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RESUMEN. La congelacion y almacenamiento en nitrégeno liquido)(@s la técnica mas utilizada para preservar el semen de
canino y de otras especies domésticas durante largos periodos de tiempo. Este estudio fue disefiado para validaraelarsyetd oiftr
de -80°C para congelar y almacenar semen canino en pajuelas. Tres protocolos fueron ensayados (n=10): Control: semgn congelado
almacenado en M; Exp. 1. semen congelado y almacenado -80°C, y Exp.2: semen congelado a -80°C y almacenhado en N
Postdescongelacion se evalué por citometria de flujo la viabilidad e integridad de membrana plasmética (SYBR-14/Pleotencial
membrana mitocondriab¥m; JC-1), integridad de la membrana del acrosoma (PSA/FITC—PI), translocacion de fosfatidilserina (Annexin-
V-FITC/PI) y fragmentacion del ADN (TUNEL). No se observaron diferencias significativas (P<0,05) entre los grupos Coritrgl, Exp.
Exp.2 respecto a: integridad de membrana plasmaética intactat(838235,5% 10,3 y 40,76 12,1; respectivamente)¥¥m normal
(54,74 20,6; 44,4 15,8 y 43,4 15,3 respectivamente), membrana acrosomal intactaf42,9; 53,2+ 15,8 y 48, % 20,1 respecti-
vamente) y ADN fragmentado (0,870,41; 0,75+ 0,16; 0,79+ 0,27 respectivamente). Sin embargo, el promedio de la motilidad
progresiva postdescongelacion de los grupos E1 y E2 £37,4%; 36,8 4,1% respectivamente) demostraron diferencias (P<0,05)
respecto al grupo Control (5%%8,7%). Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que la utilizaciéon del ultracongelador
de -80°C para congelar y almacenar espermatozoides caninos tiene un uso potencial en medicina veterinaria como alternativa a la
utilizacion del NL.

PALABRAS CLAVE: Canino; Espermatozoide; Congelacion; Ultracongelador de -80°C.

INTRODUCCION

En caninos, la congelacion y conservacion dée latemperatura de congelaciéon y almacenamiento a -80°C,
espermatozoides por periodos prolongados de tiempo se wacomparacion al método convencional de congelacion y
liza en nitrégeno liquido () (Alamo et al, 2005). Ade- almacenamiento en.N, sobre parametros esenciales de la
mas, han sido utilizadas técnicas alternativas para el profigcion del espermatozoide de canino, tales como motilidad
dimiento de congelacion como el hielo seco y ultra-congprogresiva, funcionalidad de membranas (plasmatica,
ladores programables para conservar muestras de semerasiosomal y mitocondrial) y fragmentaciéon del ADN.
embargo el almacenamiento es eh KOlar et al, 1989;

Hayet al, 1997; Thomast al, 1993).
MATERIAL Y METODO

Ha sido determinada la funcién espermaética en
ultracongeladores de -152°C utilizando parametros como la
motilidad, reaccion del acrosoma y morfoanomalias (Al&nimales. Se utilizaron tres machos caninos clinicamente
moet al; Batistaet al, 2006). Sin embargo, no existen ansanos (1 Labrador Retriever, 1 Golden Retriever y 1 mesti-
tecedentes de la utilizacion del ultracongelador de -80°¢h) de 20 — 25 kg, con edades que fluctuaron entre los 3y 5
para congelar semen canino en pajuelas convencionalesgitws, pertenecientes al Centro de Biotecnologia en Repro-
periodos cortos como alternativa a la técnica convenciortlccion (CEBIOR), Facultad de Medicina, Universidad de
de congelacion en N. En este estudio se evalla el efectba Frontera, Temuco, Chile. Los caninos fueron manteni-

Centro de Biotecnologia en Reproduccion (BIOREN-CEBIOR), Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.
Laboratorio de Anatomia Veterinaria, Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Recursos Naturales y Medicina \i@béverardad Santo
Tomas, Temuco, Chile.
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dos con una dieta balanceada y agddibitum La condi- ultracongelador de -80°C y almacenadas gn Rosterior a
cion sanitaria fue evaluada periédicamente por un médi80 d las pajuelas fueron descongeladas (@&ial) y ajusta-
veterinario. Los animales fueron entrenados previamerdes a una concentracién de 50 Xd€permatozoides/ml para
como donantes y utilizados rutinariamente como donantiesevaluacién de parametros funcionales.
de semen. Para colectar los eyaculados, los caninos perma-
necieron un periodo minimo de abstinencia de 3 dias (LiBvaluacion de la funcién espermaticala funcién
de-Forsberg, 1995). espermatica fue analizada en el semen fresco y post descon-
gelacién en cada uno de los grupos. Para lo cual se tomaron
Obtencion de los eyaculadofara cada ensayo experimen-alicuotas de las diferentes muestras espermaticas las que fue-
tal (n=10), el semen fue colectado una vez por semana pan lavadas (300 x g por 5 min) en medio Tris. Las suspen-
manipulacion digital en tubos graduados previamengtones espermaticas (semen fresco y de cada grupo) fueron
temperados. Solo se colect6 la segunda fraccion del eyaculagistadas con medio Tris a 2,5 X &8permatozoides/ml. Pos-
rica en espermatozoides (Kutzler, 2005). Inmediatamert&riormente, se prepararon alicuotas para las diferentes técni-
después de la colecta, se realizé la evaluacion espermatiaa de evaluacion espermatica, que a continuacion se deta-
de la motilidad, concentraciéon por microscopia 6ptica Nan.
funcionabilidad de las membranas espermaticas por citometria
de flujo, para asegurar una adecuada calidad seminddtilidad (MOP). La valoracién de la motilidad progresi-
(Cheuguemaset al, 2012) como se describe mas adelante era en los espermatozoides se realizé siempre por el mismo
el texto (evaluacion espermatica). Solo eyaculados que pesaluador. EI nimero de campos valorados fue un minimo
sentaron un volumen de segunda fraccion > a 1,5 ml, motiliddd diez, siempre en el centro de la muestra, para obtener
progresiva >70%, una concentracién > a 200 % 1®alores objetivos. Se determind la motilidad progresiva post
espermatozoides/ml y viabilidad >80% fueron incluidos edlescongelacién utilizando 10 de suspensién espermatica
este estudio. Alicuotas de similar concentracion fueron meam un portaobjeto bajo microscopio 6ptico (Axiolab drd, KT
cladas para obtener un pool de semen (n=10) con el propd&0905, Zeiss), con platina temperada (37°C) y condensa-
to de aumentar el volumen y eliminar la variabilidad entre lakor de contraste de fases a 400x. El porcentaje de
muestras (Rijsselaest al.,2002; Verstegent al, 2005). espermatozoides con motilidad progresiva se determiné con-
siderando los grados 3 y 4 dentro de unales®0 a 4
Dilucién y congelacion del semerkEn cada ensayo experi- (Risopatronet al, 2002; 2012; Kinet al). El promedio de
mental, el pool de semen fue centrifugado a 300 x g polds diez sucesivas estimaciones fue registrado como porcen-
min, el plasma seminal eliminado y el pellet diluido en @hje de motilidad progresiva.
medio Tris (Tris buffer—glucosa; Peéfal, 2001) y nueva-
mente centrifugado en las mismas condiciones mencionadéabilidad e integridad de la membrana plasmaticalLa
anteriormente. El sobrenadante fue descartado y el pelletdiabilidad fue considerada como el porcentaje de
luido en Extender 1 (Shaffer-Somi al., 2006; Medio Tris espermatozoides vivos con membrana plasmatica integra. Se
suplementado con 20% [v/v] de yema de huevo y 3% [v/Mjifiliz6 el kit comercial SYBR-14/PI (LIVE/DEAD® Sperm
glicerol en medio Tris [pH 6.53, 740 mOsm]) para obtenafiability Kit; Molecular Probes hcatalogo L7011 Eugene,
una concentracion ajustada de 200 %eKEpermatozoides/ml OR, USA) (Rijsselaeret al, 2004). A 25Qul de suspension
a temperatura ambiente. El semen diluido fue equilibradoeapermatica (2,5 x $@spermatozoides/ml) se le adicion6
4°C durante 1 h. Después de este periodo, el semen & mlde SYBR-14 (1AM en DMSO), se incubaron duran-
rediluido (1:1, v/v) en Extender 2 (Shaffer-Saghial, Me-  te 7 min a 38°C, posteriormente se adicionid@g loduro de
dio Tris suplementado con 20% [v/v] yema de huevo, 5% [#ropidio (Pl 25Qg/ml) incubando 7 min adicionales a 38°C.
v] glicerol y 0,5% [v/v] de Equex STM paste [Nova Chemical.os espermatozoides fueron lavados con Sp-TALP (Parrish
Sales, Scituate, MA, USA] |[pH 6.4; 1370etal, 1988), centrifugados a 3@or 5 min y el pellet re-
mOsm])obteniéndose una concentracién final de 100°x 1€uspendido en 400l del mismo medio de lavado, para ser
espermatozoides/ml. Posteriormente, la suspensi@nalizados por citometria de flujo. Los espermatozoides ana-
espermatica fue envasada en pajuelas de 0,5 mly mantenigaslos se clasificaron como: vivos con membrana plasmatica
a 4°C. El tiempo estimado desde la colecta de semen hasiatelcta (SYBR-14 +/PI -), muertos (SYBR-14 - /Pl +) y mo-
paso previo a la congelacion fue 80 min aproximados. Trabundos (SYBR-14 + /Pl +). En cada ensayo el analisis fue
diferentes protocolos de congelacion y almacenamiento fuepetido tres veces.
ron aplicados: Control: Las pajuelas fueron congeladas y al-
macenadas en,N (Kim et al, 2010). Exp. 1: Las pajuelas Integridad de la membrana acrosomalSe utilizo la téc-
fueron congeladas y almacenadas en el ultracongelador déca de tincién fluorescente FITC-conjugada con Pisum
80°C. Exp. 2: Las pajuelas fueron congeladas en sdtivum agglutinin (FITC-PSA) (Kit FITC-PSA/ PI; Sigma
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St. Louis MO, USA) (Pefiat al, 1999). A 25Qul de sus- no la curva de descenso de temperatura mediante una
pensién espermatica (2,5 xX*HE3permatozoides/ml) se adi-termocupla Digi-Sense® Type-K con una sonda
ciond 2,5ul PSA-FITC (UM de solucion stock/PBS) y 5 termosensible introducida en el ultracongelador a la altura
ul de PI (250ug/ml). La suspensién espermatica fue incuee las pajuelas. Se pudo comprobar una velocidad de des-
bada durante 15 min a 38°C en oscuridad, luego se centrifeghso de temperatura de -10°C/min desde 4°C a-70°C vy de -
a 300g por 5 min, y el pellet fue re-suspendido en @00 0,26°C/min desde los -70 °C a -80°C.
de Sp-TALP para su andlisis en citobmetro de flujo. Los
espermatozoides fueron clasificados como: vivos cdfitometria de Flujo. Todas las evaluaciones se realizaron
acrosoma intacto (FITC-PSA- /PI-) y vivos con acrosomaediante un citémetro de flujo FACScalibur (Becton
dafado (FITC-PSA+/Pl-). En cada ensayo el analisis firckinson, Mountain View, CA, USA). Las células fueron
repetido tres veces. excitadas por un laser de argén de 488 nm. Cada analisis
consistio en la adquisicion de un minimo de 10.000
Potencial de membrana mitocondrial AWM). Se utiliz6 espermatozoides tefiidos, los cuales fueron cuantificados si-
el kit comercial Mit-E¥Y Mitochondial Permeability multdneamente para fluorescencia verde y roja. Se evalua-
Detection Kit (BIOMOL® Research Laboratories, AK-ron 600-1000 células/s a través del laser. De acuerdo a
116). Un volumen de 250l de suspension espermaticaparametros de granularidad relativa (Sidescatter—SSC) y ta-
(2,5 x 10 espermatozoides/ml) fue centrifugado a §00 mafio relativo (Forwardscatter— FSC) las células fueron se-
por 5 min y descartado el sobrenadante. El pellet fparadas, de manera que sélo las que poseian caracteristicas
resuspendido en 250 de solucién de trabajo (il JC-1 de dispersion de luz tipicas de espermatozoides de canino
en 500ul TRIS), luego se incubd durante 15 min a 38 °@ieron analizadas para fluorescencias. Ademas, para ajustar
protegido de la luz. Posteriormente, se centrifug6 a 30@arrectamente la region sobre los espermatozoides a eva-
g por 5 min, se elimind el sobrenadante y el pellet digary evitar los desechos o debris celulares se utilizé la com-
espermatozoides fue re-suspendido endde Sp-TALP binacién de tinciones fluorescentes para identificar las cé-
para ser analizados por citometria de flujo. Lokilas muertas, las células vivas o células con membranas
espermatozoides con fluorescencia roja fueron considedafiadas. Los datos para los canales de fluorescencia verde
dos como poblacion de células con noratéM, y los de y roja fueron obtenidos por escala logaritmica y analizados
coloracion verde con ukM alterado. En cada ensayo elpor medio de un Software Cell-Quest Pro (Becton Dickinson,
andlisis fue repetido tres vexe Mountain View, CA, USA).

Integridad del ADN. Se evalud utilizando el ensayo TU-Andlisis estadisticoLos resultados fueron expresados como
NEL (In situ Cell Death Detection Kit with fluorescein, promediot DE. Se utiliz6 el Test de D"Agostino para de-
Rochél, Mannheim, BW, Germany) descrito por Lomgs tectar normalidad en los datos. El analisis estadistico entre
al. (1998). La integridad del ADN espermatico fue evaludes grupos se realizé mediante el Test de Varianza
do por citometria de flujo al cuantificar la incorporacién d®aramétrico ANOVA de medidas repetidas. Para detectar
dUTP marcado en los sitios de fragmentacion del ADNiferencias significativas entre grupos se aplico el Test
(Cordelliet al, 2005). La suspensién espermatica (3% 1®Paramétrico de Comparacién Mdltiple de Tuckey. La
espermatozoides/ml) fue fijada en formaldehido al 4% significancia estadistica para todas las pruebas fue estable-
permeabilizados en 0,1% Triton X-100 en 0,1% de citratnda para un P < 0.05. El andlisis de los datos se realizd con
de sodio. Se agreg6 pdde enzima TdT y dUTP conjuga- el software GraphPad Prism® version 5.0 para MAC OS X
do con FITC y se incubd durante una hora a 37°C en osci@GraphPad Software, San Diego CA).
dad. Posteriormente, se adiciond Pl (g&/ml), se
homogeniz6 suavemente y se analizé en citémetro de flujo.
Se consideraron los espermatozoides viables con ADN RESULTADOS
tegro (TUNEL -) y fragmentado (TUNEL +). En cada ensa-
yo el andlisis fue repetido tres veces.

Pool de semen frescd?resentaron las siguientes caracteris-
Ultracongelador. El ultracongelador utilizado en este estuticas (Promedia DE). La concentracion espermatica fue 972
dio fue un Thermo® modelo Revco ULT1386-5V. El equix10® + 192 x10 espermatozoides/ml. El porcentaje de MOP
po consta de un microprocesador de control de temperatpragresiva fue 89,f 2,5. El porcentaje de espermatozoides
gue mantiene la temperatura interna a -80°C (temperatuiables con membrana plasmatica intacta fue de 83/7.
ambiente 22°C aprox.). El rango de temperatura oscila enfire los espermatozoides viables, un 85,52 % presento
-40°C y -86°C, velocidades programables de congelacid’M intacto, un 99,& 0,04 % ADN integro y un 78;65,6
no disponible. Previo al comienzo del estudio, se deternd membrana acrosomal intacta.
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Motilidad. La MOP en los grupos Exp. 1y Exp. 2 (32,0 DYM intacto (Control: 54,66 20,6; Exp.1: 44,4 15,8y

4,4% y 36,8t 4,1%) fueron significativamente menore=XP-2: 43,4+ 15,33; P:0.2844, Fig. 1c), espermatozoides

(P<0,0001) respecto al Control (método convencional; 55/4PIeS con membrana acrosomal intacta (Control: 42,95
+ 8,7%), Fig. 1a. 11,1; Exp. 1: 532 15,8 y Exp.2: 48, 20,1; P:0,1991,

Fig. 1d).

Evaluacion de membranas espermaticag&l analisis por L ] ) .
citometria de flujo en espermatozoides caninos congeladggterminacion de la integridad del ADN.EI analisis por

demostré que no hay diferencias estadisticas significativelioMetria de flujo en espermatozoides caninos congelados

entre los grupos respecto a: espermatozoides viables dsmostré que no hay diferencias es'tadl’sticas significativas
membrana plasmatica intacta (Control: 425729; Exp.1: entre los grupos respecto a la integridad del ADN (Control:

35,57+ 10,25 y Exp.1: 40,76 12,11; P:0.2303; Fig. 1b), 99,13+ 1,2 Exp1: 98,& 3,4; Exp 2: 97,83 2,5; P:0,6579,

Fig. 1e).
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DISCUSION

El efecto beneficioso de la utilizacién desentaron resultados similares de motilidad a los descritos por
metodologias alternativas ajlNpara criopreservar células Hori et al (2005), quienes congelaron los espermatozoides a
espermaticas ha sido reportado previamente (Salamon, 19712 velocidad de -10°C/min por exposicion directa al vapor
Medrancet al, 2002; Alamcet al; Batistaet al), sin embar- de NL hasta alcanzar una temperatura de -70°C, y posterior-
go, el uso de ultracongeladores no programables para congente fueron almacenados et Kt196°C), observando una
lar/almacenar semen ha sido de uso limitado (Aletrel; pérdida adicional de la motilidad post descongelacion al con-
Batistaet al). No existen antecedentes previos de la utilizgelar los espermatozoides a esta velocidad. Durante la con-
cién del ultracongelador de -80°C como técnica para consgelacion la formacion de hielo intracelular no ocurre a -10°C/
var y almacenar espermatozoides caninos, siendo este el iR, y el porcentaje de viabilidad y MOP aumenta o se man-
mer estudio que evalla esta posibilidad, analizando pégne constante entre -10°C/min'y 0,5°C/min (refleja el “efec-
citometria de flujo la funcién espermatica. to soluciéon” como mecanismo dominante de injuria y no la

formacion de hielo intracelular) (Thirumadgal, 2003), esto

El parametro méas elemental que determina el efecggoncuerda con la “hipétesis de los dos factores” descrita por
de la congelacion sobre la funcion espermatica es la motilidslézuret al (1972; 1984) y Bensoet al
progresiva, en nuestro estudio las motilidades progresivas en
el control y grupos experimentales fueron superiores a las ~ La motilidad es el indicador mas sensible del dafio
reportadas previamente para espermatozoides congeladsdiilar debido a la congelacion, incluso mas que la integri-
descongelados de canino, utilizando el método convencion@d de la membrana plasmatica @iftal), efecto que tam-
(Rotaet al, 2010; Kimet al.,2010). La motilidad fue el tni- bién ha sido observado en espermatozoides de carnero (Del
co parametro espermatico en el cual se presentaron difer¢alle et al, 2010) y bafalo (Khaet al, 2009). Los resulta-

cias significativas entre la técnica convencional y los expefios obtenidos en el presente estudio, concuerdan con lo su-
mentales. gerido por Yuet al, quien obtuvo porcentajes de MOP mas

bajos que los porcentajes con membrana plasmatica integra,

La congelacion provoca una disminucion drastica dafribuyendo esta diferencia a cambios en el transporte activo
la motilidad progresiva, como consecuencia de los procedfia la permeabilidad en la membrana plasmatica de la region
mientos de congelacion/descongelacion (Watson, 200de la cola. Al realizar inmediatamente la evaluacion
Bensonet al, 2012). Entre las variables que influyen en I@spermatica post descongelacion, se observan
sobrevivencia de los espermatozoides criopreservadosasermatozoides inmoviles que después de un periodo corto
animales domésticos en ultracongeladores, se encuentréléatiempo a temperaturas de’G7recuperan su motilidad
velocidad de congelacion (i al, 2002; Bensoet al). En  (Yuetal,; Del Valleet al). En el presente estudio la motilidad
este estudio la motilidad progresiva post descongelacion dowe evaluada inmediatamente post descongelacion y de for-
la técnica convencional, fue mayor que las obtenidas enned subjetiva, lo que posiblemente podria explicar los bajos
ultracongelador a -80°C a velocidades lentas (10°C/min d@srcentajes.
de 4°C a -70°C y -0,26°C/min a -80°C). No obstante, estas
dltimas fueron similares a las descritas poreYwal en un La integridad de la membrana plasmatica es un requi-
ultracongelador programable a una velocidad similar a nueito para mantener la viabilidad espermatica y crucial para
tro estudio, determinando que la velocidad de congelacihsupervivencia del espermatozoide en el tracto reproductor
de -30°C/min, que es la usual en la congelacion ghnes de la hembra y la mantencion de la capacidad fecundante
la 6ptima para el semen de canino, y que velocidades nf@sira & Toshimori, 1990). Este es el primer reporte de eva-
rapidas o lentas de congelaciéon, como es el caso deacion de la viabilidad e integridad de la membrana
ultracongelador de -80°C (-10°C/min) reduciria la motilidagispermatica por tincion fluorescente SYBR-14/Pl en
e incrementaria el dafio acrosomal (ldagl, 1997; Watson, espermatozoides congelados y/o almacenamiento en un
1995; Pefia & Linde-Forsberg, 2000). En cambio, en nudgtracongelador de -80°C, demostrando que no existen dife-
tros resultados, el dafio acrosomal no fue significativamerigncias significativas entre los espermatozoides congelados
diferente entre las técnicas de congelacion evaluadas, en gmel ultracongelador (Exp. 1y 2) y la congelacion conven-
cordancia con Rotet al.(2005), que igualmente, no detectacional (Control). Nuestros resultados concuerdan con Rota
ron diferencias en el estado acrosomal al utilizar velocidadesal. (2005) quien evalud la integridad de la membrana
de enfriamiento rapidas (-50°C/min) o lentas (-10°C/minplasmatica de espermatozoides caninos congelados a velo-
Ademas, los espermatozoides congelados en @tlades lentas (utilizando un ultracongelador programado
ultracongelador de -80°C y conservadas g¢n(Bxp. 2) pre- para descender a -0,5°C/min entre 5°C y 10°C, a -8°C/min
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entre -10°C y -60°C y posterior almacenamiento #) i (P<0,05). Los resultados sugieren que no existen diferen-
velocidades rapidas (N) utilizando el test hiposmético cias en la mantencion de la integridad de la membrana del
(HOS test), observando un alto porcentaje dacrosoma entre la congelacion de espermatozoides median-
espermatozoides con membrana plasmatica funcional entiasl método convencional y la utilizacién del ultracongelador
muestras congeladas en ultracongelador, sin diferencias slg--80°C (Exp. 1y 2); los resultados concuerdan con estu-
nificativas comparadas con la congelacién convencionalios previos en caninos utilizando ultracongeladores de -
Esto sugiere que la congelacion de espermatozoides cdi2°C con un promedio de 95% de espermatozoides con
nos a velocidades lentas — tales como -10°C/min — dismiragrosoma integro sin diferencias significativas con el méto-
ye el dafio atribuido a la deshidratacion celular o a la formde convencional de congelacion (Alaeical).
cion de hielo intracelular (Mazur, 1984). El porcentaje pro-
medio de membrana integra evaluada por SYBR-14/Pl en  La congelacion provoca dafio en el ADN de
los espermatozoides congelados/descongelados por el egpermatozoides de caninos (Retal, 2005; Kimet al.,
todo convencional (Control) fue superior a los grupos exp2010). En este primer estudio que evalla la integridad del
rimentales 1y 2, y a lo reportado previamente por &m ADN en espermatozoides congelados en un ultracongelador
al. utilizando las tinciones 6-C-FDA/PI o HOS test. Resde -80°C a una velocidad de -10°C/min, no se encontré dife-
pecto a los grupos experimentales, nuestros resultados samcias significativas entre los resultados de los tres proto-
similares a los obtenidos por ¥tal y Rotaet al (2005) en colos ensayados. Esto sugiere, que nuestro protocolo expe-
estudios de congelacién de espermatozoides emental no afecto la integridad de ADN. Los porcentajes
ultracongeladores programables. de integridad de ADN son mayores a los obtenidos por Rota
et al (2005) y Kimet al quienes evaluaron la fragmenta-
Estudios previos han demostrado que la criocomrién de la cromatina utilizando como marcador nuclear la
servacion afecta la funcién mitocondrial de los espermanciéon naranja de acridina. Estudios previos en bovinos,
tozoides y que la diferencia de potencial de membraeguinos y cerdos han establecido un nivel maximo de
mitocondrial es un indicador sensible del estado de la futkenaturacion del ADN (>30%) como indicador de incapaci-
cion de las mitocondrias (Ortega-Ferrusatlal.,2008). Al dad de fecundar (Evenson & Jost, 2000). Las diferencias
respecto, el potencial de membrana mitocondrial es posileletre especies, el procedimiento de criopreservacion, la for-
de evaluar en forma rapida utilizando la tincién JC-1 y laulacion de diluyentes y el tiempo de post descongelacion,
citometria de flujo, y existe una relacion entre el estagmede explicar las diferencias observadas entre los estudios.
mitocondrial y la motilidad espermatica. En el presente es-
tudio, el porcentaje promedio de espermatozoides vivos con  Existe una variedad de investigaciones realizadas con
potencial de membrana mitocondrial intacto (JC1-negatt propdsito de optimizar los procedimientos de congela-
vo) sometidos al ultracongelador de -80°C (Exp.1y 2) fueion en NL. Por los resultados obtenidos en el presente es-
ron levemente inferiores a los obtenidos con el método cdndio, consideramos que el uso del ultracongelador no
vencional de congelacién (Control), no observandose difprogramable de -80°C (-10°C/min) para congelar y almace-
rencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). Conar espermatozoides caninos tiene un uso potencial en me-
cordando con Volpet al.(2009), quien reportd poblacionesdicina veterinaria como alternativa allNlo que implica
espermaticas caninas con motilidad baja que evidencianama importante reduccion en el costo de almacenaje de las
un potencial de membrana mitocondrial inalterado, sugiriemuestras en los bancos de semen de caninos. Este estudio,
do que la respiracién mitocondrial puede no ser suficiergebien, evallan vitroy a corto plazo la criopreservacion de
para mantener la motilidad en la célula espermatica, y gegpermatozoides a -80°C, es de interés evaluar a largo plazo
puede ser importante para la sobrevivencia del espermatdn vitro la calidad seminal, distintas concentraciones de
zoide en el tracto reproductivo de la hembra. Consideramgigerol, y la variacion individual entre machos, asi como la
gue es importante investigar mas profundamente en la espapacidad fecurahte de los egpmatozoides descongela-
cie canina la relacion existente entre la motilidad y el estados en pruebais vitro (penetracion heteréloga) o in vivo
mitocondrial para dilucidar la fuente energética para [@nseminacion artificial).
motilidad espermatica en esta especie.

Respecto a la integridad de la membrana acrosomAlGRADECIMIENTOS
los porcentajes promedios de los espermatozoides vivos con
la membrana acrosomal intacta (FITC.PSA-/PI-) sometidos
al ultracongelador de -80°C (Exp.1y 2) fueron levemente Proyecto Fondecyt N° 1070594 y Direcciones de In-
superiores a los obtenidos con el método convencional (Cerstigacion de la Universidad de La Frontera Proyectos N
trol), sin embargo no fueron significativamente diferente®110-2019 y DI12-0089.
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SALINAS, P.; SANCHEZ, R. & RISOPATRON, J. Cryopreservation of canine spermatozoa at-80R€.J. Morphol., 31(1)217-224,
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SUMMARY: The freezing and storage in liquid nitrogen () I the technique used most for the preservation of canine and other
domestic species semen, for long periods of time. This study was designed to validate the use of deep freezer at -&8@dstoeez
canine semen in straws. Three protocols were tested (n = 10): Control: sperm frozearid $tored; Exp 1: sperm frozen and storedG80
and Exp.2: semen frozen at -8C and stored in ). Post-thawing was assessed by flow cytometry and the viability of plasma membrane
integrity (SYBR-14/PI), mitochondrial membrane potenti#\(n, JC-1), acrosome membrane integrity (PSA / FITC-PI), translocation of
phosphatidylserine (Annexin -V-FITC/PI) and DNA fragmentation (TUNEL). No significant differences (P <0.05) between the Control
Exp.2 and Exp.1groups regarding: intact plasma membrane integrity<(828235.5% 10.3 and 40.76 12.1, respectively’Am normal
(54.7+ 20.6, 44.4+ 15.8 and 43.4 15.3, respectively), intact acrosomal membrane integrity 42D, 1, 53.2+ 15.8 and 48.% 20.1,
respectively) and fragmented DNA (0.8D.41, 0.75: 0.16, 0.7% 0.27, respectively). However, the average motility of the post-thawing of
Exp.1 and Exp.2 groups (37404.4% 36.8+ 4.1% respectively) showed significant differences (P <0.05) than the Control groug: (55.9
8.7%). The results obtained in this study showed that the use of deep freez¥€ &r8@ezing and storing canine sperm has potential use
in veterinary medicine as an alternative to the use,of N

KEY WORDS: Canine; Sperm freezing; Ultrafreezer at -80°C.
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