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REFRIGERACION DE SEMEN CANINO UTILIZANDO GLUCOSA,
FRUCTOSA, TREHALOSA O SACAROSA PARAPROLONGARLA
SUPERVIVENCIAESPERMATICA

REFRIGERATION OF CANINE SEMEN UsING GLucosE, FRucTOSE, TREHALOSE OR
SucroseE To EXTEND SPERM SURVIVAL
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REsumEN

Seevaludb el efectolaglucosa, fructosa, trehal osay sacarosa, como componentes del
diluyente, sobrelaviabilidad esperméticaen semen canino refrigerado a5 °C. Lafraccion
esperméticade 16 eyaculados de perro fue distribuida en cinco alicuotas conteniendo un
diluyente a base de Tris - &cido citrico - yema de huevo, pero con un azlcar distinto,
ademas del control sin azlcar. Los cinco tratamientos se evaluaron alas 24, 48, 72y 96
horas de refrigeracion en base amotilidad progresivaeintegridad funcional de membrana
mediante la prueba hipoosmdtica (HOS). En todos los grupos, a excepcién del grupo
control, la motilidad espermética se mantuvo dentro de rangos aceptables durante el
estudio (90% en el dia 0 hasta cerca de 60% en el dia4). Sin embargo, laintegridad de
membrana se mantuvo ligeramente superior en |os grupos con azlcar (87-90%) en com-
paracion con el grupo control (83-85%). Laglucosay sacarosamostraron mejores resul-
tados de motilidad y HOS. Se concluye que no se genera un dafio significativo sobre la
membrana espermaticadurante larefrigeracion a5 °C del semen canino, y quelautiliza-
cion de cualquiera de los azlicares como sustrato energético para los espermatozoides,
en especial glucosay sacarosa, esde gran importanciapara el mantenimiento de niveles
apropiados de motilidad esperméticaeintegridad funcional de membrana.

Palabrasclave: semen refrigerado, canino, glucosa, fructosa, trehalosa, sacarosa,
monosacéridos, disacéaridos

ABSTRACT

The effect of glucose, fructose, trehal ose, and sucrose, as components of the exten-
der, was evaluated on canine sperm viability during refrigeration at 5 °C. The spermatic
fraction of 16 dog €jaculations were distributed in 5 aliquots containing an extender
based on Tris— citric acid — egg yolk, but differing in the presence of one of the sugars,
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plusacontrol without sugar. Thefivetreatmentswere evaluated after 24, 48, 72, and 96
hours of refrigeration in relation to progressive motility and functional integrity of the
membrane by the hypoosmotic swelling test (HOS). All groups, with the exception of the
control group, the sperm motility maintained within acceptabl e ranges during the study
(90% on day 0 and 60% on day 4). The integrity of the membrane remained dlightly
superior in groupswith sugar (87-90%) in comparison with the control group (83-85%).
The glucose and sucrose showed the best resultsin motility and HOS. It is concluded that
no significant damage occurred on the sperm membrane while keeping semen at 5°C, and
that the use of any of the tested sugars as energy-giving substrate for the sperm cells
(especially glucose and sucrose) isof great importancefor the maintenance of appropriate
levels of sperm motility and functional integrity of the membrane.

Keywords: refrigerated semen, canine, glucose, fructose, trehalose, sucrose,

monosaccharide, disaccharide

El interés creciente por la préctica de la
inseminacion artificial enlareproduccion delos
caninos demandala blsqueda de protocolos de
preservacion de semen gque permitan un mayor
tiempo de viabilidad espermética. Esto permite
el transporte de semen hacia lugares
geograficamente distantes, asi como reducir el
numero de col ecciones de semen en un macho
de alto valor genético.

Se han desarrollado diversos protocolos
para la criopreservacion de semen canino
(Farstad, 2000; Stornelli et al., 2001; Romagnali,
2002; Hori et al., 2003); no obstante, se obtie-
nen tasas de fertilidad muy inferiores a las ob-
tenidas con semen diluido y conservado bajo
condiciones de refrigeracion (Linde-Forsberg,
1991; Pinto et al., 1999). Adicionalmente, setie-
ne unatendencia a producir un efecto negativo
en el tamarfio de la camada (Michelsen et al.,
1993; Pinto et al., 1999); de ali que enlaprac-
tica de lainseminacion artificial en caninos se
sigue optando por el empleo de semen fresco,
directamente o0 luego de ser conservado en re-
frigeracion.

Ha sido ampliamente demostrado que la
composicion delosdiluyentes utilizados en los
procesos de conservaci on de semen canino pue-
de afectar e tiempo de almacenamiento y la
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calidad delosespermatozoides (Sirivaidya-
pong et al., 2000). Ental sentido, Yildiz et
al. (2000) sugieren que los azlcares, ade-
maéas de servir como fuente de energiapara
lacélulaespermatica, permiten el mante-
nimiento de la presién osmaética'y cum-
plen una accién crioprotectora. En base a
esto, esde esperar quelainclusion de azd-
caresenlosdilutores podriaservir parala
preservacion de lamotilidad espermética
y el mantenimiento delaviabilidad einte-
gridad del acrosoma y de la membrana
espermatica (Yildiz et al.; 2000; Rigau et
al., 2001). El objetivo del estudiofueeva
luar el efecto de la adicion de glucosa,
fructosa, trehalosay sacarosa como parte
delacomposicion del dilutor desemenen
el proceso de conservacion en refrigera
cion del semen canino.

Lugar de Estudio y Animales

El estudio sellevo acaboene La
boratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos, Lima. Se emplearon nueve caninos
machos adultos, de dosaseisanosdeedad,
a quienes se colectd 16 muestras de se-
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Cuadro 1. Razay edad de animal es donantes de semen en el estudio

Animales Raza Edad (afios) N° de muestras
1 Cruzado 25 3
2 Bull Terrier 4 1
3 Labrador 6 1
4 Pit Bull 35 1
5 Peruano Sin Pelo 4.5 3
6 Poodle miniatura 3 1
7 Cocker Spaniel 4 2
8 Cruzado 25 2
9 Cruzado 2 2
Tota 16

men (Cuadro 1), con unintervalo de, al menos,
una semana entre col ecciones consecutivas.

Coleccion de Semen

Se empled e método de manipulacion
digital, consistente en aplicar masajes suaves
y de manera alternada sobre el cuerpo del
penedel animal gjerciendo unaligerapresion
sobre el bulbo del pene cada tres segundos,
hasta lograr una ereccién parcial; luego se
retrae el prepucio y se sujeta el bulbo con la
mano enguantada, ejerciendo una constante
presion sobre e mismo, paralograr unatotal
turgencia y marcado movimiento o reflgjo
pélvico; y cuando el perro levanta alguna de
susextremidades posteriores, sedirige el pene
hacia atras (rotacion de 180 grados) para co-
lectar e eyaculado.

Paralarecoleccion del semen se utilizo
un tubo falcon graduado, estéril y temperado,
obviando laprimerafraccién de eyaculado (dos
otresgotas). Solo se utilizaron los eyaculados
con a menos 70% de motilidad espermética,
una concentracion de 100x10° espermato-
zoides/ml, y un minimo de 90% de reactantes
positivos al HOS. La concentracion esper-
matica se estandariz6 a un promedio de 100
millones de espermatozoidespor mililitro, para
minimizar variabilidad entre muestras.
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Tratamientos y Disefio Experimental

Cadaunadelas muestras se distribuyé
en cinco grupos experimentales (Cuadro 2):

a) Grupo Control: 0.5 ml semen + 0.5 ml
del diluyente control

b) Grupo Glucosa: 0.5 ml semen + 0.5 ml
del diluyente con glucosa

¢) Grupo Fructosa: 0.5 ml semen+0.5ml
del diluyente con fructosa

d) Grupo Trehalosa: 0.5 ml semen + 0.5
ml del diluyente contrehalosa

€) Grupo Sacarosa: 0.5 ml semen+0.5ml
del diluyente con sacarosa

Se utiliz6 un disefio detratamientos si-
multaneos en unamismaunidad experimen-
tal (eyaculado). En cadaunadelas 16 mues-
trasseempled e set decinco dilutores. Cada
submuestracon € dilutor correspondiente se
[levé inmediatamente arefrigeracion (5 °C).
Cada 24 horas (24, 48, 72y 96 horas), pre-
viahomogenizacion, se tomo 100 pl del se-
men diluido y se coloco enlaestufaa37 °C
durante 5 minutos para su evaluacion. Se
determind el porcentaje de motilidad progre-
sivay porcentgje de espermatozoides con
membrana plasmatica funcionalmente inte-
gra (HOSt).
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Cuadro 2. Composicion de los diluyentes utilizados en cada grupo experimental

Control  Glucosa Fructosa Trehalosa Sacarosa
Componentes

mM mM mM mM mMi
Glucosa 50
Fructosa 50
Trehalosa 50
Sacarosa 50
Tris 200 200 200 200 200
Ac. citrico 60 60 60 60 60
Y ema de huevo (ml) 20 20 20 20 20
Aguadestilada (ml, csp) 100 100 100 100 100

Parametros Evaluados
Motilidad progresiva

Se depositd 25 pl de cada muestra de
semen en una ldmina portaobjeto, se coloco
la l&mina cubreobjeto, ambas temperadas a
37 °C, y seobservé al microscopio a40x. Se
calcul 6 de manera subjetiva el porcentaje de
espermatozoides que presentaron un mMovi-
miento continuo haciaadel ante.

Integridad funcional de membrana

Se empled |la prueba hipoosmaética
(HOS: hypoosmatic swelling test) descrita
para espermatozoides caninos (Sanchez et
al., 2002), en la cual se mide la capacidad
gue presenta la membrana de las células
esperméticas de permitir el flujo de ionesy
deaguaal interior delacélula (Hishinumay
Sekine, 2003). Sedeterminé el porcentajede
espermatozoides con lamembranaplasmética
dafiada (no presentaron modificacionesenla
cola, Fig. 1-A) y el porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmética
funcionalmente integra (aquellos que, como
respuesta al estrés hipoosmatico, presenta-
ron algun tipo de hinchazén en la cola, sea
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esta en lugar distal o en alguna parte de la
misma) (Fig. 1).

Andlisis estadistico

L osresultados porcentual esde motilidad
y HOS (+) se transformaron a valores angu-
lares para acercar los datos a la distribucion
normal.

Se empled un andlisis de medidas repe-
tidas, teniendo como variablesexplicativasa
los tratamientos, animales, muestras y frac-
cién demuestra; asi mismo, como covariables
alosvaores de motilidad y HOS del semen
fresco, la concentracion espermaética, €l vo-
lumen eyaculado y |a semana de experimen-
tacion. El tiempo en horas d cua fue anali-
zado cadatratamiento (t: 24, 48, 72y 96) fue
lavariable intrasujetos que se utilizo para el
andlisis. Se estimaron las medias
marginales delosefectos principalesy delas
interacciones que fueron significativasreali-
zandose una.comparacion por pares median-
te la prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni. El andlisis estadistico sellevo a
cabo mediante el uso del software SPSS 15.0
para Windows.
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Figural. Espermatozoides reactantes a la prueba de viabilidad de membrana (Extraido de

Hishinumay Sekine, 2003)

Losvaloresinicialesa momento de la
coleccion de semen fueron de 3.7 ml, 367
millones de espermatozoides/ml, 93.7% de
motilidad y 95.2% HOS (Cuadro 3). La
motilidad espermaética, en todos los grupos
con azucar, se encontré dentro de rangos
aceptables durante las 96 horas de duracion
del experimento con val ores cercanosal 90%
(dia0) y 60% (dia4), mientrasque en €l gru-
po control disminuy6 hasta 26% (p<0.05,
Cuadro 4). Al evaluar los dos tipos de
monosacéaridos (glucosa y fructosa) y
disacaridos (trehalosay sacarosa), se encon-
tr6 quelos mayores porcentaj es de motilidad
correspondieron alosgruposglucosay saca
rosa (p<0.05).

En el Cuadro 5 se presentan los resul-
tados de la prueba de HOS. La integridad
funcional de membrana se mantiene relati-
vamente estable durante el estudio. EIl HOS
al inicio del experimento fue de 93%y luego
de 96 horasenrefrigeracion disminuyd sola-
mente en 10%. Asimismo, la integridad de
membrana se mantuvo ligeramente superior
en los grupos con azucares (87-90%) en
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comparacion con el grupo control (83-85%).
Todos los grupos con azlcares se diferen-
cian significativamente del grupo control (sin
azUcar), siendo glucosa y sacarosa quienes
mantienen los valores més altos (Cuadro 6).
En € casodd grupo contral, laintegridad funcio-
na de membrana se mantuvo estable por 48 h.

L os resultados sobre refrigeracion de
semen canino son ligeramente superiores a
los descritos por Rota et al. (1995), Messias
(2000) y Manosalva et al. (2005), quienes
describen valoresdemotilidad de 53y 45% a
las 96 horas, y 82% alas 24 horas, respecti-
vamente, y valores de HOS de 84-86%.

Este estudio es el primero en describir
€l efecto de varios monosacéridos (glucosay
fructosa) y disacaridos (trehalosa 'y sacaro-
sa) sobre parametros de funciény viabilidad
espermatica durante la refrigeracion a5 °C
de semen canino. Al no existir reportes|oca
les previos sobre refrigeracion de semen ca-
nino, se tomo como referencia el estudio de
Yildiz et al. (2000). En general, se encontrd
guelamotilidad espermaticadesdelas0 has-
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Cuadro 3. Valores esperméticos de 16 eyaculados de canes (evaluacion en el semen fresco)

aimd  Rwa  VOE(D Cowetn Mol S
1 Cruzado A 4 650 95 95
1 Cruzado A 38 285 95 9%5
1 Cruzado A 3.2 580 95 99
2 Bull Terrier 3.2 230 85 A
3 L abrador 3 195 20 95
4 Pit Bull 31 240 95 93
5 Peruano SP 55 310 95 96
5 Peruano SP 45 220 95 99
5 Peruano SP 43 350 95 96
6 Poodle mnt 4 180 95 93
7 Cocker Spa 29 450 95 98
7 Cocker Spa 2.8 630 95 96
8 Cruzado B 3.7 370 95 96
8 Cruzado B 35 440 95 95
9 Cruzado C 4.1 380 0 97
9 Cruzado C 4 360 95 96

Promedio 3.7 367 99 95

Cuadro 4. Efecto de los azlcares sobre la motilidad esperméticadel semen canino alas 24,
48, 72 'y 96 horas de larefrigeracion (5 °C)

Grupos 24h 48 h 72h 96 h

Control 78.4+57 59.1+78 39.7+9.0 26.3+116
Glucosa 88.1+3.1 825+37 74.7 +4.3 60.6 + 10.5
Fructosa 84.1+£52 76.6+54 66.3+9.9 516+ 127
Trehalosa 84.7+6.9 76.9+ 6.3 64.7+11.0 509+ 16.1
Sacarosa 86.8+3.1 819+51 72.2+8.6 58.8+14.5

ta las 96 horas disminuy6 en 30%, mientras
gue los vaores de integridad funciona de
membrana (HOS+) variaron muy poco con
respecto a los valores iniciaes, describiendo
una tendencia distinta a los valores para
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motilidad. Si bien, todos los azlcares utiliza-
dos presentaron valores superiores a los del
grupo control (sin azlcar), tanto glucosacomo
sacarosa ofrecieron mejores resultados en
cuanto a motilidad y HOS.
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Cuadro 5. Efecto de los azlcares sobre la integridad funcional de la membrana
espermética (HOS) en e semen canino a las 24, 48, 72 y 96 horas de la

refrigeracion (5 °C)
Grupos 24h 48 h 72h 96 h
Control 91.5+29 91.0+1.9 86.1+4.1 84.3+4.9
Glucosa 93.3+3.2 91.7+ 3.0 91.1+22 90.1+29
Fructosa 925+ 3.2 91.1+3.2 90.3+3.0 88.7+3.1
Trehalosa 92027 90.9+33 90.3+3.0 882+4.1
Sacarosa 93.1+29 923+24 90.7+35 89.7+3.7
Cuadro6. Medias y significancia para cada tratamiento del semen canino mantenido en
refrigeracion desde las 24 hasta las 96 horas, respecto alos valores porcentuales
de integridad funciona de la membrana espermatica
Grupo Media Desviacion Intervalo de confianza al 95%
experimental (24-96 h) estandar Limiteinferior  Limite superior
Control 88.4° 4.3 84.1 92.6
Glucosa 91.6% 3.0 88.7 94.6
Fructosa 90.8™ 31 87.8 93.9
Trehalosa 90.5° 3.2 87.3 93.7
Sacarosa 91.6% 2.9 88.7 94.5

x ab,cd

L os resultados podrian explicarse por-
guedurantelarefrigeracion de semen, lafun-
cion principa de los azlicares es proveer €l
sustrato energético requerido por los
espermatozoides para el desempefio normal
de sus funciones, siendo la glucosa uno de
los azlicares mejor utilizados por la célula
espermatica (Rigau et al. 2002) y células en
general (Guyton y Hall, 2000). El efecto be-
néfico de la sacarosa se explicaria por la po-
sible existenciade sitios de union especificos
para este disacarido.

Fernandez-Novell et al. (2004) obser-
varon en espermatozoides de perro que la
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Letras diferentes en la columna de Medias indican diferencias significativas (p<0.05)

glucosa, pero no la fructosa, puede activar
especificamente la proteina quinasa AKT,
implicada en la regulacién de varios proce-
sos metabolicos celulares importantes. Esto
implicaquelaglucosaactivariadirectamente
todos|os caminos AK T-regul ados del esper-
matozoi de canino. Por lo tanto, se puede asu-
mir que, en el caso del canino, los azlicares
pueden actuar no solo como substratos pro-
pios del metabolismo, sino, ademas, como
moduladores directos de la funcion
espermética.

Losestudiosrealizados por Rigau et al.
(2002), indican quelos distintos efectos fun-
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cionales de laglucosay lafructosa sobre el
espermatozoide canino, son el resultado de
diferenciasen lasrutas metabdlicas que man-
tienen el equilibrio de su estatus energético.
Lafructosa, con respecto ala glucosa, mos-
tr6 un incremento de velocidad en las rutas
metabdlicas y, por lo tanto, en laformacion
deATP. Lafructosa, a aumentar el indice de
consumo de ATPrelacionado amotilidad, da
lugar aun patron especifico masrapido y li-
near que el observado con laglucosa (Rigau
et al., 2001), dedicandose lamayor parte del
consumo de energia del espermatozoide al
manteni miento de dichamotilidad.

El efecto de la fructosa sobre la moti-
lidad, se encontrariarelacionado a un fuerte
aumento en €l indice de fosforilacion de las
hexosas con respecto a la glucosa. Este au-
mento, sumado a consumo de ATP en la
fosforilacion detirosing, podriallevar a esta-
blecimiento del substrato que completael ci-
clo en el cual se genera la energia que se
pierde inmediatamente. Una caida en los ni-
velesintracelulares de ATPinducirial6gica
mente, a un incremento inmediato del ADP,
el cual asuvez activariad ritmo glucaliticoy
aumentaria laformacion de ATP. Cuando €l
ATPrecobraranivelesaltos, seproduciriauna
bajada simulténeadelosnivelesde ADP, con
la consecuente disminucion en el ritmo
glucalitico (Hammerstedy Lardy, 1983). Este
fendmeno de retroalimentacion causariauna
tasa elevada en el consumo y posible agota-
miento delafructosaaportadaen e diluyente.
Esoindicalaimportanciade escoger €l tipoy
concentraci 6n adecuada de azlicar, puesto que
pequefias variaciones podrian originar gran-
des cambios en el estado funcional, y por o
tanto en lacapacidad de supervivenciadelos
espermatozoides almacenados en refrigera-
cion.

La marcada caida (5%) en los valores
de HOS del grupo control entre las 48y 72
horas (Cuadro 5), podria deberse ala caren-
cia de un agente crioprotector en el medio
diluyente con respecto alos demas grupos, y
alafalta de un sustrato energético exdgeno
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gue permitasuplir las exigencias propias del
metabolismo espermatico.

e Larefrigeracion de semen canino a 5
°C por 96 h no produce un dafio signifi-
cativo en lamembranaespermética, pero
se recomienda el uso de azlcares (glu-
cosa, fructosa, trehalosa 0 sacarosa)
como sustrato energético de los
espermatozoides para el mantenimiento
de niveles apropiados de motilidad
espermética.

e Laglucosay lasacarosa son los azlca
res que brindan la mejor proteccion de
membrana espermética.
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