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COMPARACION DEL EFECTO DE DOSDILUYENTESSOBRE LA
FERTILIDAD POTENCIAL DE SEMEN CANINO REFRIGERADO

Alfonso Sanchez R.%, Arlette Cartagena P.?y Marco Berland O.3

ABSTRACT

Twenty canine gjaculates (2™ fraction) were obtained by digital manipulation with
the purpose of evaluating the effect of two extenders on the preservation of canine
spermatozoastored at 4 °C. Each € acul ate was eval uated through aspermiogram and the
hypo-osmotic swelling test (HOST). The gjacul ates were fractioned and diluted in arate
of 1:3 using egg yolk + TRIS + glucose + antibiotic (EYT) (365 mOsm/kg, pH 6.8) and
skimmed milk (0.5%fat, UHT-treated) + antibiotic (SM) (272 mOsm/kg, pH 6.8). Progressive
motility (PM) was 95.7 + 3.6% and the HOST responsewas 79.8 + 6.6% in fresh semen. In
order to compare the effect of the two extenders on the preservation of the potential
fertility, the PM and HOST were eval uated after 24, 48, 72, and 96 hours of storageat 4°C.
The values of PM and HOST for EYT were significantly higher compared to SM at all
times (p<0.05). Nevertheless, the PM (>70%) and HOST (>60%) observedinall evaluation
periods, independently of thetype of extenders, surpassed the minimum val uesestablished
as appropriate for the use of refrigerated canine semen for artificial insemination. In
conclusion, the skimmed milk extender proved to be an efficient, practical, and economical
method for preserving semen over a period of 3 to 4 days.

Key words: canine, spermatozoa, extender, chilled semen

Con el propésito de evaluar el efecto de dos diluyentes seminales sobre lafertilidad
potencial de espermatozoides caninos conservados a4 °C, se obtuvieron 20 eyacul ados
mediante manipulacién digital. Cada eyacul ado fue evaluado através de espermiograma
y delapruebahipoosmética(HOST), paraluego ser fraccionadoy diluidoenrelacion 1:3
con uno de los siguientes diluyentes: yema de huevo + TRIS (EYT) (365 mOsm/kg, pH
6.8) y leche descremada fluida UHT (LD) (272 mOsnv/kg, pH 6.8). En e semen fresco, la
motilidad progresiva (MP) fue 95.7 + 3.6% y larespuestaa HOST de 79.8 + 6.6%. Para
comparar €l efecto del diluyente sobrelapreservacion delafertilidad potencial, sereali-
zaron eval uaciones de M P eintegridad de membranacon HOST alas 24, 48, 72y 96 horas
derefrigeracion del semen, observandose mayoresvaloresde MPy de espermatozoides
dilatadosen el diluyente EY T en todoslostiempos (p<0.05). No obstante, losvaloresde
MP (>70%) y HOST (>60%) observados en cada uno de los tiempos de evaluacion,
independiente del tipo de diluyente, superaron los valores minimos establ ecidos como
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adecuados para uso del semen canino refrigerado en inseminacion artificial. En conclu-
sién, el diluyente en base a leche descremada UHT, de fécil preparacién y bajo costo,
resulta una alternativa de uso en la clinica de pequefios animales.

Palabras clave: canino, espermatozoide, diluyente, semen refrigerado

En laactualidad, la crianzade perros es
una aficién de distribucion mundial; conse-
cuentemente, la conservacion de semeny la
inseminacion artificia se han congtituido en
temas de adtarelevancia en la actividad me-
dico veterinaria. S bien lainseminacion arti-
ficia en las especies de interés zootécnico
representa un instrumento fundamental para
lamejoragenética, en la especie canina pre-
senta, ademas, aplicaciones clinicas para so-
lucionar problemas de apareamiento; por lo
que la adecuada preservacion, con la consi-
guiente posibilidad de transportar € semen,
resultan de gran utilidad (Linde-Forsberg,
1995).

Larefrigeracion del semen atempera-
turasqueflucttan entrelos4y 6 °C (Goodman
y Cain, 1993) es una dternativa smple para
la conservacién de espermatozoides caninos
con adecuada capacidad fecundante. Lare-
frigeracion del semen condiciona una menor
tasa metabdlica de |os espermatozoides, per-
mitiendo extender su supervivencia por pe-
riodos cortos. Se hadescrito que €l potencial
fecundante de los espermatozoides expues-
tos abgjastemperaturas, depende fundamen-
talmente de la resistencia de la membrana
plasmética (plasmaema) a dafio causado por
los cambios de temperatura (shock térmico)
(Hammerstedt et al.,1990).

Los diluyentes seminaes tienen como
principa funcion la proteccion de la integri-
dad y funcionalidad de la membrana
plasmética de los espermatozoides. Los
diluyentes proveen de sustratos energéticos
y permiten lamantencion de condiciones es-

tables de pH y osmolaridad en e medio
extracelular (Batellier et al., 2001).

Diferentestiposde diluyentes seminaes,
comerciales o preparados en € laboratorio,
han sido evaluados en su capacidad de man-
tener el potencia fecundante de semen cani-
no refrigerado. La composicion de dichos
diluyentes incluye sustancias como citrato,
hidroximetil-aminometano (Tris), N-Tris 2-
hidroximetil-2-acido sulfénico aminometano,
fosfato, glicina, leche descremada en polvo
reconstituida y calentada a 92 °C, leche
descremada fluida UHT, crema esterilizada,
fructosa, glucosa, yema de huevo y
antibiéticos (Bouchard et al., 1990; Iguer-
Ouada y Verstegen, 2001; Province et al.,
1984; Rota et al., 1995; Sanchez y Rubilar,
2001).

El diluyente més empleado para conser-
var semen canino refrigerado es e elabora
do en base a yema de huevo y Tris-citrato
(EYT) (Linde-Forsberg, 2001); con € cudl,
ademas, se describen las mayores tasas de
prefiez (Linde-Forsberg, 1995). Sin embar-
go, a considerar las necesidades clinicas en
términos de un diluyente semina defécil pre-
paraciony bgo costo, que permita conservar
semen refrigerado por algunos dias, resulta
interesante considerar el uso de leche
descremada fluida UHT (ultra high
temperature), tal como ha sido descrito por
Sanchez y Rubilar (2001).

En consecuencia, € objetivo deestetra-
bajo fue evaluar y comparar € efecto de dos
diluyentes seminaes de diferente complegji-
dad, sobre la integridad de la membrana
plasméatica y la motilidad progresiva de
espermatozoides caninosrefrigerados a4 °C.
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M ATERIALES Y METODOS

Obtenciéon de semen

Se obtuvieron 20 eyaculados mediante
el método de manipulacion digitd, colectando
unicamente la fraccion espermética de cada
eyaculado. Los donantes de semen fueron 5
perros. 3 Ovgero Alemén (5, 4 y 4 eyacu-
lados), 1 Boxer (5 eyaculados) y 1 Labrador
Retriver (2 eyaculados), sexua mente madu-
ros, con un peso promedio de 36.8 + 1.6 kg y
una edad promedio de 3.9 + 2.0 afios.

Espermiograma

Lasmuestras de semen fresco fueron eva-
luadas de acuerdo con € método descrito por
England y Allen (1989), registrandose volumen,
color, olor, matilidad progresva (MP) con mi-
croscopio de contraste de fase (100x y 400x) y
platina temperada a 37 °C, porcentgje de
espermatozoides vivos con tincion eosina
nigrosina, morfologia espermética mediante
Spermac Stain® evaluada mediante micros-
copia de campo claro, y concentracién
esperméatica mediante € recuento en camara
de Neubauer y dilucion 1:10 con aguadetilada

Prueba hipoosmatica (HOS-test)

Se redliz6 de acuerdo a lo descrito por
Sanchez et al. (2002), estiméandose como res-
puesta positivade laintegridad de membrana,
diferentes grados de dilatacion de los
espermatozoides.

Diluyentes seminales

Se utilizd € diluyente en base ayemade
huevo (EYT), € cua contenia TRIS (3.025
), &cido citrico (1.7 g), glucosa (1.25 g), pe-
nicilina benzatinica (100 mg), sulfato de
estreptomicina (100 mg), yema de huevo
(20%) y agua destilada (100 ml). El pH y la
osmolaridad fueron de 6.8 y 366 mOsm/kg,
respectivamente. El diluyente fue congelado
a-20 °Cy antes de usar fue descongelado y
entibiado a 37 °C.
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El segundo diluyente fue a base de le-
che descremada (LD), € cua contenia le-
che descremada fluida UHT (0.5% materia
grasa) adicionada con sulfato de
estreptomicina (50 mg/100ml) y penicilina
benzatinica (50 mg/100ml). El pH y la
osmolaridad fueron de 6.8 y 272 mOsn/kg,
respectivamente. Se prepar0 e diadelare-
coleccion de semen y fue entibiado a 37 °C
antes del uso.

Evaluacionesy andlisis estadistico

Al término de ladiluciéon y antes de la
refrigeracion (0 horas) seevaluo MP einte-
gridad de membrana. Ademés, alas 24, 48,
72y 96 horas de refrigeracion se tomo una
muestra del semen diluido, que fue
temperada a Bafio Maria 35 °C, donde se
evaluaron los mismos parametros de calidad
espermatica.

Para € andlisis estadistico, las varia-
bles dependientes motilidad progresiva (%)
eintegridad de membrana (%) fueron trans-
formadas segun la férmula angular del
arcoseno, afin deredizar un andisisunila-
teral delavarianza. Las diferencias se esti-
maron através de la prueba de hipétesis es-
pecifica de Tukey. Para determinar larela
cion entre motilidad progresiva y
funcionalidad de membrana se realizé un
andlisis de correlacion de Pearson. Se utili-
zaron los programas Excel-Software®© vy
Prisma®©.

REsuLTADOS Y Discusion

Los cinco perros utilizados como do-
nantes respondieron satisfactoriamente a
método de obtencidn de semen por manipu-
lacion digital, sin necesidad de perraen celo.
L as caracteristicas seminales de |os eyacu-
lados seindican en el Cuadro 1y pueden ser
consideradas como normales para la espe-
cie (England y Allen, 1989). Cabe resdtar
gue solo se utilizd la segunda fraccion de los
eyaculados, dado que se hadescrito un efecto
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Cuadro 1. Caracterigticas de semen fresco (n=20 eyaculados) obtenido de cinco perros
sexualmente maduros, de razas Ovejero Aleman, Boxer y Labrador Retriever

Variable Seminal Promedio+ de
Volumen (ml) 17+£05
Concentracion (x10%/ml) 260.4 + 72.9
Espermatozoides totales (x10°) 4149 + 178.3
Motilidad progresiva (%) 95.7+ 3.6
Espermatozoides vivos (%) 86.5+ 4.5
Espermatozoides normales (%) 87.7+6.9

Cuadro 2. Motilidad progresiva (%) en semen refrigerado (4 °C) de 20 eyaculados
obtenidos de cinco caninos sexua mente maduros

Tiempo de refrigeracion (horas)

Diluyente*

24 48 72 9%
EYT(n=20) 957+36 930+ 45° 910+ 6.0*° 89.0 + 6.1* 850+65
LD (n=20) 957+36 80+67° 80+78 820+86 750+80°

LEYT: Yema de huevo y Tris; LD: Leche descremada

2® Diferentes superindices dentro de columnas indican diferencias significativas (p £ 0.05)

negativo dedl fluido progtético en la motilidad
progresivadel semen canino refrigerado, tan-
to a4 °C (Rota et al., 1995) como a 5 °C
(Gunzel-Apel y Ekrod, 1991).

Al evduar la integridad de membrana
plasmatica en semen fresco, se observé un
79.8 = 6.6% de espermatozoides dilatados,
valores semejantes a los descritos en la lite-
ratura para espermatozoides caninos
(England y Plummer, 1993; Kumi-Diaka,
1993; Rodriguez-Gil et al. 1994; Rota et al.,
1995; Sanchez et al., 2002). Ademas, la co-
rrel acion entre estavariabley lamotilidad pro-
gresiva fue positivay significativa (r = 0.4;
p<0.05), confirmando lo observado en otros
estudios (England y Plummer, 1993; Kumi-
Diaka, 1993; Rodriguez-Gil et al., 1994;

Sanchez et al., 2002). La vaoracion de la
integridad de membranaplasméticapodriaser
incorporada ala evaluacion de rutina del se-
men canino, por cuanto se hadescrito que en
todos |os animales con fertilidad probada, los
valores de dilataci én espermética superan €
60%, ademas de ser una técnica sencilla de
redizar (England y Plummer, 1993).

En e Cuadro 2 se puede apreciar una
tendencia précticamentelineal en ladisminu-
cion de la motilidad progresiva en € semen
refrigerado, lo cua concuerda con lo obser-
vado en estudios de refrigeracion de semen
condigtintos diluyentesen caninos (Goodman
y Cain, 1993; Iguer-Ouaday Verstegen, 2001,
Province et al.,1984; Rota et al., 1995),
ovinos (Watson, 1981), equinos (Sanchez et

Rev Inv Vet Pertl
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Cuadro 3. Integridad de membrana espermatica (%) en semen canino refrigerado a4 °C

Tiempo de refrigeracién (horas)

Diluyente
0 24 48 72 9
EYT(n=20) 798+66 75.4+10.0° 74.4+ 7.1°2 73.2+85% 73.2+8.6
LD(n=20) 798+6.6 66.8+11.2 64.8+9.8 64.9+10.6 64.8+9.0°

4P piferentes superindices dentro de columnas indican diferencias estadisticas (p<0.05)

al., 1995; Varner et al., 1989) y felinos
(Sanchez y Tsutsui, 2002). Estas observacio-
nes podrian explicarse por un efecto
acumulativo del shock térmico sobre las cé&-
lulas espermaticas a través del tiempo
(Batdllier et al., 2001). Respecto a la com-
paracion entre diluyentes en los diferentes
tiempos de evaluacion, se pudo comprobar
diferencias significativas (p< 0.05) a partir
de las 24 horas de refrigeracion; sin embar-
go, cabe destacar que lamotilidad progresiva
acanzo vaores sobre 75% hasta las 96 ho-
ras, valores que pueden ser considerados
como excelentes en cuanto a las exigencias
para uso de semen canino en inseminacion
artificial (Linde-Forsberg, 2001).

La ocurrencia de mayores vaores de
motilidad progresiva con € diluyente EYT,
entre las 24 y las 96 horas de refrigeracion,
podria explicarse por su complga composi-
cion, lacud incluye sustancias buffer y azd-
cares, ademés de moléculas como lipopro-
teinas y fosfolipidos de la yema de huevo,
gue poseen lacapacidad de estabilizar lamem-
brana espermatica en condiciones de shock
térmico d interactuar conlaestructuralipidica
del plasmalema (Cookson et al., 1984;
Watson, 1981). No obstante lamoatilidad pro-
gresiva con d diluyente LD puede ser igua-
mente calificada como muy buena en todos
los tiempos de evaluacion, efecto que podria
ser atribuido a las proteinas de la leche que
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protegen la membrana plasmética del esper-
matozoide del shock térmico (Batellier et al .,
2001; Watson, 1990).

Al andizar la integridad de membrana
plasmética de |l os espermatozoides preserva
dos se pudo observar que @ porcentgje de
espermatozoides dilatados no mostré un mar-
cado patrén de disminucion lineal, compara:
ble a descrito para la motilidad progresiva.
(Cuadro 3). Esto permitiria sugerir que bagjo
condiciones de refrigeracion y en presencia
de moléculas estabilizadoras de membrana
como fosfolipidosy proteinas, lafunciondidad
de la membrana plasmatica seria mas esta-
ble que la capacidad metabdlica de los
espermatozoides paragenerar motilidad pro-
gresiva.

La proporcion de espermatozoides dila-
tados en respuesta a la prueba hipoosmatica
fue superior en EYT entrelas 24 y las 96 ho-
ras de refrigeracion (p<0.05); diferencias que
podrian radicar en la distinta composicion y
osmolaridad de los diluyentes (Rota et al.,
1995). Asi mismo, cabe destacar quelosvao-
res de respuesta a la prueba hipoosmatica en
ambos diluyentes fueron superiores d 60%
durante todo € periodo del ensayo. EStos var
lores podrian ser considerados como adecua
dos para la seleccidn de semen canino enin-
seminacion artificia (England y Plummer,
1993; Kumi-Diaka, 1993; Rodriguez-Gil et al .,
1994; Rotaet al., 1995; Sanchez et al ., 2002).
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CONCLUSION

El empleo de leche descremada fluida
UHT (0.5% materia grasq), sin incorpora-
cion de sustancias buffer y azlcar, como
diluyente parala conservacion de semen ca
nino a 4 °C, proporciona resultados de
motilidad progresivaeintegridad de membra-
na esper-méticaque permitirian su utilizacion
en inseminacién artificia hasta por 96 horas
de refrigeracion, restando aln la realizacion
de estudios de fertilidad real para semen ca
nino conservado bgjo estas condiciones.
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