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Congelacion de Semen Epididimal Canino con Yema de Huevo
Centrifugada

FREEZING OF EPIDIDYMAL CANINE SPERM WITH CENTRIFUGED EGG YOLK

Giovanni Restrepo B.'*, Carlos Andrés Madrid R.2, Laura Prieto R.%,
Juan Esteban Duque C.’, Alexandra Usuga S.2

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el uso de yema de huevo centrifugada
(YHC) en la congelacion de espermatozoides epididimales caninos. Se obtuvieron los
complejos testiculo-epididimo (CTE) después de la orquiectomia de 20 perros domésti-
cos (Canis familiaris) de varias razas y en un rango de edad entre 1 y 6 afios. Se
disecciond la cola del epididimo y se obtuvieron los espermatozoides mediante la técnica
de flujo retrégrado. Los espermatozoides obtenidos se dividieron en dos alicuotas y se
diluyeron en Triladyl® suplementado con YHC al 10% (YHC10) o YHC al 20% (YHC20).
Se realiz6 la congelacion del semen mediante un protocolo convencional con vapores de
nitrégeno liquido en pajillas para 0.5 ml. Se utiliz6 un sistema computarizado para evaluar
la movilidad, la cinética y la concentracion de los espermatozoides. Adicionalmente, se
evaluaron posdescongelacion la vitalidad espermatica (VE), la morfologia anormal (MA)
y la integridad de la membrana plasmatica (HOS). El analisis estadistico se realizd me-
diante el ajuste de modelos lineales generalizados (GLM) y la comparacién de medias por
la prueba de Tukey. Para YHC10 se encontraron valores superiores para las velocidades
lineal (VSL), curvilinea (VCL) y media (VAP) en comparacion con YHC20 (p<0.05). No se
encontraron diferencias relacionadas con la concentracion de YHC para otros parametros
de movilidad y cinética espermatica, asi como para VE, MA y HOS. Se concluye que la
YHC puede ser utilizada como suplemento para la congelacion de semen epididimal
canino. Adicionalmente, cuando la YHC se utiliza en una proporcion del 10% del diluyente,
favorece la cinética espermatica posdescongelacion.
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Congelacion de semen epididimal canino

The aim of this research was to evaluate the use of centrifuged egg yolk (CEY) in the
freezing process of canine epididymal spermatozoa. Testicular-epididymis complexes
(TECs) were obtained after the orchiectomy of 20 domestic dogs (Canis familiaris) of
different breeds and with an age range between 1 and 6 years. The tail of the epididymis
was dissected and spermatozoa were obtained by the retrograde flow technique. The
spermatozoa were divided into two aliquots and extended in Triladyl® supplemented
with 10% CEY (CEY10) or 20% CEY (CEY20). Semen freezing was performed using a
standard protocol with liquid nitrogen vapors and semen was packed in straws of 0.5 ml.
A computerized system was used to evaluate the motility, kinetics and concentration of
spermatozoa. In addition, post-thawing sperm vitality (VE), abnormal morphology (MA)
and plasma membrane integrity (HOS) were evaluated. Statistical analysis was performed
by adjusting generalized linear models (GLM) and comparing means by the Tukey test.
For CEY 10 higher values for linear (VSL), curvilinear (VCL) and mean (VAP) velocities
were found compared to CEY20 (p<0.05). There were no differences related to the
concentration of CEY for other parameters as motility, sperm kinetics, VE, MA and HOS.
It is concluded that CEY can be used as supplement for the freezing process of canine
epididymal semen. Additionally, when the CEY is used in a proportion of 10% of the

extender, it favors the post-thawing sperm kinetics.

Key words: cryopreservation; extender; spermatozoa; epididymis

INTRODUCCION

La obtencion de espermatozoides direc-
tamente desde la cola del epididimo es una
técnica para la reproduccion asistida, itil como
recurso importante en casos de animales de
alto valor genético o alta estima, que deben
ser esterilizados o que mueren (Mota y Ma-
chado, 2012). En los caninos son comunes
situaciones como accidentes, intoxicaciones
o enfermedades, que subitamente pueden
desencadenar en la orquiectomia, eutanasia
o muerte; de manera que la obtencion de
espermatozoides almacenados en la cola del
epididimo puede ser la inica opcion para pre-
servar el material genético (Armas et al.,
2011). Se han realizado estudios en varias
especies animales que han permitido demos-
trar la factibilidad de recuperar y conservar
espermatozoides provenientes del epididimo,
asi como desarrollar diferentes métodos de
extraccion y criopreservacion de dichas cé-
lulas (Alvarez y Arismendi, 2006; Monteiro
et al., 2009; Jiménez et al., 2013; Ribeiro-
Peres et al., 2014).
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Yu y Leibo (2002) observaron que no
se produce una reduccion significativa de la
integridad de la membrana y el acrosoma de
espermatozoides caninos recuperados desde
los epididimos, luego de ser refrigerados a 4 °C
durante 48 h, ni tampoco encontraron una dis-
minucion evidente de la integridad de la mem-
brana en espermatozoides recuperados des-
pués de dos dias de tener conservados los
epididimos a 4 °C. En forma coincidente, Ar-
mas et al. (2011) indican 48 h como maximo
para recuperar y criopreservar espermato-
zoides caninos obtenidos de la cola del
epididimo posterior a la orquiectomia. Por otro
lado, Gonzalez et al. (2013) observaron una
reduccion progresiva de la movilidad, la inte-
gridad de membrana y la integridad del
acrosoma entre las 3 y las 72 h de almacena-
miento post mortem y posdescongelacion.
Otros investigadores han evaluado aspectos
como el uso de crioprotectores, las tasas de
congelacion y los métodos de separacion
espermatica para la criopreservacion de se-
men epididimal canino (Hewitt et al., 2001;
Hishinuma y Sekine, 2004; Ponglowhapan y
Chatdarong, 2008).
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Otro punto de interés ha sido el uso de
diluyentes o suplementos apropiados para la
criopreservacion de espermatozoides
epididimales caninos. Tittarelli et al. (2006)
compararon la conservacion de la calidad del
semen de epididimos almacenado a 4 °C por
24, 48 o 72 h, diluido en solucién salina
isotonica estéril o en diluyente tris-yema de
huevo (YH), hallando solo a favor de este
ultimo, diferencias en la integridad del
acrosoma. Nothling et al. (2007) encontra-
ron que el diluyente Biladyl suplementado con
pasta Equex STM es mas adecuado para la
congelaciéon de los espermatozoides
epididimales caninos que el diluyente
Andromed, y que el liquido prostatico mejora
la congelabilidad y la longevidad
posdescongelacion de dichas células. Mota
et al. (2014) utilizaron los diluyentes ACP-
106¢ (diluyente de agua de coco en polvo) y
TRIS para la congelacion espermatica, con
resultados equivalentes posdescongelacion
para ambos diluyentes en cuanto a la movili-
dad, la cinética, la morfologia y la integridad
de la membrana de los espermatozoides.

En diferentes reportes de criopreser-
vacion de semen canino, la YH ha sido un
aditivo comun en los diluyentes, en concen-
traciones que varian entre el 5, 10 y 20%
(Barbosa et al., 2009; Martins et al., 2012;
Cardoso et al., 2010). El efecto protector de
la YH ha sido atribuido principalmente a su
fraccion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), responsable de la resistencia al cho-
que térmico y la mejora de la movilidad, a
través de la prevencion de la pérdida de los
fosfolipidos de la membrana (Amirat et al.,
2004; Cardoso et al.,2010). Sin embargo, se
conoce que la YH genera riesgo microbiolo-
gicoy alteraciones de la movilidad, la integri-
dad del acrosoma y la fosforilacion oxidativa
de los espermatozoides; ademas, ocasiona
complicaciones para realizar investigaciones
bioquimicas, metabdlicas y microscopicas del
semen (Wall y Foote, 1999; Moussa et al.,
2002; Sariozkan et al., 2010). De otro lado,
el uso de altas proporciones de YH requiere
la adicion de detergentes para la solubilizacion
de la misma, como es el caso de la pasta
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Equex STM (Nothling et al., 2007; Abdel-
Malak et al., 2015).

Un estudio reciente demostré que la
suplementacion del diluyente con LDL mejo-
ra la calidad de los espermatozoides
epididimales caninos durante la congelacion,
especialmente con un efecto favorable sobre
la integridad de la membrana plasmatica
(Prapaiwan et al., 2016). Sin embargo, la
obtencion de LDL puede ser limitada por su
alto costo o por procesos de extraccion que,
aunque son eficientes, podrian considerarse
dispendiosos y prolongados, ademas de re-
querir aditivos y equipos de centrifugacion de
alto rendimiento (10 000-50 000 g) (Wall y
Foote, 1999; Moussa et al., 2002; Pillet et
al., 2011). Una alternativa esté en el uso de
yema de huevo centrifugada (YHC), la cual
posee una menor cantidad de constituyentes
de YH y proporciona una mayor proteccion
de la movilidad, la integridad de membrana y
la morfologia de los espermatozoides en los
procesos de congelacion-descongelacion
(Nouri et al., 2013). Adicionalmente, la pro-
duccion de YHC puede realizarse mediante
procesos mas simples y es adecuada para
realizar estudios espermaticos por sistemas
computarizados (CASA), al permitir la reduc-
cion de la viscosidad del diluyente (Nouri et
al., 2013; Restrepo et al., 2016).

El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el uso de YHC en la congelacion de
espermatozoides epididimales caninos.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Muestras Bioldgicas

Se obtuvieron 40 complejos testiculo-
epididimo (CTE) después de la orquiectomia
de 20 perros domésticos (Canis familiaris)
de varias razas, con edades entre 1 y 6 afios,
ubicados y mantenidos en iguales condicio-
nes de ambiente, manejo y alimentacion, en
un criadero del municipio de Bello (Antioquia,
Colombia). Los CTE se transportaron y man-
tuvieron en refrigeracion a 5 °C durante 2 h.
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Una vez en el laboratorio se lavaron con
solucion salina fisiologica (NaCl al 0.9%), se
procediod con la separacion de los epididimos
de los CTE y se removid por diseccion el te-
jido conjuntivo. Se diseccionaron la cola del
epididimo y el conducto deferente proximal
de acuerdo a lo descrito por Hewitt et al.
(2001). Los espermatozoides de la cauda
epididimal se recuperaron mediante la técni-
ca de flujo retrogrado previamente reportada
en caninos por Mota et al. (2014), para lo
cual, se utilizaron 20 ml del diluyente
EquiPlus® (Minitube, Alemania). Las mues-
tras provenientes de cada par de epididimos
se mezclaron después de su extraccion.

Procesamiento y Evaluacion Espermatica

Después de la recuperacion epididimal
se realizo la evaluacion de la movilidad,
cinética y concentracion de los espermato-
zoides por animal, mediante un analisis
computarizado con el sistema Sperm Class
Analizer (SCA®, Microptic, Espaiia) de acuer-
do a un protocolo modificado del reportado
por Restrepo et al. (2013), en cuanto a la
configuracion de especie perro y area de la
particula entre 12 y 80 um?. Se utilizé un mi-
croscopio de contraste de fase (Eclipse E200,
Nikon, Japon) con una camara digital (Scout
SCA780, Basler, EEUU). Se determinaron
los parametros de movilidad total (MT), mo-
vilidad progresiva (MP), velocidad lineal
(VSL), velocidad curvilinea (VCL), veloci-
dad media (VAP), indice de linealidad (LIN),
indice de rectitud (STR), indice de oscilacion
(I0), amplitud lateral de la cabeza (ALH),
frecuencia de batida (BCF) y recorridos cir-
culares (RC).

La suspension de espermatozoides re-
cuperada se separ6 en dos alicuotas de 10 ml
y cada una se sometid a un proceso de sepa-
racion espermatica, para lo cual se deposito
en el fondo del tubo 1 ml de CushionFluid™
(Minitube, Alemania) y luego se centrifugo6 a
800 g durante 15 min (Mikro 220R, Hettich,
Alemania). El precipitado se resuspendio en
un diluyente para congelacion de semen
(Triladyl, Minitube, Alemania) suplementado
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con YHC al 10% (YHC10) o YHC al 20%
(YHC20). La YHC se obtuvo de acuerdo a
un protocolo modificado del descrito por
Nouri ef al. (2013). Los huevos frescos de
gallina fueron rotos manualmente, las yemas
se separaron de la albiimina y se cubrieron
con un papel de filtro para eliminar chalazas
y trazas de albumina adheridas a la membra-
na vitelina. Con una jeringa se aspiro la yema
y se diluy6 en proporcion 3:1 en agua ultra
pura. Luego se centrifugé a 1600 g durante
99 min a temperatura ambiente. Después de
la centrifugacion, se elimin6 el material lipidico
en la parte superior de cada tubo, se recupe-
o6 la fraccion transparente soluble en agua y
se descarto el sedimento en la parte inferior
del tubo.

Congelacion de Semen Epididimal

La congelacion del semen se realizo
mediante un protocolo de congelacion con-
vencional, para lo cual el semen se sometio a
refrigeracion durante 30 min a 5 °C y luego
se empaco en pajillas para 0.5 ml, a una con-
centracion de 100 x 106 células/ml, mediante
una maquina de empaque y sellado automati-
co (MRS1 Dual V2, IMV Technologies, Fran-
cia). Las pajillas se ubicaron de forma hori-
zontal a 4 cm de distancia de la superficie del
nitroégeno liquido durante 10 min y luego se
sumergieron en el tanque (Rota et al., 2006).
Después de un mes de almacenamiento, las
pajillas se descongelaron en agua a 37 °C por
1 min y se procedio a la evaluacion
posdescongelacion.

Evaluacion Seminal Posdescongelacion

Se realizo la evaluacidon posdescon-
gelacion de cuatro pajillas de semen por ani-
mal (n=80). Se evaluaron los parametros de
movilidad y cinética espermatica como se
describi6 previamente. De forma adicional,
se realizo la evaluacion de la morfologia y la
vitalidad de los espermatozoides mediante la
tincion con eosina-nigrosina (Barth y Oko,
1989). Sobre una platina a 37 °C se mezclo
una gota de semen con una gota del coloran-
te, se realizé un extendido y se determind a
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través de microscopia de contraste de fase
(Eclipse E200, Nikon, Japon) la proporcion
de células con morfologia anormal (MA) y
membrana estructuralmente integra o vitali-
dad espermatica (VE). Para cada prueba se
evaluaron 200 espermatozoides.

Ademas, se evaluo la integridad funcio-
nal de la membrana plasmatica mediante la
prueba hipoosmotica (HOS) de acuerdo a lo
descrito por Pinto y Kozink (2008). Se toma-
ron 100 pul de semen y se adicionaron a un
tubo con 500 pl de una solucion hipoosmotica
de sacarosa 5.4% (100 mOsmol/l). Esta mez-
cla se incubo a 38.5 °C por 30 min y luego se
evaluo6 la reaccion de 200 espermatozoides
por microscopia de contraste de fase (Eclip-
se E200, Nikon, Japon).

Analisis Estadistico

Los resultados de calidad seminal se
analizaron mediante el ajuste de modelos li-
neales generalizados (GLM) para cada va-
riable dependiente. En cada modelo se inclu-
yeron los efectos fijos del canino y de la con-
centracion de YHC. Se evalud la normalidad
de los datos mediante la prueba de Shapiro-
Wilk. La comparacion de medias se realizo
mediante la prueba de Tukey. Todas las eva-
luaciones se realizaron con el programa SAS
9.2. (SAS Inst., EEUU).

RESuULTADOS Y DISCUSION

La criopreservacion de espermato-
zoides epididimales tiene como objetivo man-
tener la disponibilidad de germoplasma mas-
culino para su uso futuro (Prapaiwan et al.,
2016). Sin embargo, diversos factores como
el método de extraccion desde el epididimo,
el tiempo entre la recuperacion y la congela-
cion, el diluyente utilizado y el uso de fluido
prostatico, influyen drasticamente en la cali-
dad de los espermatozoides epididimales ca-
ninos congelados (Martins et al., 2012;
Korochkina et al., 2014; Mota et al., 2014;
Hori et al., 2015). Entre los suplementos co-
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munmente utilizados en los diluyentes de con-
gelacion esta la YH, conocida por su capaci-
dad crioprotectora (Ponglowhapan et al.,
2006; Nothling et al., 2007). En esta investi-
gacion, se evalud el uso de YHC como alter-
nativa de suplementacion, dadas las limitantes
generadas por el uso de YH (Wall y Foote,
1999; Moussa et al., 2002; Sariozkan et al.,
2010).

Se encontraron 547.5 + 448.9 x 10°
espermatozoides por animal (ambos
epididimos). Hori ef al. (2015) encontraron
un numero similar de espermatozoides recu-
perados desde epididimos (595.8 +90.2 x 10%);
sin embargo, la alta variabilidad observada
en el presente estudio pudo ser debida a fac-
tores como la raza y la edad, toda vez que en
el estudio citado se trabajo con perros Beagle
y un rango de edad mas estrecho (1.0 a 3.5
anos). Hewitt et al. (2001), encontraron igual-
mente una alta variabilidad en la concentra-
cion de espermatozoides epididimales (4.6-
400 x 10%ml) en perros de varias razas y en
un rango de 0.5 a 6 afios.

Los resultados para los parametros de
movilidad y cinética espermatica del semen
epididimal recuperado se presentan en el
Cuadro 1. Los resultados fueron similares a
los reportados por Mota et al. (2014), a ex-
cepcion de valores mayores para VCL (88.8
+ 4.3 pm/seg), VSL (70.2 + 2.5 pm/seg) y
VAP (78.7 + 2.4 um/seg), asi como para los
indices calculados a partir de dichos valores,
LIN (62.5+3.0%) y STR (80.3 £ 1.4%). De
otro lado, Korochkina ef al. (2014) hallaron
resultados similares al presente trabajo para
VCL, VSLy VAP, pero un valor de MT infe-
rior al encontrado en el mismo (29.2 £20.0%
vs. 53.6 = 14.7%).

Se conoce que el tiempo transcurrido
entre la obtencion de los epididimos y la ex-
traccion de los espermatozoides, asi como el
tiempo de almacenamiento de los mismos, son
determinantes en la movilidad espermatica
(Yuy Leibo, 2002). En esta investigacion, el
transporte de los epididimos asi como la ex-
traccion y el procesamiento de los esper-
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Congelacion de semen epididimal canino

Cuadro 1. Movilidad y cinética de espermatozoides obtenidos de epididimos caninos pos-
orquiectomia (n=20)

Variable Media DE Cv EE Min Max
MT (%) 53.6 14.7 27.4 3.2 21.9 79.4
MP (%) 23.6 11.9 50.6 2.6 6.5 52.5
VCL (um/seg) 73.4 14.5 19.7 3.1 49.6 105.2
VSL (um/seg) 35.2 10.2 29.0 2.2 17.3 53.8
VAP (um/seg) 442 10.3 23.4 2.2 29.0 67.0
LIN (%) 47.7 9.6 20.1 2.1 30.9 72.2
STR (%) 78.7 7.7 9.8 1.6 56.6 90.2
10 (%) 60.1 7.1 11.9 1.5 47.7 80.0
ALH (pm) 4.3 0.6 13.7 0.1 3.0 53

BCF (Hz) 9.3 1.5 16.4 0.3 5.9 13.0
RC (%) 30.5 15.6 514 34 0 57.0

DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacién; EE: error estandar; Min: valor minimo; Max:
valor maximo
MT: movilidad total; MP: movilidad progresiva; VSL: velocidad lineal; VCL: velocidad curvilinea; VAP:

velocidad media; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; 10: indice de oscilacion; ALH:
amplitud lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de batida; RC: recorridos circulares

Cuadro 2. Movilidad y cinética posdescongelacion de semen epididimal canino congelado
con yema de huevo centrifugada (YHC) (n=80 pajillas)

Variable YHCI10 YHC20
Media + DE Media + DE
MT (%) 27.4+93° 27.9 + 10.5°
MP (%) 12.9+5.7° 117 +5.20
VCL (um/seg) 79.9 £ 13.7° 72.4+9.9°
VSL (um/seg) 57.9 + 15.0° 51.4+11.0°
VAP (um/seg) 63.8 £ 14.0° 57.1+£9.9°
LIN (%) 71.6+9.5° 70.7 +9.4°
STR (%) 89.8 + 4.9° 89.4 + 4.9°
10 (%) 79.4 + 6.8° 787+ 6.7°
ALH (um) 3.140.7° 3.0£0.7°
BCF (Hz) 11.1+1.5° 11.0+2.1°
RC (%) 7.9+ 510 8.9+ 6.6

ab | etras diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.05)

DE: desviacién estandar; YHC10: yema de huevo centrifugada al 10%; YHC20: yema de huevo
centrifugada al 20%

MT: movilidad total; MP: movilidad progresiva; VSL: velocidad lineal; VCL: velocidad curvilinea; VAP:
velocidad media; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; 10: indice de oscilacion; ALH:
amplitud lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de batida; RC: recorridos circulares
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matozoides se realizaron antes de los perio-
dos relacionados en la literatura con la dismi-
nucion de la viabilidad de estas células
epididimales (Armas et al., 2011; Gonzalez
et al.,2013). Otro factor que pudiese afectar
la movilidad de los espermatozoides
epididimales caninos es el diluyente utilizado
para su recuperacion. Nothling et al. (2007)
observaron marcadas diferencias en la mo-
vilidad progresiva a favor de un diluyente con
YH (Biladyl) en comparacion de un diluyente
sin dicho suplemento (Andromed). En esta
investigacion, el diluyente utilizado para la
extraccion de los espermatozoides desde los
epididimos no contenia YH.

Los resultados para la movilidad y la
cinética posdescongelacion de los
espermatozoides epididimales, congelados con
dos concentraciones de YHC se presentan
en el Cuadro 2. No se observaron diferen-
cias en la movilidad total y progresiva del se-
men descongelado, ni en la mayoria de los
parametros cinéticos; sin embargo, se encon-
traron resultados superiores para VCL, VSL
y VAP de los espermatozoides epididimales
congelados con YHC10 en comparacion con
el semen congelado con YHC20 (p<0.05).
Lo anterior puede ser relevante, toda vez que
se conoce que existe una relacion favorable
entre el incremento de VCL, VSLy VAP con
la capacidad fertilizante del semen canino
(Silva et al., 2006).

Los valores para MT y MP fueron su-
periores a los reportados por Hewitt et al.
(2001), cercanos a los hallados por Hori et
al. (2015) e inferiores a los reportados por
Martins et al. (2012) y Abdel-Malak et al.
(2015). Sin embargo, en estas dos ultimas in-
vestigaciones solo se usaron muestras de se-
men epididimal con una movilidad minima de
80y 75%, respectivamente, mientras que en
la presente investigacion no se establecieron
criterios de exclusion de las muestras proce-
sadas. De otro lado, Nothling et al. (2007)
encontraron bajo condiciones similares a la
presente investigacion, un valor promedio de
MP (12.6 = 0.7 %) muy cercano a los aqui
reportados (Cuadro 2).
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No se hallaron reportes previos del uso
de YHC en la congelacion de semen
epididimal canino; sin embargo, en un estudio
de Mota et al. (2014) se evalud la congela-
cion de semen epididimal canino con
diluyentes suplementados con 10% de YH
(ACP-106¢) y con 20% de YH (TRIS), en-
contrando resultados posdescongelacion su-
periores de VSL y STR para el semen
criopreservado con 10% de YH. Ambos tra-
bajos muestran un efecto de la concentra-
cion de YH o YHC en la cinética
espermatica, que podria ser explicada por
factores como la viscosidad del diluyente o el
aporte de LDL (Moussa et al., 2002; Nouri
et al., 2013). Otros estudios reportan que el
uso de LDL provenientes de YH en la con-
gelacion de semen canino (eyaculado), me-
jora de forma ostensible la movilidad, asi como
la integridad del ADN, de la membrana
plasmatica y del acrosoma, en comparacion
conla YH (Bencharif ez al.,2008; 2010). Asi
mismo el uso de LDL mejora la integridad de
la membrana plasmatica de espermatozoides
epididimales caninos congelados (Prapaiwan
etal., 2016).

No se observaron diferencias significa-
tivas debidas a la proporcion de YHC sobre
la morfologia, la vitalidad o la integridad de la
membrana plasmatica de los espermatozoides
epididimales congelados-descongelados (Fi-
gura 1). Mota et al. (2014) tampoco hallaron
diferencias posdescongelacion en la integri-
dad de membrana (HOS) utilizando diluyentes
con 10 y 20% de YH; sin embargo, estos
autores encontraron una mayor proporcion
de espermatozoides morfologicamente nor-
males en el diluyente con 10% de YH.

En el presente trabajo se observo una
menor proporcion de espermatozoides anor-
males en comparacion con otras investiga-
ciones donde se realiz6 la congelacion de se-
men epididimal canino (NGthling et al., 2007,
Martins et al., 2012). Asi mismo, se han re-
portado resultados similares de vitalidad
espermatica (Hori ef al., 2015) e integridad
de la membrana plasmatica (Prapaiwan et
al., 2016) en semen epididimal canino
criopreservado.
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Figura 1. Morfologia, vitalidad e integridad de membrana posdescongelacion de semen epididimal
canino congelado con yema de huevo centrifugada (YHC).
Barras superiores indican la desviacion estandar. Letras iguales indican ausencia de

diferencias estadisticas.

YHC10: yema de huevo centrifugada al 10%. YHC20: yema de huevo centrifugada
al 20%. MA: morfologia anormal. VIT: vitalidad espermatica. HOS: integridad fun-

cional de la membrana plasmatica

CONCLUSIONES

La yema de huevo centrifugada (YHC)
puede ser utilizada como suplemento en
el diluyente para la congelacion de se-
men epididimal canino.

Eluso de un 10% de YHC en el diluyente
de congelacion, favorece la cinética
posdescongelacion de los espermato-
zoides epididimales, en comparacion al
uso de un 20% de este suplemento.
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