1.00-6.00) (0.00-9.00) (1.00-7.00) (2.00-7.00)
Cola 13.93 £1.1|13.60 £ 1.3 12.87 £ 0.9 13.20 £ 1.1 13.67 £ 1.1 12.80 £ 1.0
(7.0-21.0) | (5.0-20.0) (7.0-20.0)  (5.0-21.0) (5.0-20.0) (7.0-20.0)
18.47 £ 1.4 17.60 + 1.3 17.07 £ 1.0 18.60 + 1.3 18.47 + 1.5 18.80 + 1.1
Total (12.0-29.0) | (9.0-24.0) (13.0-26.0) (9.0-26.0) (9.0-27.0) (11.0-27.0)

1: semen congelado mediante un protocolo tradicional

Tabla 4. Porcentajes (media + dem) of acrosomas dafiados en muestras congela-

das-descongeladas.

Tiempo de refrigeracion previo a la congelacion

Control* 1 hora 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
7.00 = 1.04 | 8.00 £ 0.93| 7.13 £ 0.98|7.47 £ 1.13| 8.53 £ 1.09(10.47 + 1.1
(1.0-19.0) (4.0-13.0) (3.0-14.0) | (2.0-16.0) | (3.0-16.0) | (3.0-17.0)

1: semen congelado mediante un protocolo tradicional

dad seminal post-descongelacion de
muestras caninas refrigeradas hasta
48 horas era comparable a la observa-
da en muestras congeladas siguiendo
un protocolo tradicional.

Una gran mayoria de estudios han
confirmado que la motilidad esper-
matica no se modifica marcadamente

durante las primeras 48 horas de con-
servacion a 4 °C, con valores medios
entre 60 y 80% (Rota y cols. 1995,
England y Ponzio 1996, Iguer-Ouada
y Verstegen 2001a, Ponglowhapan y
cols. 2004, Shahiduzzaman y Linde-
Forsberg 2007, Nizansky y cols.
2009). Sin embargo, otros autores
(Hermansson y Linde-Forsberg 2006,
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Ponglowhapan y cols. 2006) afirman
que la motilidad espermatica canina
disminuye tras s6lo 48 horas de refri-
geracion. En nuestro estudio, la moti-
lidad espermatica permanecio practi-
camente inalterada en el semen refri-
gerado, con porcentajes medios supe-
riores al 70% durante las 48 horas;
asimismo, no se detectaron diferen-
cias entre las muestras refrigeradas
(R1, R6, R12, R24, R48) y el grupo
control. Por tanto, podria asumirse
que la motilidad espermatica de los
diferentes grupos experimentales
antes de la congelacion era practica-
mente similar. Tras la congelacion-
descongelacion, la motilidad esper-
matica total de las muestras refrigera-
das hasta 48 horas no mostraba dife-
rencias con las muestras conservadas
de un modo convencional (C). Estos
resultados son comparables a los des-
critos por la mayoria de los autores
que utilizan un sistema convencional
(sin refrigeracion previa) para la crio-
preservacion del semen, con valores
de motilidad post-descongelacion
que oscilan entre un 45-70% (Hay y
cols. 1997, Strom y cols. 1997, Rota 'y
cols. 1999, Yildiz y cols, 2000, Iguer-
Ouada y Verstegen 2001b, Martins-
Bessa y cols. 2006, Bencharif y cols.
2010). Por lo tanto, los resultados de
motilidad espermatica pueden indicar
que la refrigeracion del semen a 4°C
hasta durante 48 horas antes de su
congelacion no muestran desventajas
respecto al método directo de criopre-
servacion.

Por otro lado, 1a motilidad esper-
matica post-descongelacion en las
muestras refrigeradas antes de conge-
larse, mostraba diferencias significa-
tivas en funcion del periodo de alma-
cenamiento a 4°C. De hecho, las ali-
cuotas R1 y R6 presentaron mayores
porcentajes de espermatozoides con
motilidad progresiva que las alicuotas
R12, R24 y R48. Esta perfectamente
asumido que los espermatozoides del
perro son muy estables cuando se
refrigeran, y que la motilidad esper-
matica puede permanecer elevada
durante un elevado periodo de tiempo
(Verstegen y cols. 2005, Shahiduz-

zaman y Linde-Forsberg 2007), y no
se detectan cambios en la capacidad
funcional del espermatozoide (Kumi-
Diaka y Badtrama 1994). Del mismo
modo, la criopreservacion del semen
canino produce una degradacion evi-
dente de las células espermaticas,
resultando en una obvia reduccion de
la motilidad espermatica (Farstad
1996, Peiia y cols. 2006). En nuestro
estudio, la motilidad espermatica
antes de la congelacion no se modifi-
co por el tiempo de refrigeracion; sin
embargo, el descenso detectado en la
motilidad post-descongelacion de las
muestras pertenecientes a los alicuo-
tas R12, R24 y R48 puede ser resulta-
do de una reduccion en la capacidad
de los espermatozoides para soportar
el proceso de criopreservacion, como
consecuencia del incremento del
periodo de refrigeracion. En cual-
quier caso, no hay que descartar que
las diferencias en la motilidad esper-
matica post-descongelacion pueden
ser debidas a la refrigeracion o la
congelacion, y por las interacciones
entre ambos procesos.

Respecto al porcentaje de anor-
malidades espermaticas, los resulta-
dos mostraron que la refrigeracion
del semen hasta 48 horas antes de
congelarse no generaba un mayor
desarrollo de morfoanomalias esper-
maticas, con una distribucion muy
uniforme entre los grupos experimen-
tales. Nuestros resultados fueron
similares a los descritos por otros
autores, tanto en semen refrigerado a
4 °C (Farstad 1996, Pefa y cols.
2006) como en muestras congeladas-
descongeladas (Silva y Verstegen
1995, Silva y cols. 1996, Alamo y
cols.. 2005, Batista y cols.. 2006) en
diferentes razas caninas. De manera
paralela a las anomalias morfologi-
cas, los porcentajes de acrosomas
alterados mostraron valores (7-10%)
compatibles con los descritos para
muestras refrigeradas y tras su des-
congelacion (5-22%; Hay y cols.
1997; Alamo y cols. 2005, Batista y
cols. 2006). En espermatozoides pro-
cedentes del epididimo, la refrigera-
cion del semen (hasta 4 dias) antes de

la congelacion no generaba modifica-
ciones en el porcentaje de espermato-
zoides con acrosoma danado (12-
20%; Ponglowhapan y cols. 2006).
Por el contrario, Hermansson y
Linde-Forsberg (2006) detectaron un
progresivo incremento en el porcen-
taje de acrosomas dafiados post-des-
congelacion, conforme se incremen-
taba el periodo de refrigeracion pre-
vio a la congelacion (de un 20 a un
38%), si bien no encontraron diferen-
cias significativas, probablemente
como consecuencia del bajo niimero
de pajuelas que evaluaron en dicho
estudio. En nuestro estudio, la falta
de diferencias en los porcentajes de
anomalias morfoldgicas y acrosomias
post-descongelacion entre los dife-
rentes grupos experimentales resulta
consistente con el analisis de motili-
dad espermatica, puesto que la moti-
lidad espermatica no se modifica sus-
tancialmente en las muestras congela-
das tras un periodo previo de refrige-
racion y las muestras congeladas tras
un protocolo convencional. En este
sentido, la refrigeracion del semen
(hasta 48 horas) antes de congelarse y
la crio-preservacion directa podran
considerarse procesos igualmente
validos.

En conclusion, nuestro estudio
mostr6 que la refrigeracion del semen
(4°C) hasta 48 horas antes de la con-
gelacion no producia una disminu-
cion en la calidad del semen cuando
se comparaba con muestras seminales
congeladas de una manera tradicio-
nal. Por lo tanto, en la especie canina,
la congelacion del semen que haya
sido previamente refrigerado hasta 2
dias podria ser una alternativa tan
efectiva como el método habitual de
criopreservacion seminal. Las limita-
ciones asociadas con el transporte de
semen congelado podrian superarse
con el uso del semen refrigerado. De
esta forma, el semen refrigerado
podria ser directamente crioconserva-
do tras su envio, confirmando la com-
plementariedad de ambas técnicas
para la preservacion de muestras
seminales.
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