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RESUMEN

La criopreservacién de semen y su posterior utilizacién me-
diante inseminacién artificial en caninos es una biotecnologia
reproductiva que se encuentra en pleno desarrollo. Los proce-
sos de criopreservacién provocan alteraciones de las membra-
nas y del metabolismo celular de los espermatozoides. El estu-
dio de la accién de diferentes sustancias adicionadas a los dilu-
yentes, su efecto sobre la criopreservacién del eyaculado y el
desarrollo de nuevos protocolos de congelacién, con el fin de
obtener mejores resultados en relacién a la supervivencia es-
permética y fertilidad del semen al descongelado, posibilitara
en el futuro la aplicacién frecuente de esta biotecnologia. En
este trabajo se analiza y discute la accién de los diferentes
componentes incluidos en los diluyentes utilizados para la crio-

SUMMARY

Semen cryopreservation and their later use by artificial insemi-
nation in canine are a reproductive biotechnology in develop-
ment. Cryopreservation process induces sperms membranes
and cellular metabolism alterations. The study of action of
different substances added to extenders, their effect on the
cryopreservation processes and the development of new
freezing protocols, with obtaining better results during the free-
ze-thaw process, it will facilitate in the future the frequent
application of this biotechnology. The action of different ex-
tender components used for cryopreservation of canine semen
is analyzed in this work.
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INTRODUCCION

El uso de distintas biotecnologias repro-
ductivas en la especie canina se encuen-
tra en pleno desarrollo y su uso es ain
poco habitual. La preservacién del se-
men, luego de su recoleccién, por medio
de la adicién al mismo de un diluyente
adecuado y su inmersién en nitré6geno
liquido (criopreservacién), permite de-
tener el proceso que sufre el espermato-
zoide desde la eyaculacién hasta la fe-
cundacién y conservarlo en el tiempo
potencialmente fértil (82) para su pos-
terior utilizacién mediante técnicas de
inseminacién artificial (IA). El aumento
de la importancia de la cria canina tanto
desde el punto de vista econ6mico, re-
creativo o para la obtencién de perros de
trabajo ha impulsado la implementacién
de bancos de semen criopreservado e 1A
con semen congelado.

La IA no es un método nuevo en cani-
nos, ya en 1787 fue descripta por Laz-
zaro Spalanzani quien us6 semen fresco

(49). Sin embargo debieron pasar casi dos
siglos hasta que, en 1956, Harrop obtu-
vo la primera prefiez con semen refrige-
rado (30). Una década més tarde, en 1969,
Seager comunica la primera IA con se-
men congelado (60).

En los paises desarrollados la IA con se-
men congelado en caninos es aplicada
cada vez més frecuentemente debido a
las posibilidades que ofrece. A partir del
afio 1969, cuando se registra el primer
nacimiento de una camada obtenida a
partir de IA con semen congelado (60),
ha aumentado el interés de los especia-
listas en reproduccién y criadores de
perros por esta biotecnologia estimulan-
do el estudio de este tema y facilitando
su desarrollo (63). Como consecuencia
de estos avances se han creado bancos
de semen en universidades y entidades
privadas en diferentes lugares del mun-
do (16, 45). Estos bancos de semen pro-
veen un reservorio de material genético
de suma importancia en la preservacién

de caracteres fenotipicos de diversas ra-
zas, previniendo cualquier posibilidad de
desaparici6n futura, tanto por motivos
ecolégicos, sanitarios o catastrofes na-
turales.

La IA con semen criopreservado permite
trabajar con dos reproductores en locali-
zaciones geograficas distantes sin nece-
sidad de transportarlos, lo cual brinda
grandes ventajas para los criadores. As{
mismo, la congelacién de semen en cani-
nos hace posible la conservacién del
material genético del macho y el uso de
reproductores mucho después de finali-
zado su periodo ttil como semental, asi
como aumenta las posibilidades de pre-
servacién de cénidos silvestres en vias
de extincién (18, 19, 21).

Si bien el proceso de congelacién de se-
men canino requiere un moderado costo,
equipamiento, infraestructura y entrena-
miento del operador, permite la selec-
cién objetiva del material genético, posi-
bilitando el mejoramiento de patrones
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fenotipicos caninos gracias a su utiliza-
cién mediante IA en la préctica repro-
ductiva diaria.

A pesar del desarrollo crecientz de estas
técnicas, las tasas de prefiez obtenidas a
partir de 1A usando semen congelado en
caninos son atin poco satisfactorias (20,
25, 37, 39).

Los resultados obtenidos utilizando di-
versas técnicas de IA (intravaginal, in-
trauterina transervical o intrauterina qui-
rirgica) (17, 43, 83, 84) son dispares,
variando entre un 40% y un 70% (38,
46, 55, 61, 62, 64, 66). Estas variaciones
pueden deberse a factores relacionados
directamente con la calidad del semen
utilizado, con el momento de la insemi-
nacién (momento de mayor fertilidad de
la hembra), o con la técnica de IA em-
pleada (30, 32, 37, 40). Debidc a la corta
sobrevida de los espermatozcides con-
gelados en comparacién con el semen
fresco, el uso de IA intrauterina aumenta
las posibilidades de prefiez. L.a insemi-
nacién artificial intrauterina puede reali-
zarse depositando el semen en el (tero, a
través de la cateterizacién del cervix o
inoculdndolo directamente en el cuerpo
o cuernos uterinos en forma quirdrgica
(40). Stornelli y col. (65, 66) evaluaron
la fertilidad obtenida utilizando, median-
te inseminacién intrauterina con catéter
noruego, semen canino congelado-des-
congelado con un diluyente TRIS base
cony sin el agregado de 1,5% de Equex
STM Paste. Los resultados mostraron
que las perras inseminadas con un dilu-
yente TRIS base con el agregado de 1,5%
de Equex STM Paste, presentaron un
porcentaje de prefiez (71,4% vs. 42,8%)
y un nimero de embriones gestados (2,14
vs. 1,14) numéricamente superiores a las
perras inseminadas con el diluyente sin
el agregado de Equex STM Paste.

Se ha demostrado que los procesos de
criopreservacién provocan alteraciones
de las membranas y del metabolismo ce-
lular asi como pérdida de la motilidad
espermatica, provocando disminucién de
la fertilidad al descongelado (29, 82).
Este hecho se encuentra relacionado con
la especial sensibilidad del semen canino
a los procesos de criopreservaciéon y a
los pocos estudios realizados en esta
especie si la comparamos con las espe-
cies de produccién. Constantemente se

modifican los protocolos de congelacién
a fin de obtener mejores resultados en
relacién a la supervivencia espermatica
y fertilidad del semen al descongelado.
Es asi que son necesarias investigacio-
nes dirigidas a mejorar la criopreserva-
cién de semen canino con el fin de obte-
ner una alta sobrevida de espermatozoi-
des al descongelado y una prolongada
vida fértil del material depositado en el
utero de la perra, obteniendo de esta
manera tasas de prefiez y tamafios de
camada satisfactorios. Estos hechos se
encuentran intimamente relacionados con
la conservacién de la integridad estruc-
tural y fisiolégica del espermatozoide al
descongelado (32).

El continuo estudio de los factores que
posibilitan una mejor criopreservacién de
semen relacionados con los procesos de
congelado y descongelado, asi como la
aplicacién de metodologias para la con-
gelacién de semen canino que permitan
obtener porcentajes aceptables de esper-
matozoides viables al descongelado, po-
sibilitaran en el futuro la aplicacién fre-
cuente de esta biotecnologia, mejorar la
prictica reproductiva diaria y aumentar
las posibilidades de preservacion de cé-
nidos en peligro de extincién.

FACTORES QUEAFECTAN LA
VIABILIDAD ESPERMATICA
DURANTE EL PROCESO DE
CRIOPRESERVA CION

Para obtener una criopreservacién satis-
factoria, garantizando la conservacién de
la integridad estructural y fisiolégica de
los espermatozoides al descongelado y
una mayor sobrevida de los mismos en
el tracto genital femenino, se deben con-
siderar una serie de factores, relaciona-
dos con la utilizacién de procedimientos
apropiados de dilucién, congelacién y
descongelacién (31).

Los cambios ocurridos durante la conge-
lacién-descongelacién en las membranas
del espermatozoide son similares a los
producidos durante los procesos de ca-
pacitacién y reducen la longevidad es-
permética (45, 48). Las modificaciones
térmicas que se producen durante los
procesos de congelacién-descongelacion,
provocan alteraciones fisicas y quimicas
en las membranas de los espermatozoi-
des (82). Los cambios més evidentes son

la pérdida de la motilidad espermética y
la pérdida de la integridad acrosémica
(51, 54, 77). Otros factores que modifi-
can la integridad de las membranas de los
espermatozoides son los relacionados
con las caracteristicas fisico-quimicas de
los diluyentes utilizados, los cuales pue-
den provocar alteraciones ultraestructu-
rales, bioquimicas y funcionales en la
célula espermatica (13, 14, 36). Entre los
factores que pueden producir dafio so-
bre los espermatozoides durante los pro-
cesos de criopreservacién, se encuentran
los cambios de volumen, asociados a
cambios en la concentracién de iones y
electrolitos en las soluciones intra y ex-
tracelular, el estrés térmico, relacionado
con los cambios de temperatura (shock
de frio), los efectos téxicos provocados
por los diferentes crioprotectores y la
formaci6n de hielo en el medio extra e
intra celular (23, 24, 78, 79, 81).

Estrés térmico: Shock de frio

El enfriamiento rdpido del semen entre
30° C y 0° C induce un estrés letal en
algunas células, proporcional a la tasa de
enfriamiento, por lo que este proceso
debe ser realizado cuidadosamente (80,
82). Un lento enfriamiento también in-
duce estrés sobre la membrana del es-
permatozoide, relacionado con un cam-
bio de fase lipidica y alteracién del esta-
do funcional de la membrana. El shock
de frio es visto entonces como la conse-
cuencia de un estrés continuo influencia-
do por la velocidad con que este fenéme-
no se inicia (33).

El hecho de que el shock de frio es cau-
sado por un cambio de fase de los lipi-
dos de la membrana fue propuesto por
Dobrins y col. en 1993 (12). Asimismo
Holt y North (33) obtuvieron eviden-
cias de que el cambio de fase podria ser
el responsable de las manifestaciones de
crioinjuria observadas durante el calen-
tamiento celular luego de la descongela-
cién.

El estrés de membrana puede continuar
por debajo de 0° C sin que el cambio de
fase sea completo, sin embargo es bien
conocido que los cambios de fase ocu-
rren, en su mayoria, entre los 5° C y
15° C (12). Usualmente se incluye yema
de huevo en la preparacién de los dilu-
yentes. Savignone y col. (57) y Stornelli
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y col. (69, 70) lograron preservar semen
canino a4°C y 15°C, diluido en un medio
comercial (MR-A®) con el agregado de
yema de huevo, obteniendo buenos pa-
rametros de contrastacién seminal a los
2 y a los 3 dias posteriores a la extrac-
cién (motilidad progresiva individual: 2d
77,2%, 3d 60,4%; Vigor: 2d 4,2, 3d 3,4,
espermatozoides vivos: 2d 67,5%, 3d
52,8%; acrosomas intactos: 2d 71,3%,
3d 55,5%; HOS: 2d 69,6%, 3d 54,8%).

El agregado de preparaciones lipidicas
purificadas a los espermatozoides redu-
ce significativamente el shock de frio y
el dafo producido por la congelacién-
descongelacion (6, 27, 47). La composi-
cién lipidica del medio donde se encuen-
tra la membrana plasmética durante el
enfriamiento, se relaciona con la preven-
cién de los mecanismos de injuria celular
(50, 80), debido a que los fosfolipidos
(53) y las lipoproteinas de baja densidad
(22) poseen un efecto protector contra
el shock de frio, actuando sobre la su-
perficie celular estabilizandola (78).

Crioprotectores y estrés celular

Los crioprotectores permiten mantener
una mayor proporcién de agua liquida a
bajas temperaturas y en consecuencia
una menor concentracion de electrélitos
posibilitando la supervivencia celular
durante el proceso de criopreservacién.
Sin embargo, estos compuestos, incor-
porados a los diluyentes producen un
estrés transitorio pero importante sobre
la membrana plasmatica de los esperma-
tozoides. La magnitud de este hecho esta
intimamente relacionada con la capaci-
dad penetrante de los crioprotectores
(23). El crioprotector de eleccién es el
glicerol, el cual produce estrés osméti-
co. Se ha observado que la hiperosmola-
ridad producida por este compuesto po-
see un efecto estimulador de la reaccién
acrosémica (4). Gao y col. (23) han de-
mostrado que este estrés puede reducir-
se mediante la incorporacién en etapas
del glicerol durante el proceso de crio-
preservacién. Este procedimiento permi-
te aumentar considerablemente la pro-
porcién de espermatozoides sobrevivien-
tes al descongelado. Otros compuestos
con propiedades crioprotectoras seran
analizados més adelante.

FORMA CION DE HIELO EN EL
MEDIO EXTRA EINTRA
CELULAR

El estrés inducido por la formacién de
cristales de hielo est4 asociado a los cam-
bios en la presién osmética de la frac-
cién no congelada (81). Cuando una so-
lucién es enfriada por debajo del punto
de congelacién los cristales de hielo se
nuclean y el agua pura cristaliza forman-
do hielo. Los solutos permanecen disuel-
tos en la fraccién de agua liquida y por lo
tanto la presién osmética de la solucién
aumenta. La proporcién de agua cristali-
zada como hielo y por lo tanto la pre-
sién osmética de la solucién restante
depende de: la temperatura, la velocidad
de descenso de lamisma y el volumen de
la fraccién no congelada. En general se
reconoce que la duracién de la exposi-
cién a estos eventos deberia minimizar-
se para lograr una 6ptima sobrevida, im-
plicando entonces que el enfriamiento
celular deberia ser rdpido. Sin embargo
la tasa de enfriamiento debe ser suficien-
temente lenta como para permitir la sali-
da de agua intracelular gracias a la pre-
sién osmética extracelular, y prevenir la
formacién de cristales de hielo en el me-
dio intracelular, lo cual es letal para la
célula. Es importante considerar aqui que
la poblacién espermatica, tanto en dife-
rentes especies como en un individuo en
particular es muy heterogénea. Un eya-
culado posee una diversa poblacién de
células con diferentes estados de madu-
racién. Las diferencias entre poblacio-
nes esperméticas entre especies y en un
eyaculado simple se relacionan con la
composicién y fluidez de la membrana
celular, caracteristicas que influencian su
permeabilidad al agua y a solutos asi
como su susceptibilidad a la injuria por
frio (28).

DILUYENTES UTILIZADOS PARA
LA CRIOPRESERVACIONDE
SEMEN

Un diluyente que permita obtener altos
porcentajes de espermatozoides vivos
con motilidad progresiva e integridad
acros6mica luego del proceso de conge-
lacién-descongelacién, consiguiendo al-
tas tasas de fertilidad in vivo precisa
contener aziicares como fuente de ener-

gia, sustancias buffer que controlen los
cambios de pH, antibiéticos que eviten el
crecimiento bacteriano y crioprotectores
que reduzcan la posibilidad de dafio de los
espermatozoides durante los procesos de
congelacién y descongelacion (9).

En la dltima década, se han estudiado
muchos diluyentes para la criopreserva-
cién de semen canino. Los més utiliza-
dos son los que contienen TRIS base,
con el agregado de distintas sustancias
como por ejemplo crioprotectores (gli-
cerol, propanodiol, etilenglicol, dimetil
formamida), macromoléculas protectoras
de membranas (lipoproteinas de yema de
huevo, proteinas de la leche, glicopro-
teinas), azicares no permeables que crean
un medio hiperténico (lactosa, sacarosa,
trealosa, rafinosa), o azicares energéti-
cos permeables, capaces de atravesar la
membrana plasmatica (fructosa, glucosa).

Los crioprotectores utilizados como
constituyentes de diferentes diluyentes
para la criopreservacién de semen pue-
den ser clasificados como permeables o
intracelulares, constituidos por molécu-
las pequefias que requieren una mayor
concentracién para proteger a las células
de las crioinjurias, y no permeables o
extracelulares (moléculas de mayor ta-
mafio) que ejercen su accién en concen-
traciones menores (34, 42).

Los azicares no permeables (trealosa,
lactosa, sacarosa, rafinosa) brindan un
medio hipert6nico causando deshidrata-
cién celular antes de la congelacién (1,
10, 11). Este efecto osmético disminuye
el agua intracelular congelable y en rela-
cién a esto la cuantia de dafio celular re-
lacionada con la formaci6n intracelular
de cristales de hielo (3). La trealosa po-
see adem4s una accién protectora rela-
cionada con su interaccién especifica con
los fosfolipidos de membrana durante la
desecacién y congelacién (5, 8,10, 11) y
puede ser capaz de prevenir la separa-
ci6n de fase y la fusién entre las bicapas
durante la congelacién. Este disacarido
ha sido utilizado con éxito en el semen
ovino (2, 44). Se han logrado buenos re-
sultados con el agregado de 7,6% de trea-
losa al diluyente base, obteniéndose un
64% de motilidad progresiva al descon-
gelado, superando al porcentaje obteni-
do utilizando el mismo diluyente base
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sin el agregado del azucar (54,3%) (2).
El efecto de la adicién de este aziicar a
un diluyente TRIS base sobre el semen
canino al descongelado ha sido poco es-
tudiado (37, 85). Yildiz y col. (85) co-
municaron que si bien la adicién de trea-
losa a un diluyente TRIS base ejercia un
efecto negativo sobre la motilidad, se
observaba cierta acci6n protectora sobre
la integridad acros6mica. Stornelli (65)
evalud el efecto crioprotector de la trea-
losa sobre el semen canino pero no ha
encontrado efectos benéficos al incluir
trealosa al diluyente para criopreservar
semen canino, obteniendo indices de con-
gelabilidad inferiores con el agregado de
trealosa en comparacién con el diluyen-
te TRIS base sin el agregado de este azi-
car (motilidad progresiva individual:
62,3% vs 73,3%, P<0.01; espermatozoi-
des vivos: 74,3% vs 76,9%. P<0.05;
acrosomas intactos: 71,1% vs 72,8%,
P<0.05; HOS: 72,9% vs 18,0, P<0.01).
Sin embargo, con el agregado de 2,5% de
trealosa se obtuvieron mayores indices
de motilidad progresiva individual
(65,0% vs 61,4%), vigor (3,9 vs 3,7) y
HOS (74,0% vs 72,5%) er. relacién a los
obtenidos al adicionar mayores concen-
traciones de trealosa (5%, 7% y 9%) al
diluyente TRIS base (72, 73), lo cual se
correlacionaria con la concentracién del
azicar en el diluyente y la hipertonia del
medio. Esto podria explicarse por la sen-
sibilidad del espermatozoide canino al
estrés osmético (15). La utilizacién de
menores cantidades adicionadas al dilu-
yente podria permitir que este aziicar
estabilizara las membranas esperméticas
evitando el estrés osmético causado por
concentraciones mayores (72). Savigno-
ne y col. (58, 59) estudiaron el efecto del
agregado de trealosa en concentraciones
que no modifican la osmolaridad del
TRIS base sobre la viabilidad espermati-
ca al descongelado (<16,5 mOsm). El
semen diluido en TRIS base con la adi-
cién de trealosa present$ indices pos-
descongelacién para motilidad (45,35 vs.
31,7%, P<0.001) e integridad de mem-
brana (48.8% vs. 42,3%, P<0.05) signi-
ficativamente superiores al semen dilui-
do con TRIS base sin el agregado del azi-
car. Este hecho podria relacionarse con
el efecto estabilizador de la membrana
producido por este azicar.

Las sustancias permeables (glicerol, pro-
pilenglicol, etilenglicol) tienen como fun-
cién la remocién de gran parte del agua
intracelular antes del proceso de conge-
lacién, evitando la formacién de crista-
les de hielo y previniendo de esta mane-
ra la ruptura celular. El glicerol es el crio-
protector mas utilizado para preservar
semen (63). Es una sustancia permeable
que reduce los dafios celulares durante el
proceso de criopreservacién, aunque es
téxico para los espermatozoides y altas
concentraciones de este crioprotector
pueden alterar la viabilidad espermética
interferiendo con la capacidad fecundan-
te del semen criopreservado (7, 9, 41).
El etilenglicol ha sido usado eficazmente
en la criopreservacion de embriones bo-
vinos por su mayor permeabilidad (41,
76). Sin embargo, si lo comparamos con
el glicerol, el etilenglicol posee mayores
efectos toxicos sobre la célula esperma-
tica. La toxicidad de estos compuestos
puede ser considerada como uno de los
factores responsables de los fracasos
ocurridos en ciertas ocasiones con el uso
de esta biotecnologia (26). Recientes es-
tudios muestran que la adicién al dilu-
yente de amidas (dimetil formamida) en
diferentes concentraciones en reempla-
zo de parte del glicerol dan como resul-
tado mejores parametros de contrasta-
cién seminal in vitro, al presentar este
compuesto menores efectos téxicos so-
bre la célula espermética. Este efecto
benéfico ha sido comprobado en equinos
y aves (26). Savignone y col. (56) eva-
luaron la eficacia de la dimetilformamida
utilizada en reemplazo de parte del gli-
cerol como componente del diluyente
TRIS base para la criopreservacién de
semen canino. Al analizar los resultados
obtenidos utilizando dimetilformamida,
se observaron efectos negativos sobre
motilidad (30.1£1.7 vs 40.4%2.0,
P<0.001), integridad de membrana
(40.2+1.0 vs 45.5%£3.2, P<0.01), e inte-
gridad acrosémica (34.3+1.3 vs 42.2+3.2,
P<0.001) en relacién al diluyente TRIS
base sin esta amida. Al analizar la osmo-
laridad de los medios utilizados se ob-
servé que el diluyente TRIS base con el
agregado de dimetilformamida present6
mayor osmolaridad que el diluyente TRIS
base sin el agregado de amidas (1088
mOsm vs 906 mOsm). Estos resultados

reflejan la marcada sensibilidad del se-
men canino a la alta osmolaridad (15).

Los detergentes son capaces de solubili-
zar y alterar las membranas celulares y
sus componentes. Los del grupo alquil-
i6nico, al cual pertenece el dodecil sulfa-
to de sodio (SDS), desnaturalizan la es-
tructura nativa de las proteinas de mem-
branay las disocian en sus cadenas poli-
peptidicas. EI SDS es un detergente ani6-
nico soluble en agua que se utiliza para
solubilizar proteinas. Sin embargo se ha
observado que este detergente, si se agre-
ga al diluyente en pequeifias cantidades,
posee un efecto benéfico sobre la motili-
dad espermitica y la integridad acros6-
micaen los procesos de congelacién-des-
congelacién (52), gracias a su accién so-
bre la fraccién lipoproteica de baja den-
sidad de la yema de huevo la cual, como
ya mencionamos, ejerce su accién pro-
tectora sobre la superficie celular (78).
Si se agregan cantidades mayores el de-
tergente que no es utilizado sobre la yema
de huevo altera las membranas espermé-
ticas afectando la viabilidad de las célu-
las (52).

Se ha utilizado la incorporacién de SDS
en diluyentes para criopreservacién de
semen canino (49), observandose un efec-
to benéfico sobre la supervivencia al des-
congelado y la integridad acrosémica.
Stornelli (65) incorporé Equex STM Pas-
te (compuesto que contiene SDS) a un
diluyente TRIS base para la criopreser-
vacién de semen canino, obteniendo bue-
nos resultados con la adicién de 1,5% de
detergente en comparacién con la incor-
poracién de concentraciones menores
(0,5%, 1%), (motilidad progresiva indi-
vidual: 77,6% vs 68,5%, P<0.01; esper-
matozoides vivos: 80,2% vs 76,8%,
P<0.05; acrosomas intactos: 77,4% vs
73,6%, P<0.05; HOS: 84,1% vs. 78,5,
P<0.05). El agregado de Equex STM Pas-
te en mayores cantidades (2%, 2,5%) no
mejor6 ni afecté en forma negativa los
indices de congelabilidad (71), sin em-
bargo se observé mayor cantidad de al-
teraciones ultraestructurales en el semen
congelado con estas concentraciones.
Jurado y col. (35) y Stornelli y col. (67,
68, 74, 75) observaron, mediante micros-
copia electrénica de transmisién, un por-
centaje significativamente mayor de es-
permatozoides con alteraciones ultraes-
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tructurales en el semen diluido con TRIS
base solo en comparacién con el semen
diluido con TRIS base con el agregado de
Equex STM Paste (69,5% vs 53,0%,
P<0,01). Entre las alteraciones encon-
tradas en el estudio ultramicroscépico
del semen descongelado se pueden men-
cionar hinchazén y formacién de plie-
gues en la membrana plasmatica, hincha-
z6n de la membrana acrosomal, conteni-
do acrosomal distribuido en forma no
uniforme, formacién de vesiculas en la
membrana acrosomal externa y plasma-
tica. La microscopia electrnica de trans-
misién permiti6 observar la localizacién
de los dafios en los espermatozoides so-
metidos a procesos de criopreservacion,
y relacionarlos con la disminucién que
se observa en los pardmetros de contras-
tacién seminal. Ejemplos de esta relacion
serian los menores indices de motilidad
progresiva individual y porcentaje de
acrosomas intactos observados en el se-
men diluido con TRIS base en compara-
cién con el semen diluido con TRIS base
con el agregado de Equex STM Paste, y
la observacién mediante microscopia
electrénica de transmisién de alteracio-
nes en las colas de los espermatozoides
y mayores porcentajes de dafio acroso-
mal respectivamente. En relacién al por-
centaje de Equex STM Paste adicionado
al diluyente, las alteraciones ultraestruc-
turales presentaron un porcentaje signi-

ficativamente mayor en el semen diluido
con TRIS base y el agregado de 2,5% de
Equex STM Paste en comparacién con
el semen diluido con TRIS base y 1,5 %
de Equex STM Paste (79,2% vs 60,0%,
P<0,02). Por lo expuesto, si bien las ob-
servaciones obtenidas a partir de micros-
copia 6ptica indicarfan que no existen
diferencias con el agregado de distintas
concentraciones de Equex STM Paste al
diluyente, el estudio ultramicroscépico
demuestra claramente que los dafios au-
mentan al aumentar el porcentaje de de-
tergente agregado. Esto podria relacio-
narse con la accién del detergente sobre
los lipidos de la yema de huevo, accién
que permite proteger al espermatozoide
contra el shock de frio (52). Mayores
concentraciones de SDS no mejorarén la
proteccién ya que una vez que el deter-
gente actud sobre la totalidad de los 1ipi-
dos de la yema presente en el diluyente
el efecto protector no variard, pero si
aumentarén los dafios ultraestructurales.
Es asi que el efecto benéfico del deter-
gente se observard hasta que la cantidad
adicionada sea tal que comience a actuar
sobre las membranas de la célula esper-
mdtica (52).

CONCLUSIONES

La evaluacién in vitro de la calidad del
semen al descongelado, permite estimar

la eficacia-de un diluyente para proteger
a los espermatozoides de la agresiones a
las que son sometidos durante los pro-
cesos de congelacién. Sin embargo, s6lo
una prueba de fertilidad a campo permi-
tird evaluar si los cambios realizados en
la constitucién de un diluyente mejora-
rdn la criopreservacién del eyaculado,
permitiendo conservar un alto porcenta-
je de espermatozoides con capacidad fe-
cundante y lograr asf altas tasas de pre-
fiez y buen tamafio de camada.

Durante los dltimos 50 afios los avances
obtenidos en la criopreservacién de se-
men han tenido un profundo impacto
sobre la biotecnologia reproductiva hu-
mana y animal. Sin embargo muchos té-
picos sobre la criopreservacién de se-
men permanecen oscuros. Futuras inves-
tigaciones sobre este tema permitirdn
obtener nuevos avances en el area. La
adicién de nuevas sustancias al diluyen-
te podria proporcionar nuevas posibili-
dades de uso de semen congelado en la
especie canina. La combinacién de dis-
tintas sustancias, adicionadas al diluyen-
te TRIS base, podrian demostrar que la
accién protectora conjunta de estas sus-
tancias, cada una de manera diferente y
con diferente impacto sobre la célula,
podria resultar benéfica para la protec-
cién de los espermatozoides caninos en el
proceso de congelacién-descongelacion.
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