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RESUMEN 

 
 

VIABILIDAD DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMALES CANINOS Y 
FELINOS ALMACENADOS BAJO DIFERENTES CONDICIONES 

 
PALABRAS CLAVES: espermatozoides, epidídimo, caninos, felinos, dodecil 

sulfato de sodio, tris-yema de huevo. 
 
 

El objetivo general de esta tesis fue estudiar la sobrevida de EE caninos y 
felinos almacenados en EPI modificando las condiciones y el tiempo de almacenado 
transcurrido hasta la recuperación de las gametas para aumentar el número de 
espermatozoides viables. Los objetivos específicos fueron: 1) comparar el efecto de 
diferentes medios sobre la supervivencia de EE almacenados a 4ºC durante distintos 
periodos dentro del EPI; 2) evaluar el efecto de diferentes medios sobre la 
temperatura alcanzada en el interior del EPI a 4ºC; 3) evaluar los cambios 
autolíticos de las células epididimales durante el almacenamiento del órgano a 4ºC 
por diferentes períodos mediante microscopía óptica y MET; 4) estudiar el efecto de 
dos DIL para criopreservación sobre la supervivencia de EE al descongelado. Se 
desarrollaron 4 experimentos. En el primer experimento se usaron 140 epidídimos 
almacenados en SF y TYH de 0 a 72 h. Se obtuvieron diferencias significativas en 
todas las variables de calidad espermática estudiadas en función del tiempo de 
almacenado en ambas especies. El medio de almacenado influyó en el porcentaje de 
EE viables recuperados en felinos pero no en los caninos. En el segundo 
experimento se almacenaron los epidídimos en los 2 medios de transporte a 4°C y se  
registraron las temperaturas alcanzadas dentro de 20 colas de epidídimos, cada 30 
minutos a través de la colocación de termocuplas. Al comparar la curva de descenso 
de temperatura de las dos especies se observaron diferencias significativas. La 
comparación de las curvas de descenso de temperatura entre medios mostró una 
tendencia a ser significativamente diferente en los felinos. En el tercer experimento 
se realizaron 44 cortes semifinos y 44 ultrafinos de colas epididimales, almacenadas 
a 4°C en dos medios durante 24, 48 y 72 h para microscopia óptica y MET. Los 
estudios histológicos en felinos, mostraron cambios autolíticos con el tiempo y con 
el medio. Los cambios autolíticos fueron mayores en SF que en TYH. En el estudio 
ultraestructural la cromatina nuclear y la morfología de las estereocilias cambiaron 
con el tiempo y con el medio de almacenado como en el estudio morfológico. El NN 
y el AN cambiaron con el tiempo. En caninos, los cambios histológicos y 
ultraestructurales aumentaron con el tiempo de almacenado pero no hubo 
diferencias entre los medios El NM cambió con el tiempo. En el cuarto experimento 
se estudió el efecto del agregado de 0,25% de SDS (TRIS SDS 0,25%) al diluyente 
TRISBA sobre la congelabilidad de EE caninos congelados-descongelados. Se 
utilizaron 30 epididimos caninos y se evaluó la calidad espermática en semen fresco 
y al descongelado. Todas las variables de calidad seminal estudiadas fueron mejores 
en el semen congelado-descongelado con TRIS SDS 0,25% con excepción de HOS 
y el porcentaje de AI. En conclusión, el TYH permite obtener mayor cantidad de EE 
en felinos y la adición de SDS al DIL mejora la calidad de los EE congelados-
descongelados. 
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SUMMARY 
 
 

VIABILITY OF CANINE AND FELINE EPIDIDYMAL SPERMATOZOA 
STORED UNDER DIFFERENT CONDITIONS 

 
KEY WORDS: spermatozoa, epididymis, canine, feline, sodium docecyl sulphate, 

tris-egg yolk. 
 
 

The primary objective of this dissertation was to study the survival of canine 
and feline epididymal spermatozoa stored in the epidydimis modifying the conditions 
and storage time until recovery to increase the number of viable recoverd 
spermatozoa. The secondary objectives of this dissertation were: 1) to compare the 
effect of different storage media on survival of epididymal spermatozoa store in 
epididymis at 4°C during different times, 2) to study the effect of different storage 
media on the temperature reached inside the epididymis when stored at 4°C, 3) to 
assess with optic and electron microscopy the autolytic changes of epididymal cells 
during storage at 4°C, and 4) to study the survival of frozen-thawed epididymal 
spermatozoa cryopreserved with two different extenders. Four experiments were 
done to bring about these objectives. In the first experiment, 140 canine and feline 
epididymides were stored in saline solution (SS) or tris-egg yolk (TEY) for 0 to 72 h. 
In dogs and cats, time of storage had asignificant effect on sperm parameters. Storage 
media had a significant effect on sperm parameters in cats but not in dogs. In the 
second experiment, epididymides were stored in SS or TEY at 4°C and temperature 
inside the tail of the epididymides was recorded every 30 min. The temperature curve 
were different for dogs and cats. Furthermore, different curves were recorded for 
different extenders in cats. In the third experiment, canine and feline epididymides 
were stored in different storage media for 24, 48 and 72 h. Semithin and ultrathin 
sections of cauda epididymides were prepared for optic and electron microscopy 
studies. In feline samples, the histological studies showed autolytic changes with 
time and storage media. Autolityc changes were more pronounced in SS compared to 
TEY. Similar changes were observed in the ultrastrustural studies. Ultrastructural 
changes in the nuclear cromatinand and morphology of stereocilias also changed 
with time and storage media. The number of nuclei and of mitochondrias changed 
with time. Conversely, in canine samples, the histological and ultrastructutal changes 
increased with time but did not change with storage media. Only the number of 
nuclei changed with time. In the forth experiment, we studied the effect of adding 
0,25% of SDS to the Tris base extender on sperm characteristics of frozen-thawed 
epididymal spermatozoa. A total of 30 canine epididymides were used to recover 
spermatozoa. Semen quality was assessed in fresh and frozen-thawed spermatozoa. 
Frozen-thawed sperm quality was improved with the addition of SDS to the Tris-
base extender in all sperm parameter with the exception of HOS and percentaje of 
intact acrosomes. In conclusion, TEY allowed to obtain more epididymal 
spermatozoa in cats and use of SDS as an extender improved sperm quality in 
epididymal frozen-thawed semen.  
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CAPÍTULO I 

 

INTRODUCCIÓN  

 

RECUPERACIÓN ESPERMÁTICA EPIDIDIMAL COMO MEDIO PARA 

PRESERVAR MATERIAL GENÉTICO 

La expansión de la biotecnología con el fin de promover la diversidad 

genética en poblaciones reducidas se ha convertido en una necesidad. A mayor 

diversidad genética, las especies tienen mayores probabilidades de sobrevivir a 

cambios en el ambiente. Cuando el tamaño de las poblaciones se reduce, aumenta la 

reproducción entre organismos emparentados (consanguinidad) y hay una reducción 

de la diversidad genética. Promover esta diversidad es deseable no sólo para el 

mejoramiento genético sino también para la conservación de especies, ya que el rol 

fundamental de la variabilidad genética es ser la materia prima para los procesos 

evolutivos. 

La preservación de la biodiversidad animal fue el objetivo que ha impulsado 

el desarrollo y la aplicación de técnicas de reproducción asistida debido a la muerte 

inesperada de animales de alto valor genético ya sea productivo, de interés para los 

zoológicos o animales en vías de extinción, como así también a la dificultad para 

obtener semen fresco en especies silvestres. Por este motivo, los investigadores han 

dirigido sus esfuerzos a la preservación tanto de gametas como de células somáticas 

con el fin de crear bancos de material genético para ser usado en el futuro. 

Una herramienta de gran potencial para rescatar material genético de 

animales que mueren inesperadamente (recuperación post-mortem) o deben ser 
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orquiectomizados por problemas médicos es la recuperación y criopreservación 

espermática epididimal. Esta metodología, permite preservar gametas que podrán ser 

usadas para mantener la variabilidad genética dentro de poblaciones reducidas 

evitando la pérdida de la biodiversidad en futuras generaciones. A través de ella, la 

creación de bancos genéticos asegurará la preservación de caracteres fenotípicos de 

diferentes especies previniendo cualquier posibilidad de desaparición futura, tanto 

por motivos ecológicos, sanitarios o catástrofes naturales sumándonos al esfuerzo 

mundial para evitar las pérdidas de especies en el planeta (Díaz y Ojeda, 2000; 

International Union for Conservation of Nature [IUCN] 2013.  

El avance en la recuperación de espermatozoides epididimales (EE), 

potencialmente fértiles, almacenados en la cola del epidídimo y su posterior 

criopreservación en especies domésticas, es de suma importancia como modelo 

experimental para ser utilizado en especies silvestres amenazadas. La fisiología 

reproductiva en el gato doméstico (Felis silvestris catus) ha sido utilizada como un 

modelo para investigaciones en felinos silvestres. Estas investigaciones han 

permitido reconocer, además de la duración del ciclo estral y sus diferentes fases, 

algunas de las variaciones en la fisiología reproductiva de los diferentes felinos. Una 

de las características de los felinos es la ocurrencia de la ovulación inducida, sin 

embargo existen evidencias de que algunas especies pueden ocacionalmente ovular 

de manera espontánea (gato doméstico, león africano (Panthera leo) y guepardo 

(Acinonyx jubatus). El fotoperíodo modifica la actividad ovárica, por lo menos de 

manera parcial, en los tigres siberianos (Panthera tigris altaica), leopardo de las 

nieves (Panthera uncia) y pantera nebulosa (Neofelis nebulosa) entre otras especies. 

No se encontraría evidencia de estacionalidad reproductiva en algunas especies 

silvestres como por ejemplo león africano (Panthera leo), puma (Puma concolor) 
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leopardo (Panthera pardus), o jaguaré (Panthera Onca). En los felinos silvestres, se 

han estudiado y siguen en estudio diversas técnicas de reproducción asistida, las 

mismas incluyen: congelación de semen, inseminación artificial, maduración y 

fertilización in Vitro (FIV), criopreservación y transplante de embriones (Brousset 

Hernandez Jáuregui, 2002; Asa y Valdespino, 2003; Asa, 2010). 

De esta forma, los conocimientos sobre recuperación y criopreservación de 

EE caninos y felinos podrían ser utilizados en cánidos y félidos silvestres en vías de 

extinción lo que permitirá aumentar sus posibilidades de preservación (Fougner, 

1989; Fastard y col., 1992; Fastard, 1996; Pukazhenthi y col., 2004 y 2006; Asa, 

2010). 

Existen diferentes causas que pueden ser las responsables de la extinción de 

las especies, el común denominador es la destrucción del hábitat de las mismas. Este 

hecho coloca a dichas especies en una situación difícil de amenaza, sobre todo a 

aquellas que no tienen la capacidad de adaptarse al nuevo ambiente o de trasladarse a 

otro mejor. Entre todas estas causas, podemos hacer una división entre las naturales, 

y las provocadas por el hombre. Entre las primeras encontramos aquellas que tienen 

que ver con procesos evolutivos propios de las especies y las que son propias de la 

vida de la naturaleza; en tanto entre las segundas, que colocan al hombre como el 

único protagonista y responsable de estos hechos, encontramos por ejemplo la caza 

indiscriminada de animales, la deforestación, el uso de agentes contaminantes del 

medio ambiente, el tráfico y la comercialización ilegal de animales, etc. 

En nuestro país, un cánido silvestre, el Aguará-Guazú (Chrysocyon 

brachyurus) perteneciente a la clase mamíferos, orden carnívora y familia canidae, 

que habita en las provincias de Formosa, Chaco y Corrientes, ha sido declarado 
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especie “amenazada” según la lista Roja de Especies Amenazadas de la Unión 

Internacional para la conservación de la Naturaleza, (UICN). Dentro de los félidos 

silvestres amenazados en la Argentina se encuentran el Yaguareté (Panthera onca), 

Gato andino (Oreailurus jacobita) y Ocelote o gato onza (Leopardus pardalis) (Díaz 

y Ojeda, 2000).  

Por otro lado, es importante aclarar que para los fines mencionados 

anteriormente podríamos obtener gametas también a partir de los testículos, aunque 

la célula espermática a este nivel posee diferencias funcionales relacionadas con su 

grado de maduración. Los espermatozoides testiculares (ET) carecen de capacidad 

fecundante mientras que los espermatozoides de la cola del epidídimo tienen un 

potencial de fertilización equivalente al espermatozoide eyaculado (Amann y Griel, 

1974).  

En el tratamiento de la infertilidad masculina, en pacientes con parámetros 

seminales anormales se pueden usar los métodos estándard de FIV o el ICSI 

(inyección intracitoplamática de espermatozoides) para obtener descendencia, según 

la cantidad de espermatozoides móviles progresivos con morfología normal. Si bien 

es cierto que han sido utilizados tanto EE como ET para ICSI los hallazgos muestran 

que si bien el uso de EE o ET aseguran similares tasas de embarazo luego de realizar 

un procedimiento de ICSI se obtienen mejores tasas de fecundación cuando se 

utilizan EE. Diaz-Fontdevila y col. (2006) observaron que en 33 hombres 

azoospérmicos sometidos a aspiración percutánea de EE (PESA) y a extracción de 

ET (TESE) mediante biopsia para recuperar y posteriormente criopreservar las 

gametas la tasa de fecundación fue mayor para el grupo de PESA 75 % respecto al 

grupo de TESE 43% (p<0,005), Pasqualotto y col. (2002) observaron que con el uso 
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de ET se obtuvieron tasas de fertilización y embarazo inferiores que con el uso de 

EE. Bourne y col., (1995) observaron que si bien las tasas de fertilización obtenidas 

con EE y ET fueron altas, la tasa de fertilización obtenida con EE fue 

significativamente mayor.  

Estudios realizados en ICSI muestran que la criopreservación de ET puede 

reducir la capacidad fecundante y la tasa de implantación con disminución del 

número de nacimientos vivos (Gil-Slalomy col., 1996; De Croo y col., 1998; Wood y 

col., 2002). Sin embargo el uso de EE criopreservados no mostró diferencias 

significativas en las tasas de fertilización, tasa de división embrionaria, calidad 

embrionaria y tasas de preñez comparadas con las del uso de los EE frescos (Friedler 

y col., 1998; Hutcheon y col., 1998; Tournaye y col,. 1999; Cayan y col., 2001).  

Por lo tanto, si bien pueden recuperarse ET éstos podrían utilizarse con 

buenos resultados sólo aplicando ICSI y con menor tasa de fecundación comparada 

con el uso de EE. La principal ventaja de la recuperación espermática epididimal es 

que nos permite colectar y criopreservar espermatozoides ya maduros y fértiles. 

La recuperación de EE se realiza de la cola del epidídimo, allí los 

espermatozoides son potencialmente fértiles, ya maduros y se almacenan esperando 

el momento de la eyaculación. Existen muchos trabajos que solventan y acreditan 

esta práctica. En rumiantes, al utilizar y comparar EE de la cabeza, del cuerpo y de la 

cola se observó que al trabajar con los espermatozoides de la cabeza del epidídimo, 

éstos fueron inmóviles y no fertilizaron ovocitos luego de inseminación artificial (IA) 

en el cuerno uterino. Cuando se utilizaron espermatozoides del cuerpo epididimal 

invariablemente ocurrió muerte embrionaria temprana y, finalmente al utilizar 

espermatozoides de la cola la mayoría de los ovocitos fertilizados resultaron en 
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corderos nacidos. Estos resultados demuestran que ocurre una mejora de la 

funcionalidad espermática entre la parte distal del cuerpo y la cola del epidídimo, 

siendo estos últimos equivalentes al espermatozoide eyaculado (Fournier-Delpech, 

1979). En el toro, gato y conejo se ha observado que las proporciones de 

anormalidades espermáticas observadas en el testículo disminuyen durante el 

transporte epididimal, probablemente por el reconocimiento de espermatozoides 

anormales y su posterior fagocitosis por las células del epidídimo (Murakami y col., 

1984; Axnér y col., 1999; Johnston y col., 2001). En gatos domésticos se demostró 

una disminución en la proporción de espermatozoides con anormalidades de cabeza, 

acrosoma y pieza intermedia durante el tránsito epididimal. En contraposición se 

detectó un aumento en la proporción de espermatozoides con anormalidades de cola 

que podría deberse a la influencia osmótica del fluido seminal durante la eyaculación 

(Tebet y col., 2006). 

Esta biotecnología tuvo su origen en 1930 con Walton, quien recuperó 

espermatozoides vivos de vasos deferentes de conejos. A partir de allí, se han 

realizado estudios sobre recuperación y criopreservación espermática epididimal en 

ratones (An y col., 1999; Sato y Ishikawa, 2004), ciervos (Yonai y col., 1998; 

Hishinuma y col., 2003), equinos (Bruemmer y col., 2002), ovinos (Kaabi y col., 

2003) y caninos y felinos (Hay y Goodrowe, 1993; Pope y col., 1998; Baterman y 

col., 2000; Peña y Forsberg, 2000; Pushett y col., 2000; Stilley y col., 2000). 

Desde las primeras observaciones realizadas por Walton (1930) hasta la 

actualidad, se han llevado a cabo diversos estudios para determinar si los EE pueden 

ser usados para producir embriones viables y nacimiento de crías vivas. Iwamatsu y 

McChang, (1971) comunicaron fertilizaciones exitosas de ovocitos de ratón 

utilizando EE. Fuller y Whittingham, (1996) informaron la obtención de fetos  
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normales de ratones luego de FIV con EE refrigerados a 4°C inmediatamente 

después de la colección. Los mismos investigadores obtuvieron crías vivas de ratas 

mediante el uso de EE y, más recientemente, a partir de espermatozoides 

congelados-descongelados recuperados de epidídimos (EPI; Songsasen y col., 1997). 

También en caprinos, se logró la producción de embriones hasta la etapa de 

blastocisto utilizando EE mediante FIV como así también, el nacimiento de crías 

vivas por IA (Song y col., 1988; Blash y col., 2000). Por otra parte en bovinos, Graff y 

col., (1996) obtuvieron preñeces implementando FIV realizada con EE y, 

posteriormente, Foote, (2000) logró el nacimiento de crías vivas mediante IA de 

EE. Así mismo en equinos, Barker y Gandier, (1957) obtuvieron nacimientos de 

potrillos por IA con espermatozoides de EPI criopreservados y descongelados. Por 

último, en cebras, Meintjes y col., (1997) comunicaron el uso de EE en FIV 

logrando el desarrollo de embriones hasta la etapa de blastocito. 

En pequeños animales, si bien existen trabajos sobre la recuperación de 

espermatozoides de la cola del EPI (Hay y col., 1993; Stilley y col., 2000), son 

escasas las comunicaciones en relación al efecto que poseen sobre la viabilidad 

espermática las diferentes condiciones de almacenado de los EPI (Savignone y col., 

2004b; Gañán y col., 2009). El medio de almacenado, la temperatura y el tiempo 

que transcurre desde la muerte del animal hasta la recuperación de las células 

espermáticas, resultan ser de gran importancia ante la muerte inesperada de un 

animal y la necesidad de trasladar los testículos y EPI a un laboratorio de andrología 

preparado para la recuperación y criopreservación de EE. 

La influencia del tiempo transcurrido entre la obtención de los órganos 

reproductivos y la recuperación espermática fue analizada por diversos 

investigadores. Aguado y col., (1994) estudiaron la viabilidad de espermatozoides 
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ovinos recuperados de EPI almacenados a temperatura ambiente por 0, 3, 6, 9, 12 y 

24 h. Estos autores obtuvieron mayor viabilidad espermática (precongelado y 

posdescongelado) cuando la recuperación se realizó dentro de las 3 h post-mortem. 

Bajo condiciones similares, Garde y col., (1994) no encontraron diferencias en la 

capacidad fecundante de los espermatozoides de carnero obtenidos dentro de las 

primeras 24 h luego de la muerte. Sin embargo, se evidenció un marcado descenso 

de la viabilidad espermática al prolongar el período de almacenado. Estos estudios, 

no analizaron el efecto de la temperatura sobre la calidad de los espermatozoides 

obtenidos. Trabajos realizados en diferentes especies muestran que la temperatura 

de almacenado influencia la viabilidad espermática epididimal. Foote (2000) 

comunicó que los espermatozoides de toros permanecieron viables al ser usados en 

IA aún después de haberlos almacenado por 60 h a 5ºC. Kaabi y col., (2003) 

indicaron que la refrigeración del epidídimo permite obtener mejor calidad de 

espermatozoides comparados con el almacenado del órgano a temperatura ambiente. 

Stilley y col., (2000) comprobaron en caninos que a temperatura ambiente (20-22ºC) 

se produce autólisis de los tejidos a las 54 h post-mortem y que la motilidad 

disminuye en los espermatozoides recuperados a las 24 h. Además, observaron que 

cuando los EPI se almacenan refrigerados a 4ºC se obtienen células espermáticas 

vivas hasta el séptimo día. 

Sin embargo hay que tener en cuenta que el uso de la refrigeración para 

disminuir el metabolismo celular y conservar mejor las células, genera algunos 

inconvenientes. Tanto el refrigerado de espermatozoides como el descenso y la 

estabilización a 4°C ocurrida durante la congelación, afectan a las gametas alterando 

principalmente sus membranas, fenómeno conocido como shock de frío o shock 

térmico. La yema de huevo (YH) es uno de los crioprotectores utilizados para 
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minimizar los efectos nocivos de las bajas temperaturas sobre los espermatozoides. 

Las características protectoras contra el frío de la YH son conocidas desde los 

trabajos de Phillips y Lardy (1940). Posteriormente, Kampschmidt y col., (1953) 

propusieron que la yema contribuía beneficiosamente de dos maneras distintas: por 

resistencia, protegiendo contra el choque térmico y por conservación, consiguiendo 

la supervivencia del espermatozoide. Luego se supo, que la porción lipídica de la YH 

constituida por los fosfolípidos, era efectiva en la protección contra el choque 

térmico; hecho confirmado por Blackshaw (1954), quien precisó que la 

fosfatidilcolina era el principal fosfolípido protector. Es así que la YH ha sido y sigue 

siendo un componente de la mayoría de los (DIL) seminales. Sin embargo existen 

pocos datos de la influencia del medio de almacenado sobre la viabilidad espermática 

epididimal. Trabajos preliminares realizados en chinchillas (Savignone y col., 2004b) 

comunicaron mejores parámetros espermáticos al recuperar espermatozoides de EPI 

almacenados a 4°C durante 24 h en Tris YH (TYH) o MRA® comparados con los 

almacenados en SF. Los espermatozoides recuperados de EPI almacenados en SF 

tuvieron menor motilidad, vigor y porcentaje de membranas íntegras en el test 

hiposmótico comparados con los almacenados en TYH o MRA® (Martín Rilo-Arias). 

Asimismo, los espermatozoides recuperados de EPI almacenados en TYH tuvieron 

mayor motilidad, vigor, porcentaje membranas íntegra en el test hiposmótico y 

acrosomas intactos comparados con los recuperados de EPI almacenados en MRA® 

(Savignone y col., 2004b). 

A pesar de que los EE son almacenados dentro del epidídimo y como 

consecuencia estarían protegidos del shock térmico directo durante el refrigerado 

(Shankai y col., 2001; Yu y Leibo, 2002), la incorporación de un medio de 

almacenado con YH protegería aún más a los espermatozoides del shock de frío. Por 
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otra parte, Kishikawa y col. (1999), obtuvieron mejor calidad espermática al 

recuperado epididimal previniendo la deshidratación de los tejidos. Es así que el 

medio de almacenado, actuaría previniendo la deshidratación del epidídimo, 

mejorando la conservación del mismo y conservando de esta manera las 

características del medio interno del órgano lo cual resultaría en una mejor 

conservación de los EE. 

 

En virtud de lo anteriormente expuesto, el objetivo general de esta tesis fue 

estudiar la sobrevida de EE almacenados en EPI modificando las condiciones y el 

tiempo de almacenado transcurrido hasta la recuperación de las gametas, con el fin 

de aumentar el número de espermatozoides viables obtenidos. Para alcanzarlo se 

plantearon 4 objetivos específicos a saber: 

1. Comparar el efecto de diferentes medios sobre la supervivencia 

de EE caninos y felinos almacenados a 4ºC durante diferentes períodos dentro 

del epidídimo (Capítulo II). 

2. Evaluar el efecto de diferentes medios sobre la temperatura 

alcanzada en el interior del epidídimo canino y felino luego de 24 h de 

almacenado a 4ºC (Capítulo III). 

3. Evaluar el efecto de diferentes medios sobre los fenómenos de 

autólisis de las células epididimales de caninos y felinos durante el 

almacenamiento del órgano a 4ºC a lo largo de diferentes períodos (Capítulo 

III). 

4. Estudiar el efecto de dos DIL para criopreservación sobre la 

supervivencia de EE al descongelado (Capítulo IV). 
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Para cumplir con los mismos se desarrollaron 4 experimentos que se 

describen en los capítulos siguientes. 
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CAPÍTULO II 

 

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA SUPERVIVENCIA ESPERMÁTICA DE 

ESPERMATOZOIDES OBTENIDOS DE EPIDÍDIMOS ALMACENADOS EN 

DOS MEDIOS DE TRANSPORTE A 4ºC DURANTE DIFERENTES 

PERÍODOS 

 

 

INTRODUCCIÓN 

La recuperación y posterior criopreservación de espermatozoides obtenidos 

de EPI luego de la muerte de un animal (recuperación posmortem) o posterior a una 

orquiectomía son herramientas importantes para preservar espermatozoides y generar 

bancos de reserva genética. Muchas veces, la única opción para salvar las gametas de 

un animal es transportar los testículos y EPI a un laboratorio equipado para el 

procesamiento espermático. Las condiciones (tiempo, temperatura y medio de 

almacenado) en las cuales los testículos y EPI son transportados y almacenados hasta 

la recuperación espermática pueden causar daños importantes en la viabilidad de las 

gametas. Si bien existen trabajos sobre la recuperación de espermatozoides de las 

colas epididimales en caninos (Yu y Leibo, 2002; Angrimani y col., 2013; González 

Santos y col., 2013;) y felinos (Axnér y col., 1999; Harris y col., 2001; Gañán y col., 

2009) no se ha estudiado la influencia de estos factores sobre la viabilidad de los EE 

obtenidos en pequeños animales. En la actualidad existe pocos datos sobre las 

condiciones de transporte y almacenado de los órganos reproductivos y sobre cuál 

sería la mejor manera de proceder para lograr obtener mayor cantidad de EE viables. 

Trabajos realizados en diferentes especies muestran que la temperatura de 
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almacenado influencia la viabilidad espermática epididimal. Foote (2000) comunicó 

que los espermatozoides de toros permanecieron viables al ser usados en IA aún 

después de haberlos almacenado por 60 h a 5ºC. Kikuchi y col., (1998) en cerdos y 

Kishikawa y col., (1999) en ratones, sugieren que, ante la muerte repentina de un 

animal, cuando no es posible recuperar y criopreservar inmediatamente las células, el 

almacenado temporal de los EPI a 4ºC puede ayudar a conservar las gametas. De 

igual manera Kaabi y col., (2003) comunicaron que la capacidad fecundante de 

espermatozoides ovinos criopreservados y descongelados obtenidos de EPI 

almacenados a 5ºC por 24 h fue similar a los espermatozoides criopreservados y 

descongelados de eyaculado. Sus informes indican que la refrigeración del epidídimo 

permite obtener mejor calidad de espermatozoides comparados con el almacenado de 

estos órganos a temperatura ambiente. El almacenado de los EPI a 4ºC evita un 

rápido descenso de la motilidad de los espermatozoides en ratones (Kishikawa y col., 

1999) y ciervos (Axnér y col., 1998). Los mejores resultados con la refrigeración a 

5ºC en varios parámetros seminales, especialmente en la motilidad, podrían ser 

explicados por la disminución del metabolismo celular de los espermatozoides 

cuando se almacenan a 5ºC (Salamon y col., 2000). En relación a estas 

observaciones, Sankai y col., (2001) encontraron que la motilidad de 

espermatozoides de ratones disminuía con el aumento de la temperatura de 

almacenado, sugiriendo que estos cambios se relacionan con la variación en la 

actividad metabólica celular. 

Stilley y col., (2000) comprobaron en caninos que a temperatura ambiente 

(22ºC) se produce autólisis de los tejidos a las 54 h post-mortem y que la motilidad 

disminuye en los espermatozoides recuperados a las 24 h. Además, observaron que 
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cuando los EPI se almacenan refrigerados a 4ºC se obtienen células espermáticas 

vivas hasta el séptimo día.  

Por otra parte Kikuchi y col., (1998) comunicaron que la motilidad de 

espermatozoides porcinos almacenados a 4ºC por 1 ó 2 días baja significativamente 

comparada con la de los espermatozoides no refrigerados tomados como control. 

Este hecho podía relacionarse con la especial sensibilidad de los espermatozoides 

porcinos a las bajas temperaturas, habiéndose comunicado que a temperaturas <15ºC 

ocurre cambio de fase en las membranas espermáticas (Althouse y col., 1998). 

Posteriormente se estableció como crítica una temperatura <12ºC (Althouse y col., 

1998). Yu y Leibo (2002) observaron que la motilidad de EE caninos almacenados a 

4ºC bajó significativamente (de 50% a 30%) dentro de las primeras 5 h de 

almacenado, aunque no hubo disminución significativa de la integridad de membrana 

ni en la integridad acrosomal dentro de las 48 h de refrigeración. Estos resultados 

evidenciarían que existen diferencias entre las distintas especies en el mantenimiento 

de la viabilidad de los EE almacenados post-mortem en los EPI. 

El descenso de temperatura a la que son sometidos los espermatozoides en la 

refrigeración y/o criopreservación prolonga la vida de las gametas al descender su 

metabolismo celular, pero también puede provocar un daño conocido como “shock 

térmico o shock de frío” (Watson, 1981). La susceptibilidad de los espermatozoides 

al shock de frío está relacionada con la composición de la membrana plasmática no 

sólo entre diferentes especies, sino también entre diferentes individuos (White, 

1993). 

Dentro de los componentes de los DIL para criopreservación se encuentra la 

yema de huevo, sus propiedades protectoras durante el enfriamiento y congelación de 

semen se conocieron en 1940 (Phillips y Lardy, 1940). Luego se descubrió que no 
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solo tenía la habilidad de proteger a los espermatozoides de condiciones ambientales 

desfavorables, como el shock de frío, sino que también contribuye de alguna manera 

a la mantención de la vida del espermatozoide, conformando así un factor de 

resistencia y un factor de almacenamiento respectivamente. En el mismo estudio se 

definió que los fosfolípidos que componen la yema de huevo actúan como el factor 

de resistencia, mientras que los complejos de lipoproteínas actúan como factor de 

resistencia y factor de almacenamiento (Betancur y col., 2009). Las lipoproteínas de 

baja densidad (LDL) que contiene la YH se unen fuertemente a la membrana 

espermática gracias a su componente proteico, ya que los fosfolípidos por sí solos no 

se unen a la membrana. Además se sugiere que la presencia de proteínas aumenta la 

acción de los fosfolípidos en la protección espermática, especialmente cuando hay 

altas concentraciones de fosfolípidos durante el almacenamiento en frío (Watson, 

1981).  

Actualmente se cree que la LDL, los fosfolípidos y el colesterol son los 

factores en la yema de huevo que proporcionan protección a los espermatozoides 

durante el almacenamiento en frío (Betancur y col., 2009). La YH recubre la 

membrana celular a modo de camisa reversible a través de una unión lábil que se 

realiza entre los lípidos y las lipoproteínas de la membrana bloqueando la entrada de 

calcio a la célula, disminuyendo el efecto de las fosfolipasas y manteniendo 

entonces, la integridad celular (Watson, 1976; Palacios Angola, 1994; Garde López 

Brea, 1995). La misma fue utilizada en trabajos previos como medio de 

almacenamiento de los EPI comparándola con la SF para el mismo fin. La viabilidad 

espermática en EE de chinchillas fue superior cuando se utilizó como medio de 

almacenado el Tris yema de huevo (TYH) comparado con el uso de la solución 

fisiológica (SF) para transportar y almacenar los testículos y los EPI (Savignone, 
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2004b). En concordancia, Hernández y col., (2006) señalan la conveniencia del uso 

de un diluyente como la yema de huevo y fructuosa que siendo fuente de energía 

para las células proporciona condiciones más favorables que la SF para la 

recuperación espermática.  

Existen comunicaciones contradictorias respecto a las susceptibilidades de las 

distintas membranas al frío no sólo entre especies sino también entre individuos 

(White, 1993); al cambio de sus propiedades a través del efecto de la yema de huevo 

y a la mayor o menor resistencia al shock térmico de los EE comparados con los de 

un eyaculado (White, 1993; Axnér y col., 1998) e incluso con aquellos 

espermatozoides obtenidos a través de la electroeyaculación (Hermansson y col., 

2007). Asimismo, se obtuvieron resultados discordantes en relación al uso de yema 

de huevo con espermatozoides de distintas especies (White, 1993; Gilmore y col., 

1998), Harris y col., (2001) demostraron un efecto positivo de la yema de huevo 

sobre la motilidad y viabilidad de EE felinos durante el almacenamiento en frío, 

superando la protección ejercida sobre los espermatozoides eyaculados. Es así que, 

evaluar el efecto de la adición de yema de huevo como parte de un medio de 

transporte de testículos y EPI hasta el laboratorio y de almacenado hasta el momento 

de la recuperación espermática podría mejorar la calidad de las células recuperadas 

post-almacenado. 

 

OBJETIVO 

• Comparar el efecto de diferentes medios sobre la supervivencia de EE 

caninos y felinos almacenados dentro del epidídimo a 4ºC durante diferentes 

períodos.  
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HIPÓTESIS  

• Mediante el uso de TYH puede aumentarse la sobrevida de espermatozoides 

recuperados de EPI almacenados a 4ºC durante 24, 48 ó 72 h. 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Experimento I 

Animales experimentales, tratamientos y recolección de EE 

Se utilizaron 140 testículos y EPI provenientes de 35 caninos y de 35 felinos 

adultos en estado de salud incluidos en un plan de control de la reproducción. Los 

EPI se dividieron aleatoriamente en tres grupos (Fig.2.1). En el primer grupo (TRT 

1) se incluyeron 10 EPI por especie. Luego de la orquiectomía bilateral, los testículos 

derechos con sus correspondientes EPI se colocaron rápidamente en SF con el 

agregado de 100 IU/ml de penicilina, y los izquierdos en TYH [Tris 3,025g, ácido 

cítrico 1,7g, fructosa 1,25g, agua destilada csp 100ml, 20% de YH y 100 IU/ml de 

penicilina, (Rota y col., 1995)], se mantuvieron a temperatura ambiente y se enviaron 

rápidamente al laboratorio. Los EPI fueron procesados dentro de las 4 h posteriores a 

la orquiectomía, tiempo  que se tardó desde la cirugía hasta la llegada de los órganos 

al laboratorio. De los testículos y del plexo pampiniforme se diseccionaron los EPI 

usando una tijera y se removieron también los pequeños vasos para reducir la 

contaminación con sangre. Finalmente se separaron las colas de cada epidídimo 

macroscópicamente (Varesi y col., 2013). La cola epididimal se atemperó en un baño 

termostatizado a 37°C por 10 minutos en 1,5 ml (perros) o 0,7 ml (gatos) de Tris 

Base (Tris 3,025g, ácido cítrico 1,7g, fructosa 1,25g y agua destilada csp 100ml). 
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Posteriormente se realizó la recuperación de los espermatozoides a través del 

corte (cutting) de la cola del epidídimo (Yu y Leibo, 2002). Se colocó el Tris Base y 

la cola epididimal sobre una placa de Petri apoyada sobre una platina térmica a 37°C. 

Luego de la recuperación espermática, se realizaron pruebas de contrastación 

microscópicas in vitro por duplicado. Los espermatozoides obtenidos a la hora (h) 

cero, no refrigerados, fueron tomados como controles.  

En el segundo grupo (TRT 2) se incluyeron 30 EPI derechos por especie. 

Luego de la orquiectomía bilateral, el testículo y el epidídimo derecho de cada 

animal fueron rápidamente colocados en SF con el agregado de 100 IU/ml de 

penicilina.  

En el tercer grupo (TRT 3) se incluyeron los 30 EPI izquierdos por especie 

remanentes de los 30 animales utilizados en el TRT 2. Luego de la orquiectomía 

bilateral, el testículo y el epidídimo izquierdo de cada animal fueron rápidamente 

colocados en TYH.  

Posteriormente, los testículos del TRT 2 y del TRT 3 se dividieron al azar en 

tres lotes de 10 EPI cada uno almacenando cada lote a 4ºC durante diferente período 

(24, 48 y 72 h), conformando seis subgrupos por especie. Antes del procesado, las 

muestras refrigeradas se mantuvieron a temperatura ambiente (20ºC-22°C) por 30 

minutos. Se realizó la obtención de los EE según lo descripto para el primer grupo y 

se continuó con las pruebas de contrastación in vitro microscópicas por duplicado. 

El procesamiento de las muestras se llevó a cabo en el Laboratorio de 

Teriogenología de la FCV-UNLP.  
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Figura 2.1. Diseño experimental por especie. ED: epidídimo derecho, EI: epidídimo 

izquierdo. 
 
Pruebas de contrastación del material espermático 

Los espermatozoides se evaluaron mediante las siguientes pruebas de 

contrastación microscópicas: 

Motilidad individual (MI): 10 μl de suspensión conteniendo EE 

recuperados, se colocaron en un portaobjetos sobre platina térmica a 37°C. Luego se 

cubrieron con cubreobjetos y se observaron en microscopio óptico con una 

magnificación de 400X. Se estimó el porcentaje de espermatozoides con motilidad 

progresiva en 5 a 7 campos (Axnér y Linde-Fosberg, 1998; Johnston y col., 2001). 

Vigor (VI): se evaluó conjuntamente con la motilidad individual. Para 

establecer este parámetro se utilizó una escala de 1 a 5, en donde 1 y 2 corresponde a 

los espermatozoides con movimiento en el lugar, 3 corresponde a los 

espermatozoides con movimiento progresivo lento, 4 corresponde a los 

espermatozoides con movimiento progresivo rápido y 5 corresponde a los 

espermatozoides con movimiento progresivo muy rápido. 
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Acrosomas intactos (AI, % Acrosomas intactos): la observación de la 

integridad acrosómica se realizó mediante microscopía de contraste de fase con 

fijación en glutaraldehído al 2% (Pursel y Jonshon, 1974) y con microscopía de 

fluorescencia con el conjugado de Pisum sativum aglutinin - isotiocianato de 

fluoresceína (Mendoza y col., 1992; Kawakami y col., 1993). 

Porcentaje de vivos (PV), 10 μl de suspensión conteniendo E recuperados se 

colocaron con 10 μl de colorante eosina-nigrosina sobre un portaobjetos a 37°C. Se 

mezclaron las gotas durante 30 segundos sobre platina térmica a 37°C. Se realizó un 

extendido y se contaron 100 células, las cuales se clasificaron en espermatozoides 

vivos y muertos con microscopio óptico con una magnificación de 1000X (Johnston, 

1991). 

Integridad de membrana: HOS (Test hiposmótico, % colas enrolladas): 

se utilizó una solución hipotónica de 150 mOsm de fructosa y citrato se sodio para 

producir el hinchamiento de los espermatozoides, éste se evidenció por un 

enrollamiento de la cola en espermatozoides intactos. Se evaluó con microscopio 

óptico con una magnificación de 1000X el porcentaje de células que manifiestaron 

colas enrolladas (Hideki y col., 1993; Rodriguez-Gil y col., 1994). 

 

Análisis estadístico  

 Para determinar si era necesario transformar los datos se utilizaron el 

procedimiento UNIVARIATE de SAS (SAS Institute Inc.. 1996). Las 

comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante el análisis de varianza 

utilizando el procedimiento GLM de SAS para las variables de respuesta ordinales 

y el procedimiento CATMOD de SAS para las variables de respuesta nominales. Se 
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utilizaron contrastes ortogonales para realizar la comparación entre las medias de los 

tratamientos estudiados. El nivel de significancia se fijó en p<0,05. 

 

 

RESULTADOS 

En caninos, no se encontraron diferencias significativas entre los medios de 

almacenado al evaluar los parámetros MI, VI, PV y HOS estudiados en todos los 

tiempos. Tampoco se observaron diferencias en el % de AI ni con microscopía de 

contraste de fase ni con microscopía de fluorescencia al comparar los medios (Tabla 

2.1). Por otro lado (Fig. 2.2 y 2.3) en todos los parámetros estudiados se observó un 

efecto del tiempo de almacenado (p<0,001), aumentando los daños espermáticos con 

el incremento del tiempo (Tabla 2.1). Luego de las 24h de almacenado disminuyeron 

significativamente (p<0,05) los valores de MI (52,2± 3,7 vs. 26,8% ± 3,2), VI (3,7 ± 

0,28 vs. 2,6 ± 0,24), AICF (94,5 ± 3,0 vs.73,3 ± 2,6) AIFL (77,2 ± 3,7 vs. 62± 3,0) y 

PV (94,1 ± 2,8 vs. 65,7 ± 2,4). Sin embargo, el HOS (90,4± 4,1 vs. 65,4 ± 3,1) fue 

significativamente menor 72h post-almacenado (p<0,05). No hubo interacción entre 

el medio de transporte y el tiempo de almacenado en ninguna de las variables 

estudiadas. 

En felinos, los espermatozoides recuperados de EPI almacenados en TYH 

tuvieron mayor MI (22,8 ± 2,3 vs. 16,6 ± 2,5) y VI (3,2± 0,2 vs. 2,5± 0,2) en 

comparación con aquellos almacenados en SF p<0,05 (Fig. 2,6 y Tabla 2.2). Sin 

embargo, no hubo ningún efecto del medio de trasporte sobre AI, HOS ni en PV 

(p>0,05). 

Asimismo, se encontraron diferencias significativas (p<0,001) en función del 

tiempo de almacenado, disminuyendo los parámetros a medida que se prolongó el 
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tiempo de recuperación (Fig.2.4 y Fig. 2.5). A las 24h todos los parámetros fueron 

inferiores en comparación con la cero h: MI (37,6 ± 5 vs. 22,2 ± 3,8), AICF (93,5 ± 

2,8 vs. 79,5± 3,8) y PV (94,2 ± 1,1 vs. 69,4± 2,8) salvo en AIFL y en VI donde los 

valores bajaron significativamente a las 48h. 

No hubo interacción entre el medio de transporte y el tiempo de almacenado 

en ninguno de los parámetros estudiados. 
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Tabla 2.1. Medias (%) y error estándar para motilidad (MI), integridad de membrana (HOS), acrosomas intactos por contraste de fase 

(AICF), acrosomas intactos con fluorescencia (AIFL), vivos (PV) y velocidad (VI) de espermatozoides caninos recuperados de 
epidídimos almacenados en tris yema de huevo ( TYH) o solución fisiológica (SF) a 4°C durante 0, 24, 48 ó 72 horas (h).  

 
Intervalo (h) MI HOS AI CF AI FL PV  VI 
 SF TYH SF TYH SF TYH SF TYH SF TYH SF TYH 
0 47,2±8,4A 57,2±7A 92,4±1,9A 89,4±4A 92,8±1,3A 96,2±1A 75±6,5A 79,5±6,5A 94,2±0,7A 94,1±0,9A  3,5±0,3A 3,9±0,3A 
24 30,8±4,9B 22,9±4,6B 85,1±2,9A 86,5±2A 72,3±3,7B 74,4±3,6B 58,2±6,5B 65,7±6,5B 65,5±2,5B 65,6±2,7B 2,5±0,3B 2,8±0,3B 
48 15,4±3,6C 19,6±3,8C 81,5±4,1A 90,4±1,8A 57,3±5,0C 67,8±4,6C 35,2±6,5C 33,0±8,4C 56,1±5,1C 59,2±4,8C 2,5±0,3B 2,4±0,3B 
72 15,0±3,9C 23,4±4,7C 66,8±7,1B 64,1±7,3B 36,8±5,0D 46,1±5,8D 15,0±6,5D 19,2±6,5D 49,2±5,7 C 50,0±5,6C 1,9±0,4B 2,3±0,4B 
En el grupo control (0h) se utilizaron diez epidídimos. En cada grupo horario se incluyeron diez epidídimos por medio de almacenado. 
Letras diferentes indican una diferencia significativa (p<0,05; 0 vs. 24, 24 vs. 48, 48 vs. 72h) entre tiempos (entre columnas).  
 
 
 
 
Tabla 2.2. Medias (%) y error estándar para motilidad (MI), integridad de membrana (HOS), acrosomas intactos por contraste de fase 

(AICF) acrosomas intactos por fluorescencia (AIFL), vivos (PV) y velocidad (VI) de espermatozoides felinos recuperados de 
epidídimos almacenados en tris yema de huevo ( TYH) o solución fisiológica (SF) a 4°C durante 0, 24, 48 ó 72 horas (h).  

 
Intervalo 
(h) 

MI, HOS, AICF, AIFL  PV,  VI, 

 SF TYH SF TYH SF TYH SF TYH SF TYH SF TYH 
0 38,7±4,6A 36,2±5,4A 85,4±1,7A 82,2±2,8A 95,2±0,6A 91,7±2,1A 76,5±12,0A 70,2±12,0A 94,2±1,3A 94,2±1,0A  3,7±0,2A 3,5±0,2A 
24 16,7±3,8B1 27,8±3,9B2 76,4±3,6B 82,1±1,9B 79,2±4,2B 79,9±3,4B 67,8±8,4A 72,1±8,4A 69,5±2,8B 69,3±2,9B 2,5±0,4A1 3,9±0,2A2 
48 9,5±2,7C1 19,5±2,62 78,4±2,2B 82,4±2,4B 71,4±3,5B 74,0±3,6B 42,0±8,4B 48,5± 8,4B 60,5±3,6C 64,8±3,4C 2,7±0,4A1 3,4±0,2A2 
72 6,0±2,6D1 11,0±2,4D2 75,1±3,2B 79,1±4,5B 58,4±8,8C 60,4±6,6C 9,4±8,4C 17,5±8,4C 61,1±3,6C 62,5±3,2C 1,2±0,4B1 2,2±0,4B2 
En el grupo control (0h) se utilizaron diez epidídimos. En cada grupo horario se incluyeron diez epidídimos por medio de almacenado. 
Letras diferentes indican una diferencia significativa (p<0,05; 0 vs. 24, 24 vs. 48, 48 vs. 72h) entre tiempos (entre columnas). Números 
diferentes (1 y 2)  indican diferencias significativas (P <0.05) entre medios (entre filas). 
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Figura 2.2. Media y error estándar del porcentaje de motilidad individual (MI), vigor 

(VI) y porcentaje de vivos de espermatozoides epididimales caninos 
almacenados a 4°C por 24, 48 y 72h posmortem. Barras con diferentes 
letras (A, B, C) muestran diferencias significativas entre los tratamientos 
(p<0,001). 
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Figura 2.3. Media y error estándar del porcentaje de HOS, acrosomía por contraste 

de fase (AICF) y acrosomía por fluorescencia (AIFL) de EE caninos 
almacenados a 4°C por 24, 48 y 72h posmortem. Barras con diferentes 
letras (A, B, C, D) muestran diferencias significativas entre los 
tratamientos (p<0,001). 
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Figura 2.4. Media y error estándar del porcentaje de motilidad individual (MI), vigor 

(VI) y porcentaje de vivos de espermatozoides epididimales felinos 
almacenados a 4°C por 24, 48 y 72h posmortem. Barras con diferentes 
letras (A, B, C, D) muestran diferencias significativas entre los 
tratamientos (P<0,001). 
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Figura 2.5 Media y error estándar del porcentaje de HOS, acrosomía por contraste 

de fase (AICF) y acrosomía por fluorescencia (AIFL) de espermatozoides 
epididimales felinos almacenados a 4°C por 24, 48 y 72h posmortem. 
Barras con diferentes letras (A, B, C) muestran diferencias significativas 
entre los tratamientos (p<0,001). 
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Figura 2.6. Media y error estándar del porcentaje de motilidad individual (MI), vigor 

(VI) de espermatozoides de epididimos felinos almacenados a 4°C por en 
solución fisiológica (SF) o en Tris yema de huevo (TYH). Barras con 
diferentes letras (A, B) muestras diferencias significativas entre los 
tratamientos (p<0,001). 

 

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 

Nuestra hipótesis fue que el uso del TYH como medio de almacenado aumentaría 

la sobrevida de los espermatozoides caninos y felinos recuperados de EPI (EPI) 

conservados a 4°C durante distintos periodos. Por lo tanto, un medio de almacenado 

que preserve las células del epidídimo permitiría una mejor conservación del medio 
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interno epididimal que contiene las gametas, posibilitando así, una mayor 

recuperación de EE viables.  

Aunque la integridad de membrana y el PV se mantuvieron alrededor del 50% y 

el vigor por encima de 1,9 en los espermatozoides almacenados 72h en los caninos, 

la motilidad disminuyó significativamente a partir de las 24h tanto en esta especie 

como en los felinos.  

Estos resultados concuerdan con Armas y col., (2011) y con Goodrowe y Hay 

(1993), quienes observaron un descenso de la motilidad al comparar EE frescos con 

los EE recuperados a las 24h. Del mismo modo, Yu y Leibo (2002), al almacenar 

EPI a 4°C durante 8 días, observaron que la motilidad de EE caninos bajó 

significativamente (de 50% a 30%) dentro de las primeras 5h de almacenado, además 

de observar un descenso significativo de esta variable durante las primeras 72h. 

Contrariamente no registraron disminución significativa de la integridad de 

membrana ni en la integridad acrosomal dentro de las 48h de refrigeración. En 

nuestro estudio la integridad acrosomal se modificó a las 24h en ambas especies. La 

integridad de membrana se mantuvo sin cambios en los caninos hasta las 72h pero en 

los felinos esta variable fue significativamente menor ya a las 24h. Estos resultados 

evidenciarían que existen diferencias entre las distintas especies en el mantenimiento 

de la viabilidad de los EE almacenados posmortem en los EPI. 

Gañan y col., (2009) a diferencia de lo observado en nuestro estudio no 

encontraron diferencias en la motilidad de EE felinos entre las 0 y las 24h utilizando 

Tris como medio de almacenado observando que el porcentaje de espermatozoides 

mótiles fue significativamente menor a las 72h, sin comprobar diferencias en el 
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porcentaje de acrosomas intactos ni en las morfoanomalías con el incremento del 

tiempo.  

Los cambios autolíticos que sufren las células epididimales producto de la 

anoxia tisular, podrían causar cambios en el fluido epididimal afectando la viabilidad 

de los EE, hecho que podría explicar las modificaciones observadas en los 

parámetros espermáticos. Es así que el TYH como medio de almacenado dentro del 

proceso de la recuperación espermática epididimal, no tuvo efectos sobre los 

espermatozoides caninos, no mejoró los parámetros estudiados en los 

espermatozoides de esta especie. Por el contrario, en los felinos, la motilidad y el 

vigor espermático fueron en distintos periodos preservados más con TYH que con 

SF. Estos resultados concuerdan con estudios de Glover y Watson (1985) quienes 

determinaron que la YH provee una gran protección contra el shock de frío sobre los 

espermatozoides de eyaculados de gatos sometidos a enfriamiento a 4°C 

minimizando significativamente el descenso de la motilidad de estas células. Sin 

embargo, los mismos autores en un estudio posterior (1987) encontraron que la YH 

no incrementaba la supervivencia de espermatozoides felinos sometidos a 5°C. 

Contrariamente, Pukazhenthi y col., (1999), observaron que la motilidad en felinos 

fue mantenida en presencia de YH por largos períodos tanto en los controles como en 

los espermatozoides refrigerados. En síntesis, si bien los resultados son 

contradictorios, en nuestro estudio fueron claras las diferencias observadas entre 

felinos y caninos en relación al efecto del TYH, queda por explicar si la YH actuó 

como medio protector del shock térmico sobre las células epididimales felinas, con la 

consecuente mantención del medio interno epididimal, y/o finalmente sobre los 

propios espermatozoides de la cola del epidídimo; o bien, variando la curva de 

descenso de temperatura durante la refrigeración a 4°C modificando el pasaje del frío 
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desde la SF al epidídimo o desde la YH al epidídimo. Con respecto a las diferencias 

entre especies y dentro de un abanico de posibilidades que podrían haber influido 

sobre el efecto benéfico del TYH en una especie sí y en la otra no, podríamos 

mencionar las diferencias morfológicas (tamaño y espesor) de sus EPI que podrían 

modificar la magnitud de la influencia del medio de transporte y/o almacenado sobre 

los espermatozoides contenidos en su interior. Esta hipótesis concuerda con estudios 

previos en chinchillas cuyos EPI son más pequeños y más finos comparados con los 

del gato (Savignone y col., 2004a). En la chinchilla laniger el uso del TYH mejoró 

significativamente la motilidad, viabilidad y vigor de los espermatozoides 

almacenados en EPI por 24h comparados con aquellos almacenados en SF 

(Savignone y col., 2004b).  

Es probable que los cambios autolíticos ocurridos en el epidídimo sean los 

responsables de la reducción de los parámetros espermáticos. Es probable que a pesar 

de que los espermatozoides estén dentro del epidídimo, los componentes de la YH 

mejoren la protección del órgano e indirectamente la que éste ejerce sobre los 

espermatozoides contenidos en su interior, preservando el medio ambiente 

epididimal y aumentando la calidad de los mismos al ser recuperados luego de un 

período de almacenado. 

Nuestros resultados demuestran que los espermatozoides de felinos y caninos 

pueden ser recuperados luego del almacenado en EPI por 24h con una motilidad de 

alrededor del 60% de la inicial, con cerca del 80% de membranas integras y 60% de 

acrosomas intactos y con no menos de un 60% de espermatozoides vivos. Estos 

porcentajes en los parámetros espermáticos son interesantes a la hora de transportar 

material genético valioso de perros y gatos hasta un laboratorio en el cual se puedan 

implementar técnicas de reproducción asistida. Teniendo en cuenta que en ambas 
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especies, los EE recuperados a las 72h mostraron un descenso significativo en todos 

los parámetros estudiados en comparación con aquellos recuperados a las 24h, si 

fuera necesario hacer el envío de los órganos recomendamos hacerlo dentro de los 

EPI, refrigerados a 4°C y dentro de las 24h esperando obtener entre el 50 y el 60% de 

viabilidad. Considerando el efecto positivo del TYH, podemos aconsejar el uso del 

TYH para el transporte de EPI felinos. 
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CAPÍTULO III 

 

TEMPERATURA ALCANZADA EN EL INTERIOR DEL EPIDÍDIMO 

LUEGO DE 24 HORAS DE ALMACENADO A 4ºC EN DIFERENTES 

MEDIOS DE TRANSPORTE 

 

 

INTRODUCCIÓN 

Trabajos realizados en diferentes especies muestran que la temperatura de 

almacenado influencia la viabilidad espermática epididimal. Los estudios indican que 

la refrigeración del epidídimo a 4-5°C permite obtener mejor calidad de 

espermatozoides comparada con el almacenado de estos órganos a temperatura 

ambiente (Kikuchi y col., 1998; Kishikawa y col., 1999; Foote, 2000; Kaabi y col., 

2003). Trabajos realizados en ciervos, carneros y ratones indican que el almacenado 

de EPI a 4-5°C permite obtener mayor cantidad de espermatozoides viables que el 

almacenado a temperatura ambiente, probablemente por la disminución del 

metabolismo celular de los espermatozoides (Kishikawa y col., 1999; Salamon y 

Maxwell, 2000; Hishinuma y col., 2003; Kaabi y col., 2003;). En relación a estas 

observaciones, Sankai y col., (2001), encontraron que la motilidad y fertilidad de 

espermatozoides murinos almacenados a 5°C y 10°C disminuía en el tiempo con el 

aumento de la temperatura de almacenado, sugiriendo que estos cambios se 

relacionan con la variación en la actividad metabólica celular.  

Durante los procesos fisiológicos ocurridos dentro del epidídimo sobre el 

espermatozoide éste se vuelve cada vez más susceptible a las especies reactivas de 

oxígeno (ROS) a las cuales está expuesto dentro del órgano. Las ROS causan 
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importantes daños sobre la membranas celulares, afectando principalmente su 

estructura lipídica. Angrimani y col., (2013) han postulado que el epidídimo 

protegería a los espermatozoides almacenados dentro del órgano mediante la 

producción y secreción de sustancias antioxidantes presentes en el plasma seminal. 

Las enzimas antioxidantes responsables de la reducción de ROS dentro del epidídimo 

serían superóxido dismutasa (SOD) y glutatión peroxidasa (GPx). Estos autores 

demostraron una correlación positiva entre SOD y la GPx; y entre la SOD y la 

motilidad espermática en el cuerpo y cola epididimal. Adicionalmente la actividad de 

la GPx fue mayor en la cola del epidídimo destacando la importancia de estas 

enzimas en la protección del espermatozoide durante el tránsito a lo largo del 

epidídimo. 

Son conocidas las modificaciones que sufre la célula espermática en el 

epidídimo. Ha sido claramente definida la adquisición de motilidad, migración de la 

gota citoplásmica distal, remodelación del acrosoma y aumento del porcentaje de AI 

en la cola epididimal (Varesi y col., 2013). En la cabeza epididimal ocurre 

reabsorción y secreción de diferentes compuestos. El segmento medio (mayor parte 

de la cabeza y cuerpo) interviene en la maduración influenciado por la testosterona- 

dihidrotestosterona del epitelio epididimal. Las células no “nadan” por la luz del 

órgano sino que son transportadas por el músculo liso epididimal. El almacenado, 

como se ha mencionado, ocurre en la cola del epidídimo (Hafez, 2002).  

Los espermatozoides epididimarios, potencialmente fecundantes en la cola 

del epidídimo, protegidos por la composición del fluido epididimal, son almacenados 

aquí hasta el momento de la eyaculación. Las células espermáticas son generadas de 

manera continua a nivel testicular y en el macho, sin eyaculaciones frecuentes, 
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pueden ser removidos de manera retrógrada hacia la vejiga y eliminados durante la 

micción (Man, 1964; Amann, 1989; Johnston y col., 2001).  

Todo lo mencionado anteriormente muestra como los espermatozoides son 

protegidos y almacenados viables hasta la eyaculación. Asímismo varios trabajos 

demostraron que estas células se mantienen en la cola epididimal por horas y días 

posmortem o poscastración (Armas y col., 2011). 

Hemos analizado la influencia de la temperatura de almacenado de los EPI 

y el posible efecto benéfico de conservar a los espermatozoides dentro del medio 

ambiente epididimal. Por otra parte, debemos recordar el daño que se produce sobre 

las células espermáticas cuando las mismas son sometidas a bajas temperaturas sin 

ningún tipo de protección. El estrés sufrido por las mismas durante el descenso de 

temperatura es conocido como shock de frío y puede instaurar daños irreversibles en 

las células, por lo que deben ser protegidas para soportar este tipo de estrés (Paulens, 

1993; Watson, 1995). El shock térmico se manifiesta con pérdida irreversible de la 

viabilidad celular relacionada con el descenso de temperatura a 0°C. Esta alteración 

es causada por la disminución de la producción energética y el aumento de la 

permeabilidad de la membrana y se evidencia con la pérdida de motilidad 

espermática (Quinn y White, 1966). Debido a este fenómeno, la refrigeración previa 

a la congelación debe realizarse cuidadosamente de manera de alterar lo menos 

posible la estructura lipídica de la membrana (Watson, 2000). Estos hallazgos 

podrían indicar que el epidídimo también interviene en la protección de la acción 

directa del frío sobre los espermatozoides y en la velocidad de enfriamiento celular. 

Se ha demostrado que el espermatozoide se hace susceptible al choque 

térmico en la región proximal del cuerpo del epidídimo, cuando la gota 

citoplasmática se mueve en dirección a la porción distal de la pieza intermedia. Por 
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lo tanto, durante la maduración del espermatozoide en el epidídimo, éste adquiere la 

motilidad pero también la susceptibilidad al choque térmico (White, 1993). 

El epidídimo protegería a los espermatozoides del shock de frío directo. 

Kikuchi y col., (1998) propusieron que aunque las causas que influyen sobre la 

supervivencia de los espermatozoides dentro de los EPI a 4°C no están 

completamente definidas, una de ellas podría relacionarse con un factor protector del 

shock de frío presente en el fluido epididimal. La composición del líquido epididimal 

provee un medio ambiente especializado para la maduración de los espermatozoides, 

estando los fosfolípidos involucrados en este proceso (Evans y Setchell, 1979a,b). 

Dentro de ellos tienen relevancia la glicerofosfocolina (GPC), la fosfocolina y los 

fosfatos inorgánicos (Hinton y Setchell, 1980). 

La fosfatidilcolina es uno de los principales constituyentes de las bicapas 

lipídicas de las membranas celulares. Este fosfolípido es también el componente más 

abundante de la fracción fosfatídica que puede extraerse de la YH. La fosfatidilcolina 

o lecitina resulta entonces un componente por un lado del fluido epididimal y por 

otro, de la YH. Por ser este fosfolípido una sustancia esencial para el mantenimiento 

de cada célula del organismo algunos investigadores, en modelos de roedores, han 

investigado el rol del mismo para desacelerar el envejecimiento oxidativo. La 

fosfatidilcolina protege a las células del stress oxidativo y de los radicales libres, 

incrementando por ejemplo, la síntesis celular de enzimas inactivadoras de derivados 

tóxicos del oxígeno (Mei-Chu Hung y col., 2001). Estos mecanismos protegerían a 

las células espermáticas y epiteliales epididimales del shock de frío. 

Se ha descripto que la refrigeración produce cambios similares a la 

capacitación (Watson, 1996; Green y Watson, 2001); fenómeno observado a nivel de 
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la fluidez de la membrana y de las concentraciones celulares de iones, como el Ca+2. 

El aumento intracelular de este ión durante la refrigeración es similar a los cambios 

ocurridos durante la capacitación, al igual que el fenómeno de fusión entre las 

membranas plasmática y acrosomal externa (Martins de Carvalho, 2005). 

Quinn y White (1966), constataron que la fosfatidilcolina impide el influjo y 

la acumulación de Ca+2 en el espermatozoide de toro y carnero. También se demostró 

una débil interacción de los fosfolípidos de la yema con la membrana plasmática 

(Quinn y col., 1980). Esta interacción entre la membrana espermática y las 

lipoproteínas de baja densidad de la YH (Watson, 1975), es la responsable del efecto 

crioprotector, evitando el choque térmico y preservando la integridad de la 

membrana (Pace y Graham, 1974; Foulkes, 1977; Watson, 1981). 

Los estudios de Quinn y col. (1980) sobre la susceptibilidad de las células 

espermáticas al shock térmico demostraron que el efecto protector de la 

fosfatidilcolina exógena se debe a su interacción reversible con los fosfolípidos de 

las membranas espermáticas. En sus experimentos con espermatozoides lavados, la 

protección al shock térmico fue inmediata por la adición 0,5 o 1 mg/ml de 

fosfatidilcolina (Hellemann y Jara, 1997). 

También se ha estudiado la velocidad de enfriamiento en relación al daño 

celular ocurrido. Asimismo se ha demostrado que la velocidad de enfriamiento se 

encuentra directamente relacionada con la densidad del fluido a enfriar. En relación a 

este fenómeno el TRIS se enfría más rápidamente que el TYH. Es así que los 

resultados obtenidos en el Capítulo II podrían deberse a diferentes velocidades de 

descenso de temperatura dentro de las colas epididimales de caninos y felinos 

durante el almacenado a 4°C. 
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El uso de un medio de almacenado para los EPI con el agregado de YH 

podría por un lado potenciar la protección brindada por el epidídimo sobre los 

espermatozoides y por otro lado, podría actuar protegiendo las membranas celulares 

del epitelio epididimal. Es así que un medio de almacenado que contenga YH podría 

mejorar la protección del shock de frío que el órgano ejerce sobre los 

espermatozoides así como también permitir una mayor sobrevida de la célula 

epididimal con el consecuente mantenimiento del medio interno del órgano. Todos 

estos factores aumentarían la viabilidad de los espermatozoides al ser recuperados 

luego de un período de almacenado.  

 

 

OBJETIVO 

• Evaluar el efecto de diferentes medios sobre la temperatura alcanzada en el 

interior del epidídimo canino y felino luego de 24h de almacenado a 4ºC. 

 

HIPÓTESIS 

• El uso de un medio de transporte para los EPI con el agregado de YH 

modificaría el descenso de temperatura dentro del órgano pudiendo mejorar la 

protección del shock de frío que el órgano ejerce sobre los espermatozoides. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Experimento II 

Animales experimentales y tratamientos  

Se utilizaron testículos de 5 caninos adultos de entre 2 y 7 años de edad y de 5 

gatos de entre 1 y 3 años de edad. Estos animales estaban incluidos en un plan de 

control de la reproducción. Luego de la orquiectomía bilateral, un testículo y 

epidídimo de cada animal fue rápidamente colocados en SF con el agregado de 100 

IU/ml de penicilina, (n= 5 EPI, de cada especie), y el otro testículo y epidídimo se 

colocó en TYH (n= 5 EPI, de cada especie). Las muestras se transportaron al 

laboratorio siguiendo el esquema del experimento I, se colocaron termocuplas dentro 

de las colas epididimales para luego ser almacenadas en heladera a 4ºC. Se midió 

mediante termocupla y termómetro digital la temperatura en el interior de la cola 

epididimal una vez realizada la ablación, antes de la refrigeración a 4°C y luego de la 

misma cada 30 minutos hasta obtener temperatura interna epididimal constante.  

El refrigerador contó con 1 termocupla de control de temperatura, 

registrándola en el interior del mismo, asegurando la estabilidad del aire interno de la 

heladera y un termómetro que aseguraba una temperatura de 4ºC en el agua 

contenida dentro de un recipiente plástico. 

 
Análisis estadístico 

Los datos obtenidos se analizaron como se detalló en el Experimento I. 

Además, se realizó un análisis de regresión multiple entre la temperatura y el tiempo 

utilizando el PROC REG de SAS® (SAS® User Guide, 1996).  
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RESULTADOS 

La temperatura dentro de los EPI descendió gradualmente hasta alcanzar 

valores cercanos a los 5°C cinco horas después de la llegada de los EPI al 

laboratorio, para estabilizarse y conservar la misma temperatura en la siguiente 

medición (Fig. 3.1). En los gatos, se observó un descenso más rápido de la 

temperatura dentro del epidídimo en comparación con los perros (p<0,001; Fig. 3.1). 

Por otra parte, en los gatos, la temperatura obtenida dentro del epidídimo en cada 

medio en cada tiempo siempre tendió a ser más alta en los órganos almacenados en 

tris YH (p = 0,097; Fig. 3.2). Contrariamente, en los caninos no hubo diferencias en 

las curvas de descenso obtenidas al comparar los dos medios (p =0,95; Fig. 3.3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1. Curva de descenso de la temperatura dentro de colas de EPI sometidos a 

4°C en dos especies y dos medios (SF, solución fisiológica; TYH, tris 
yema de huevo). 

 
En gatos, el descenso de la temperatura en el tiempo dentro de las colas de 

EPI en SF y TYH fue explicado por una función polinomial de segundo grado 

(cuadrática; SF: y=15,6 + (-4,2) x + 0,41 x2; R2=0,85; Figura 3,2, panel medio; TYH: 

y=16,2 + (-4,1) x + 0,41 x2; R2=0,87; Figura 3.2. panel inferior). En perros, también, 
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el descenso de la temperatura en el tiempo dentro de las colas de EPI en SF y TYH 

fue explicado por una función polinomial de segundo grado (cuadrática; SF: y=15,6 

+ (-4,2) x + 0,41 x2; R2=0,85; Figura 3.3. panel medio; TYH: y=16,2 + (-4,1) x + 

0,41 x2; R2=0,87; Figura 3.3. panel inferior). 
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Figura 3.2. Curva de descenso de la temperatura (media ±ES) dentro de colas de 
epidídimos felinos sometidos a 4°C en dos medios (SF, solución fisiológica; TYH, 
tris yema de huevo; panel superior) y análisis de regresión múltiple entre la 
temperatura y el tiempo utilizando un modelo polinomial (SF, panel medio; TYH, 
panel inferior). 
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Figura 3.3. Curva de descenso de la temperatura (media ±ES) dentro de colas de 
epidídimos caninos sometidos a 4°C en dos medios (SF, solución fisiológica; TYH, 
tris yema de huevo; panel superior) y análisis de regresión múltiple entre 
latemperatura y el tiempo utilizando un modelo polinomial (SF, panel medio; TYH, 
panel inferior). 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 

Se ha estudiado ampliamente en la industria alimenticia que la velocidad de 

enfriamiento depende de la cantidad de alimento a enfriar y, que los alimentos de 

mayor tamaño toman más tiempo en enfriarse debido a la masa y volumen de los 

cuales debe ser removido el calor (Alvarado, 2009). El descenso más rápido de la 

temperatura dentro de los EPI de gatos en comparación con aquel ocurrido en los 

perros puede ser explicado por el menor tamaño de los EPI felinos. Durante la 

conservación de los EPI a 4°C la YH al aumentar la densidad del medio de 

almacenado, modifica la velocidad de enfriamiento del Tris y por lo tanto del 

epidídimo y su medio interno. La protección observada con la YH en los gatos podría 

relacionarse también con la curva de descenso de temperatura que ocurre en un 

medio de almacenado con este componente que posee mayor densidad que la SF y 

por lo tanto, menor velocidad de enfriamiento. 

Por otra parte, en los felinos, la temperatura medida dentro del epidídimo en 

cada medio en cada tiempo siempre tendió a ser más alta en los órganos almacenados 

en TYH en comparación con los almacenados en SF. Esto podría explicarse, como se 

ha mencionado anteriormente, por la densidad del medio de almacenado ya que el 

TYH es más denso y por lo tanto se enfría más lentamente que SF. Este hecho sería 

el responsable de la diferente velocidad de enfriamiento en el interior de la cola 

epididimal en un medio en comparación con el otro. 

En los caninos, no se observaron diferencias entre las curvas de descenso de 

temperatura intraepididimal al comparar los dos medios. Este hecho podría 

relacionarse con el mayor tamaño y espesor de la pared de los EPI caninos que 

aislarían el medio ambiente intraepididimal de los cambios externos de temperatura. 

Estos hallazgos concuerdan con los resultados del Capítulo II donde no hubo 
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diferencias en la calidad de espermatozoides caninos recuperados de EPI 

almacenados en los dos medios. Es así que en los EPI felinos de menor tamaño y 

pared más delgada, el TYH sumaría el efecto protector al que brinda solamente el 

órgano. Este efecto protector del TYH ha sido previamente observado en chinchillas 

en las cuales los EPI almacenados en TYH tuvieron mejores parámetros 

espermáticos en todas las variables estudiadas comparados con aquellos almacenados 

en SF (Savignone y col., 2004b). La mejor calidad observada en todos los parámetros 

en TYH en chinchilla en comparación con la mejor calidad observada sólo en 

algunos parámetros en TYH en el gato podría relacionarse con el menor tamaño y 

espesor de la pared epididimal de la chinchilla en relación con el gato. Es así que en 

la chinchilla el TYH ejercería mayor efecto protector sobre las células del interior del 

órgano. 

El Experimento I se demostró que el TYH permite recuperar mayor cantidad 

de EE viables que la SF en felinos. Sin embargo, este hecho no fue observado en 

caninos. Las diferencias halladas en ese experimento concuerdan con las diferentes 

curvas de descenso de temperatura obtenidas entre las dos especies y la tendencia a 

observarse un descenso de temperatura más lento dentro de los EPI almacenados en 

TYH en felinos. 

El shock térmico que altera las distintas membranas celulares puede afectar 

tanto a las membranas del espermatozoide como a las membranas de la célula 

epididimal. Adicionalmente, es conocido que la susceptibilidad al choque térmico 

varía entre las especies, considerándose los espermatozoides de toro y de cerdo entre 

los más sensibles, hecho que se evidencia por sus marcadas alteraciones en el 

movimiento de iones, con acumulación intracelular de Ca+2 y pérdidas de K+ y 

Mg2+ (Quinn y White, 1966; De Leeuw y col., 1990). Por el contrario, los 
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espermatozoides del hombre, aves, perro y conejo no evidencian alteraciones tan 

notorias (Quinn y White, 1966; Martins de Carvalho, 2005). Una posible explicación 

a estas disparidades estaría dada por las diferencias en la composición lipídica de las 

distintas membranas plasmáticas en cada especie, esto es, los fosfolípidos y los 

ácidos grasos (Poulos y col., 1973; Darin-Bennett y col., 1974). De hecho, 

espermatozoides de toro, cerdo y carnero, conocidos por su elevada susceptibilidad al 

choque térmico, presentan una elevada proporción entre ácidos grasos 

poliinsaturados y saturados (2,5:3,3) mientras que espermatozoides de conejo y 

hombre presentan una proporción menor (1:1). Dicha proporción tiene un efecto 

significativo en algunas propiedades de los sistemas de membrana y está 

correlacionada con la sensibilidad del espermatozoide al choque térmico (Poulos y 

col., 1973). Este hecho permitiría hipotetizar que la influencia sobre las membranas 

de otras células diferentes al espermatozoide también podría ser variable. Por lo 

tanto, la protección del shock térmico que ejerce el TYH sobre los EEfelinos podría 

deberse, como mencionamos; a la delgadez de la pared del epidídimo, a la propia 

composición de la membrana espermática o de la célula epididimal, o a ambos 

factores. Por el contrario, el mayor grosor epididimal en caninos reduciría el efecto 

protector del TYH ya que por sí mismo, el órgano ejerce una mayor protección de los 

espermatozoide al shock térmico; no permitiendo la manifestación del efecto 

benéfico del medio de almacenado sobre los EE. Asimismo las diferencias en la 

composición lipídica de la membrana de ambas especies podrían ser las responsables 

de las diferencias observadas.  

Los resultados obtenidos indican que el tamaño del órgano y espesor de la 

pared epididimal estarían relacionadas con la expresión del efecto protector del TYH 

en los órganos de pared más delgada (gatos y chinchillas) y no en los de pared más 
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gruesa (perros). Asimismo el efecto del TYH sobre la supervivencia de las células 

epiteliales epididimales y el mantenimiento del medio interno del epidídimo podría 

influenciar la supervivencia espermática dentro de los órganos almacenados a 4°C. 

Un estudio sobre el efecto del TYH sobre la supervivencia de las células 

epididimales en ambas especies permitiría arribar a una conclusión más certera 

respecto al efecto benéfico de este medio de almacenado en comparación con la SF 

en los gatos. 
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CAPÍTULO IV 

 

EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE TRANSPORTE SOBRE EL 

PROCESO DE AUTÓLISIS DE LAS CÉLULAS EPIDIDIMALES DURANTE 

EL ALMACENADO DEL ÓRGANO A 4ºC DURANTE 24, 48 Y 72 HORAS 

 

 

INTRODUCCIÓN 

El epidídimo es una estructura tubular donde desembocan los conductos 

eferentes, posee un recorrido muy tortuoso que desemboca en el conducto deferente. 

Tiene actividad absortiva y secretora, recibe y almacena los espermatozoides 

produciendo en ellos cambios morfológicos, fisiológicos y madurativos. Se divide 

morfológica e histológicamente en 5 zonas donde las zonas IV y V corresponden a la 

cola epididimal (parte proximal y distal respectivamente), Axnér y col. (1999) sin 

embrago, divide el EPI del gato en 6 zonas, correspondiendo la última a la cola 

epididimal La transición entre las zonas es gradual por lo cual se produce un 

solapamiento de las características morfológicas entre zonas adyacentes. Está 

constituido por un epitelio cilíndrico seudoestratificado con tres tipos celulares 

células principales, basales y apicales. El el gato se ha observado al MO la presencia 

de células principales claras y oscuras (Axnér, 1999). En el perro se han identificado 

al ME células claras en la porción media y terminal de la cola. Estas células poseen 

vesículas poco densas de varios tamaños con cuerpos electrodensos y lisosomas en la 

región supranuclear (Schimming y Vicentini, 2001). Las células principales, son las 

más abundantes en ambas especies, están presentes en todas las zonas del epidídimo. 

Son células altas que pueden extenderse desde la lámina basal hasta la luz del túbulo. 
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La posición y forma de su núcleo es variable aunque suele ser redondeado con uno o 

dos nucleolos evidentes, posee esterocilias regulares (inmóviles), cortas y densas, 

formando un ribete en cepillo. La actividad absortiva se refleja con la presencia de 

vesículas y cuerpos vesiculares más numerosos en el gato. Realizan también una 

secreción apócrina, rica en proteínas, en forma de exosomas (epididimosomas) hacia 

la luz epididimal. Estas células seleccionan a los espermatozoides, modifican sus 

membranas celulares y su estructura, proceso en el que colaboran los macrófagos 

presentes en el epitelio epididimal y no en la luz del mismo (Sullivan y Saez, 2013). 

La células principales poseen retículo endoplásmico rugoso (RER) laminar bien 

desarrollado, Golgi ancho y supranuclear, poblaciones de mitocondrias heterogéneas 

a lo largo del citoplasma y abundantes cuerpos densos que al microscopio electrónico 

muestran gran cantidad de lisosomas. Las células basales y apicales son menos 

frecuentes en la cola y sin características distintivas en relación a las otras zonas 

(Arrighi y col., 1986; Schimming y Vicentini, 2001). 

Los avances obtenidos en biotecnología de la reproducción en pequeños 

animales han sido sustanciales para avanzar en el conocimiento de la fisiología 

reproductiva de félidos y cánidos silvestres. Este hecho ha permitido mejorar las 

técnicas de reproducción asistida que ayudan a conservar animales amenazados o en 

peligro de extinción. La recuperación y la criopreservación de espermatozoides de 

los EPI obtenidos ya sea luego de la muerte de un animal (recuperación post-

mortem), o luego de una orquiectomía, nos permiten preservar las gametas 

masculinas generando y manteniendo bancos de material genético. 

En muchas ocasiones, la única opción para la recuperación de gametas es el 

transporte de los testículos y EPI a un laboratorio que esté equipado para el 

procesamiento de semen. Las condiciones de almacenado de los EPI como por 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sullivan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23613619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saez%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23613619
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ejemplo el tiempo y el medio de almacenado influyen en la cantidad de 

espermatozoides viables recuperados en caninos y felinos (Gañán, 2009). Este hecho 

pudo evidenciarse en los resultados obtenidos en el Experimento I. 

Los espermatozoides pueden sobrevivir durante algún tiempo dentro de los 

EPI de animales muertos y los cambios en la calidad del fluido epididimal y de los 

EE, acompañan a los cambios posmortem del organismo. Songsasen y col. (1998), 

determinó que la integridad de membrana de EE recuperados de ratones sacrificados 

y mantenidos a temperatura ambiente por más de 24h, fue similar a aquella de los EE 

recuperados inmediatamente luego de la muerte. Por su parte, Kishikawa y col. 

(1999) demostraron que si los cadáveres de los ratones se cubrían con bolsas 

plásticas para prevenir la deshidratación y se conservaban a 4°C, la recuperación 

espermática podía arrojar buenos resultados aun varios días después de la muerte 

(65% de motilidad, 5 días posmortem). Esto demuestra que los EE pueden 

conservarse viables dentro del epidídimo luego de la muerte del animal por 

diferentes periodos. 

La motilidad de los espermatozoides de un eyaculado canino sin diluir 

refrigerado a 4°C baja de 92% a las 24h a 37% luego de las 48h de almacenado 

(Morton y Bruce, 1989). Yu y Leibo (2002), encontraron que la motilidad de los EE 

baja significativamente a las 5h de almacenados los EPI a 4°C. Estos estudios 

muestran la mayor sensibilidad los EE al shock térmico en comparación con los del 

eyaculado a pesar de estar los primeros protegidos, del frío directo, dentro del 

epidídimo durante la refrigeración.  Es así que se ha demostrado ampliamente que el 

almacenado de los EPI a 4ºC, permite conservar la viabilidad de los espermatozoides 

almacenados en su interior (Stilley y col., 2000; Sankai y col., 2001; Kaabi y col., 

2003). Si bien como hemos mencionado anteriormente los espermatozoides dentro 
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del epidídimo estarían protegidos del shock térmico directo durante el refrigerado 

(Sankai y col., 2001, Yu y Leibo, 2002), la incorporación de un medio de 

almacenado aumentaría esta protección. Asimismo, el medio de almacenado actuaría 

previniendo la deshidratación del epidídimo, mejorando la conservación de este 

órgano y manteniendo las características del medio interno epididimal lo que 

redundaría en una mejor conservación de los espermatozoides (Kishikawa y col., 

1999; Sankai y col., 2001). 

Está demostrado, que luego de la muerte se inicia rápidamente un proceso de 

autodigestión y disolución tisular como resultado de la acción de enzimas liberadas 

desde el citoplasma de las células. La autólisis se inicia como consecuencia de la 

hipoxia que produce cambios en la permeabilidad selectiva de la membrana celular y 

de las organelas membranosas. Es así, que inicialmente se liberan hidrolasas 

lisosomales a las que se les suman otras enzimas hidrolíticas. A este proceso de 

autólisis le sucede la putrefacción. Los fenómenos autolíticos se presentan más 

rápidamente en aquellos tejidos con mayor contenido de enzimas como por ejemplo 

las células de la hilera seminal y a su vez, están influenciados por factores endógenos 

y exógenos muy variados (Kitt y Schulz, 1985). Uno de estos factores es la 

temperatura, el frío (almacenado a 4°C) inhibe el proceso de autólisis mientras que 

las altas temperaturas lo aceleran. Es así que el mantenimiento del calor corporal 

acelera los procesos autolíticos (Kitt y Schulz, 1985). En síntesis, la muerte da inicio 

a los procesos autolíticos, por anoxia celular, alteración de membranas, y liberación 

enzimática, este proceso se incrementa con el mantenimiento de la temperatura 

corporal, acelerando el paso hacia la putrefacción tisular.  

En el examen histológico de EPI obtenidos luego de distintos periodos 

posmortem reveló que los cambios autolíticos epididimales se evidencian a las 12h 
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posmortem. Estos cambios incluyen “picnosis”, liberación del contenido intracelular 

e interrupción de los puentes intercelulares de las células germinales (Sonsagen y 

col., 1998). Considerando que estos cambios posmortem se presentan en el 

epidídimo, el mantenimiento de la integridad celular de este órgano con la 

consecuente preservación de su medio interno, permitiría recuperar mayor cantidad 

de espermatozoides viables almacenados en su interior. El objetivo primordial del 

almacenado epididimal es mantener la viabilidad de las células espermáticas 

contenidas en los EPI posmortem. La viabilidad de los EE depende de diferentes 

factores a saber: el medio de almacenado usado para los órganos, la temperatura de 

conservación del epidídimo, y el tiempo transcurrido entre la muerte del animal y la 

recuperación de los EE.  

La refrigeración a 4oC para preservar los órganos, frena los procesos 

autolíticos posmortem suprimiendo el metabolismo y la actividad de las enzimas 

catabólicas. El descenso de temperatura enlentece la actividad enzimática 

disminuyendo los requerimientos de oxígeno e incluso anulándolo por debajo de los 

0oC (Levy, 1959). El descenso de la actividad celular con consumos mínimos de 

ATP es fundamental para controlar las cascadas de la lesión isquémica (Southard y 

col., 1980). La mayoría de las enzimas en los animales normotérmicos reducen su 

actividad de 1,5 a 2 veces por cada 10oC de descenso de la temperatura, pero todavía 

hay una importante actividad a 1oC (Clavien y col., 1992; Belzer y col., 1995). Por 

ello, enfriando el órgano de 37oC hasta 2-4°C, puede alargarse el tiempo de 

preservación por un período de 12-13h (Clavien y col., 1992). Este período de 

almacenado puede alargarse de forma significativa sí, además, se utiliza una solución 

de preservación apropiada (Collins y col., 1969). 
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Con respecto a las soluciones de preservación se han estudiado medios que 

permitan preservar la viabilidad de órganos utilizados para trasplantes, de manera de 

asegurar el éxito de esta práctica médica. Estos medios de almacenado y trasporte de 

órganos a trasplantar poseen una serie de sustancias que les confieren propiedades 

nutritivas. Esto medios están compuestos por sales inorgánicas, aminoácidos, 

vitaminas, azúcares y otras sustancias, con el fin de mantener la presión oncótica, 

evitar el edema celular, frenar el metabolismo, evitar la oxidación celular y retrasar 

consecuentemente la destrucción celular y tisular (Escalante Cobo y del Río 

Gallegos, 2009). 

Es así entonces, que un medio de almacenado que permita preservar los 

tejidos epididimales y enlentecer la muerte celular favorecería en forma indirecta la 

sobrevida de los espermatozoides contenidos en su interior. En síntesis, la 

conservación de la homeostasis de las células del epitelio epididimal permitiría 

mantener potencialmente fértiles a las células espermáticas dentro de la luz del 

epidídimo. 

Por consiguiente, un medio de almacenado epididimal como el TYH que 

posee ácido cítrico que controla el pH y es antioxidante; Tris base, tris (hidroximetil 

aminometano), que establece el equilibrio ácido base (tampón); fructosa 

monosacárido que la célula utiliza como fuente de energía, 20% de YH, poderosa 

fuente de vitaminas y minerales que contiene vitaminas A, E, D, ácido fólico, B12, 

B6, B2, B1 y posee efecto protector del shock térmico celular, y por último 

penicilina para inhibir el desarrollo bacteriano sería útil para retrasar los procesos 

autolíticos y conservar la viabilidad de las células epididimales.  

Como han comunicado otros autores y se ha demostrado en el CAPÍTULO II 

en los felinos, el medio en el que se almacenan los EPI tiene influencia sobre la 
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calidad de las células espermáticas recuperadas (Yonai y col., 1998). Este hecho 

podría deberse a la diferente viabilidad de las células epididimales durante el 

almacenado y evidenciarse a través de cambios morfológicos celulares. 

Considerando que la autólisis posmortem se lleva a cabo en todas las células 

del organismo induciendo alteraciones (Myers y McGavin, 2007), el estudio 

morfológico y ultraestructural de las células epididimales haría posible evaluar el 

daño ocurrido en ellas durante el almacenado de los EPI posmortem y estimar su 

potencial para mantener viables a los espermatozoides contenidos en el medio 

interno epididimal.  

 

 

OBJETIVO 

• Evaluar el efecto de diferentes medios sobre los cambios histológicos y 

ultraestructurales en las células principales de EPI caninos y felinos durante el 

almacenado del órgano a 4ºC.  

 

HIPÓTESIS  

• El TYH enlentece la autólisis de las células epiteliales favoreciendo 

indirectamente la sobrevida de los EE. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Experimento III 

Animales experimentales y tratamientos 

Se utilizaron testículos de 13 caninos adultos, en estado de salud de entre 2 y 

7 años de edad y de 13 gatos, en estado de salud de entre 1 y 3 años de edad. Estos 

animales formaron parte de un plan de control de la reproducción. En cada especie, 

luego de la orquiectomía bilateral, los testículos con sus correspondientes EPI se 

dividieron aleatoriamente en 3 lotes. En el primer lote se incluyeron 4 EPI derechos 

de cada animal y de cada especie (n= 4). Las colas epididimales se separaron y se 

fijaron inmediatamente luego de la ablación para la realización del estudio 

morfológico. En el segundo lote, 9 testículos derechos de cada especie (n= 9) fueron 

rápidamente colocados en SF con el agregado de 100 IU/ml de penicilina, y en el 

tercer lote, 9 testículos izquierdos de cada especie (n= 9) se colocaron rápidamente 

en TYH. Las muestras de los lotes 2 y 3 se transportaron al laboratorio en heladera 

de poliuretano con refrigerantes para luego ser almacenadas en heladera a 4ºC. Los 

testículos y EPI de los lotes 2 y 3 fueron almacenados en uno de los 3 períodos (24, 

48 ó 72h) con una distribución aleatoria en cada tratamiento (3 

animales/especie/tratamiento; Fig. 4.1) 
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Figura 4.1. Diseño experimental por especie. ED: epidídimo derecho, EI: epidídimo 

izquierdo. 
 

Se evaluaron los cambios autolíticos ocurridos en las colas de los EPI a las 24, 

48 y 72 h de almacenado mediante microscopía óptica y microscopía electrónica de 

transmisión (Hayat, 1986). El estudio se realizó sobre las células principales del 

epitelio epididimal, siguiendo los pasos detallados a continuación. 

 

Microscopía óptica y Microscopía electrónica de transmisión 

Las colas de los EPI de cada animal se cortaron en pequeñas piezas (1mm3), 

se fijaron por inmersión con glutaraldehído al 2% en buffer de fosfato (pH 7,3) 

durante 2 h a 4° C y se posfijaron en tetróxido de osmio al 1% durante 1h. A 

continuación, las muestras se deshidrataron en una escala creciente de alcoholes y 

posteriormente se incluyeron en resina Epon. Como orientación para la selección de 

campos, se realizaron cortes semifinos (1 µm) que se colorearon con azul de 
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toluidina, se observaron y se fotografiaron en un microscopio óptico (1000X) con 

sistema de video incorporado conectado a una PC. Estos cortes se utilizaron para el 

estudio histológico donde se observaron las características nucleares y la morfología 

de las estereocilias realizando una tabla ad-hoc clasificando los cambios celulares en 

grados del 0 al 3 desde características celulares normales, pasando por daños 

compatibles con lesiones iniciales hasta llegar a daños celulares avanzados (Tabla 

4,1 y 4,2; Figuras 4.2 y 4.3) (Myers y McGavin, 2007). 

Se realizaron cortes ultrafinos (90 nm) de los campos seleccionados, con un 

ultramicrótomo Súper Nova Reichert-Jung (Wien, Austria) y se montaron en grillas 

de cobre (200 mesh). Luego se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo 

se examinaron con un microscopio electrónico de transmisión JEM 1200 EX II 

(JEOL Ltd. Tokio, Japón). Las imágenes observadas se fotografiaron con una cámara 

Erlangshen ES1000W, Modelo 785 (Gatan Inc., Pleasanton, California, USA). 

Sobre estos cortes ultrafinos dentro del estudio ultraestructural se evaluó la 

distribución de la cromatina nuclear y la morfología de las estereocilias, y se 

clasificaron con una tabla ad- hoc en grados del 0 al 3 (Tabla 4.3; Figuras 4.4 y 4.5). 

 
 
Tabla 4.1. Grados de cambios histológicos de características nucleares y morfología 

de estereocilias en células principales de epidídimos felinos. 
 
Grados Características nucleares Morfología de estereocilias 

0 Eucromatina Morfología normal (homogéneas) 
1 Cromatina condensada en gránulos Heterogéneas 
2 Condensada en gránulos, 

morfología nuclear irregular 
Agrupadas en su base 

3 Pérdida de cromatina “núcleo 
fantasma” 

Rotas, destruídas o perdidas 

Adaptado de: Arrighi y col., 1986; Myers y McGavin, 2007. 
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Tabla 4.2. Grados de cambios histológicos de características nucleares y morfología 

de estereocilias en células principales de epidídimos caninos. 
 
Grados Características nucleares Morfología de estereocilias 

0 Eucromatina Morfología normal (heterogéneas) 
1 Cromatina condensada en gránulos Agrupadas en su base 
2 Condensada en gránulos, 

morfología nuclear irregular 
Rotas, destruídas o perdidas 

3 Pérdida de cromatina “núcleo 
fantasma” 

 

Adaptado de Arrighi y col., 1986; Myers y McGavin, 2007 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figura 4.2. Grados (G) de cambios histológicos de características nucleares y 

morfología de estereocilias en células principales de epidídimos felinos, 
a) G0, Eucromatina y estereocilias normales (homogéneas); b) G1, 
Cromatina condensada en gránulos y estereocilias heterogéneas; c) G2, 
Cromatina condensada en gránulos, morfología nuclear irregular, y 
estereocilias agrupadas en su base; d) G3, Pérdida de cromatina “núcleo 
fantasma” y estereocilias rotas o perdidas, Azul de toluidina, Obj, 100X. 

 

a b 

c d 
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Figura 4.3. Grados (G) de cambios histológicos de características nucleares y 

morfología de estereocilias en células principales de epidídimos caninos, 
a) G0, Eucromatina y estereocilias normales (heterogéneas); b) G1, 
Cromatina condensada en gránulos y estereocilias agrupadas en su base; 
c) G2, Cromatina condensada en gránulos, morfología nuclear irregular, 
d) estereocilias rotas, destruidas o perdidas; e) G3, Pérdida de cromatina 
“núcleo fantasma”, Azul de toluidina, Obj, 100X. 

a 

c 

b
   

d 

e 
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Tabla 4.3. Grados de cambios ultraestructurales de la distribución de la 
cromatina nuclear y morfología de las estereocilias en células principales de 
epidídimos felinos y caninos 
 

Grados Distribución de cromatina nuclear Morfología de estereocilias 
0 Núcleo normal, eucromático Morfología normal 
1 Grandes gránulos. En parte 

dispersa y en parte marginal 
Agrupadas en su base 

2 Pequeños gránulos. En parte 
dispersa y en parte marginal 

Escasas y desparejas 

3 Fragmentada, Nucleoplasma claro Destruidas o perdidas 
Adaptado de Arrighi y col., 1986; Myers y McGavin, 2007. 
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Figura 4.4. Grados (G) de cambios de cromatina nuclear (a, c, e, g) y morfología de 

estereocilias (b, d, f, h) a nivel ultraestructural de células epididimales 
felinas, a) G0, núcleo normal; b) G0, estereocilia normal; c) G1, Grandes 
gránulos de cromatina, en parte dispersa y en parte marginal; d) G1, 
estereocilias agrupadas en su base; e) G2, Pequeños gránulos de 
cromatina, en parte dispersa y en parte marginal; f) G2, estereocilias 
escasas; g) G3, cromatina fragmentada, nucleoplasma claro; h) G3, 
destruidas o perdidas. 

b a 

e f 

g h 

d c 
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Figura 4.5. Grados (G) de cambios de cromatina nuclear (a, c, e, g) y morfología de 

estereocilias (b, d, f, h) a nivel ultraestructural de células epididimales 
caninas, a) G0, núcleo normal; b) G0, estereocilia normal; c) G1, 
Grandes gránulos de cromatina, en parte dispersa y en parte marginal; d) 
G1, estereocilias agrupadas en su base; e) G2, Pequeños gránulos de 
cromatina, en parte dispersa y en parte marginal; f) G2, estereocilias 
escasas; g) G3, cromatina fragmentada, nucleoplasma claro; h) G3, 
destruidas o perdidas.  
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Análisis morfométrico ultraestructural 

El análisis morfométrico de las microfotografías electrónicas se realizó 

mediante un analizador de imágenes Image J 1,43e (Ferreira y Rasband, 2010). Se 

registraron los parámetros morfológicos en 360 microfotografías por especie que 

permitieron el análisis de los cambios observados en las colas epididimales (n = 44). 

Se realizaron estudios morfométricos sobre el número de mitocondrias (NM), el área 

mitocondrial (AM), el número de núcleos (NN) y el área nuclear (AN), tomando 

como referencia una unidad de área citoplasmática fija de 50 µm² para el análisis de 

área y número de mitocondrias, y una unidad de área citoplasmática fija de 100 µm² 

para el análisis de área y número de núcleos. Las unidades de área citoplasmáticas 

fijas se establecieron de esa manera debido a que en microscopía electrónica se 

visualizan escasas células o una porción de la célula en estudio. Las diferencias de 

las áreas tomadas como referencia se deben al tamaño de lo que se mide. Para poder 

medir organelas se trabaja con mayores aumentos, lo que facilita su observación y 

medición por lo tanto el área citoplasmática comprendida es menor. En 

contraposición, para ver los núcleos completos se trabaja a menor aumento, por lo 

que el área citoplásmica observada es mayor. 

Por otro lado, dicha unidad de área citoplasmática fija permitió realizar la 

comparación mediante análisis estadístico de los distintos tratamientos. Cada uno de 

los parámetros morfológicos analizados se delineó de modo manual sin utilizar el 

delineado automático que posee el programa Image J, a fin de no incluir áreas de 

espacio intercelular y asegurar una mayor precisión en el registro de los mismos. 
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Cada microfotografía individual se calibró mediante una barra de escala (µm 

de longitud) presente en cada una de ellas según su magnificación, con el fin de 

unificar la escala de medición de la microfotografía ampliada. 

 

Análisis estadístico 
Las comparaciones estadísticas entre los diferentes tratamientos para 

variables cuantitativas fueron realizadas utilizando el Análisis de Varianza con el 

procedimiento GLM de SAS® y para variables cualitativas fueron realizadas 

utilizando el procedimeinto GENMOD de SAS ® (SAS 1996). Los parámetros 

morfológicos fueron expresados como la media ± E.S. Las diferencias fueron 

consideradas significativas con un p < 0,05. 

 

 

RESULTADOS 

En los felinos, el estudio histológico reveló que los parámetros cambiaron con 

el tiempo y el medio (p < 0,01). Se observó un efecto significativo del tiempo (Fig. 

4.6) en las características nucleares y la morfología de las estereocilias (0 vs. 72 h; 0 

± 0,12 vs. 2,66 ± 0,13, p < 0,01; 0 ± 0,26 vs. 2,66 ± 0,31, p < 0,01; respectivamente).  

 

Fig. 4.6: Cambios  morfológicos en epidídimos felinos entre 0 y 72 horas (h) 

0h 72h 
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Cuando se estudió el efecto de los medios de almacenado (Fig. 4.7), los 

grados de cambios morfológicos en las estereocilias y de las características nucleares 

fueron mayores en SF que en TYH (1,33 ± 0,12 vs. 1,16 ± 0,13, p < 0,05; 1,71 ± 0,30 

vs. 1,38 ± 0,3, p < 0,05; respectivamente). 

 

Fig.4.7: Cambios morfológicos de núcleos y esterocilias de epidídimos felinos en dos 
medios: Solución fisiológica (SF) y Tris yema de huevo (TYH). 

 

En el estudio ultraestructural, la distribución de la cromatina nuclear y la 

morfología de las estereocilias cambió con el tiempo (0 vs. 72 h, 0 ± 0,13 vs. 1,50 ± 

0,15, p < 0,01; 0,00 ± 0,17 vs. 1,66 ± 0,20, p < 0,01; respectivamente) y entre los 

distintos medios de almacenado (SF vs. TYH, 0,93 ± 0,09 vs. 0,73 ± 0,09, p < 0,01; 

1,40 ± 0,12 vs. 0,86 ± 0,12 p < 0,01; respectivamente). Fig. 4.8 y 4.9 

respectiavamente. 

 

 

 

 

 

 

 

TYH SF 
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Fig. 4.8: Microfotografía de cambios en núcleos y esterocilias de epidídimos 

felinos entre 0 y 72 horas (h). 

 

 

0h 

0h 

72h 

72h 
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Fig.4.9: Microfotografía mostrando cambios en núcleos y esterocilias de 

epidídimos felinos en distintos medios.   

 

Sin embargo, los estudios morfométricos revelaron que el NN y el AN 

disminuyeron con el tiempo:(p < 0,004; p < 0,001) pero no con el medio, mientras 

que el NM y el AM no se modificaron con ninguna de las dos variables (p > 0,05).  

En los caninos, el estudio histológico reveló que las características nucleares 

y la morfología de las estereocilias cambiaron con el tiempo (0 vs. 72 h; 0 ± 0,23 vs, 

3 ± 0,19, p < 0,01; 0 ± 0,15 vs. 1,5 ± 0,12, p < 0,01; respectivamente) aumentando 

los grados de cambios con el transcurso de las horas de almacenado (Fig.4.9.1). 

Cuando se estudió el efecto de los medios de almacenado, los cambios morfológicos 

no mostraron diferencias entre los dos medios ni para las características nucleares ni 

para la morfología de las estereocilias (p > 0,05). 

 

TYH 

TYH 

SF 

SF 
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Fig. 4.9.1: Cambios morfológicos en epidídimos caninos  entre 0 y 72 horas (h). 

 

En el estudio ultraestructural, la distribución de la cromatina nuclear y la 

morfología de las estereocilias mostraron mayores cambios compatibles con autólisis 

al aumentar el tiempo de almacenado (0 vs. 72 h, 0 ± 0,17 vs. 1,84 ± 0,19, p < 0,01;  

0 ± 0,18 vs. 2,33 ± 0,20, p < 0,01; respectivamente) pero no al comparar los 

diferentes medios (p > 0,05). Asimismo, el NM disminuyó con el aumento del 

tiempo de almacenado 0h vs.72h; 2,53±0,3; 1,32 ±0,3 (p < 0,05) sin observarse 

efectos del medio ni del tiempo sobre NN, AN ni AM (p > 0,05).  

 

72h 0h 
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Fig. 4.9.2: Microfotografía mostrando cambios en núcleos y estereocilias de 

epidídimos caninos entre 0y 24horas (h). 

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 

Como se mencionó anteriormente, el medio de almacenado conservaría a 

corto plazo el epitelio epididimal viable por horas durante el transporte y almacenado 

de manera similar a los medios que preservan los órganos para trasplantes. Esta 

conservación del órgano enlentecería la autólisis epididimal, preservaría el medio 

interno del epidídimo y lograría conservar la viabilidad de los EE almacenados en su 

interior. 

Los resultados obtenidos en el Experimento I y hallazgos de estudios previos 

(Gañán y col., 2009; Armas y col., 2011) que examinaron la calidad de los EE 

almacenados y recuperados, han demostrado que la viabilidad espermática disminuye 

0h 72h 

72h 0h 72h 

0h 

72h 0h 
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a medida que aumenta el tiempo de almacenado. Esta observación podría estar 

relacionada con el desarrollo del proceso autolítico en las células epididimales y la 

consecuente variación del medio interno epididimal (Gañan y col., 2009). 

Concordando con estos estudios, nuestros resultados muestran que el tiempo de 

almacenado incrementa los cambios en la morfología de las células del epidídimo. 

Las características histológicas y ultraestructurales de las células principales del 

epidídimo en órganos no almacenados (0h) coinciden con los descriptos 

anteriormente por otros autores (Arrighi y col.., 1986; Axnér y col., 1999). 

Asimismo, los cambios morfológicos y ultraestructurales observados en EPI 

almacenados concuerdan con cambios celulares relacionados con el proceso de 

muerte celular (Myers y McGavin, 2007). En el estudio óptico observamos que los 

cambios morfológicos de las células incrementaron con el aumento del tiempo de 

almacenado. Los resultados de este experimento coinciden con lo observado en el 

Experimento I en el que los valores de los AI, la MI y el PV fueron mas bajos en 

espermatozoides recuperados a las 72h comparados con aquellos recuperados a las 

24h de almacenado. En el mencionado experimento, los espermatozoides felinos 

recuperados de EPI almacenados en TYH tuvieron parámetros superiores (MI y VI) 

comparados con los almacenados en SF en diferentes tiempos. Esta observación 

concuerda con nuestros hallazgos los cuales muestran que los daños celulares 

histológicos y ultraestructurales en gatos fueron mayores en las células de EPI 

almacenados en SF comparados con aquellas de EPI almacenados en TYH. 

Asimismo, en los caninos, especie en la cual no se hallaron diferencias en los 

parámetros espermáticos al comparar los distintos medios de almacenado en el 

Experimento I, no se evidenciaron tampoco cambios histológicos ni 

ultraestructurales significativos al comparar los órganos almacenados en SF y TYH 
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en el presente experimento. Estos resultados coinciden con lo observado en el 

CAPÍTULO III, en el cual al comparar las curvas de descenso de temperaturas en las 

colas epididimales se evidenciaron diferencias entre las dos especies. En los gatos, se 

observó un descenso más rápido de la temperatura dentro del epidídimo en 

comparación con los perros. Por otra parte, en los gatos, la temperatura ocurrida 

dentro del epidídimo en cada medio y en cada tiempo mostró una tendencia a ser 

siempre más alta en los órganos almacenados en TYH. Esta diferencia podría influir 

en las variaciones encontradas entre ambas especies en los cambios morfológicos 

celulares y ayudaría a explicar la mayor recuperación de EE viables de EPI felinos 

almacenados en TYH, hecho observado en el CAPÍTULO II. 

El espermatozoide en su recorrido hacia la maduración se torna más sensible 

a las (ROS) presentes en el epidídimo que causan importantes daños sobre la bicapa 

lipídica (Irvine y col., 2000), Angrimani y col., (2013) observaron que el epidídimo 

produce y secreta sustancias antioxidantes, presentes en el plasma seminal, las cuales 

tendrían efecto protector sobre los espermatozoides. Es así que la conservación de la 

estructura morfológica de la célula epididimal se relacionaría con el mantenimiento 

de la fisiología celular y permitiría conservar la composición del fluido epididimal y 

en consecuencia la viabilidad espermática. 

Las diferencias encontradas entre especies en los cambios morfológicos 

celulares en los distintos medios de almacenado, podrían también estar relacionadas 

con el diferente efecto protector de la YH contra el enfriamiento en las diferentes 

especies (Quinn y White, 1966; De Leeuw y col., 1990). También podrían 

relacionarse con la diferente interacción de la YH con las distintas membranas 

plasmáticas o bien, con la diferente composición de la membrana plasmática en 

 
 



 72 
 
 
relación a la especie. Es así que la conservación de la estructura morfológica celular 

podría relacionarse con el diferente efecto de la YH en las dos especies estudiadas. 

En conclusión nuestros resultados demuestran que, en felinos, el TYH ejerce 

un efecto protector del shock térmico celular a través de la YH y retrasa los procesos 

autolíticos. Los EPI almacenados en TYH evidencian un enlentecimiento en los 

procesos autolíticos de la célula epitelial epididimal y un retraso en la aparición de 

cambios morfológicos celulares. Este hecho retrasaría los cambios ocurridos en el 

medio ambiente epididimal relacionados con la autólisis celular y podría explicar la 

mayor cantidad de espermatozoides viables recuperados en el Experimento I con el 

uso del TYH. 
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CAPÍTULO V 

 

EFECTO DE LA ADICIÓN DE 0,25% de SODIO DODECIL SULFATO AL 

DILUYENTE TRIS BASE SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE 

ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMALES POS-DESCONGELACIÓN 

 

 

INTRODUCCIÓN 

En el marco de la biotecnología, el estudio de la conservación de células y 

tejidos relacionados con la reproducción cobra especial importancia. La 

criopreservación de semen en bancos de recursos genéticos permite mantener la 

variabilidad genética de una especie, lo que posibilita asegurar su continuidad y 

reducir las posibilidades de extinción. Es así que el semen de los animales de 

compañía o de los animales silvestres, que se almacene en estos bancos, puede 

utilizarse durante muchos años después de la muerte del individuo. Ante la muerte 

repentina o la orquiectomía por problemas médicos la criopreservación de EE es la 

biotecnología que hace posible preservar el material genético de ese individuo.  

Si bien la criopreservación de semen canino es una herramienta importante 

para preservar espermatozoides de reproductores considerados valiosos y existen 

técnicas sencillas para la toma de muestra de semen en los caninos; no pueden 

descartarse eventos impredecibles como accidentes, intoxicaciones o enfermedades, 

que súbitamente pueden desencadenar en una orquiectomía, muerte o eutanasia de 

perros de alto valor genético o afectivo. En estos casos, los propietarios no sólo 

deben afrontar la pérdida del animal, sino también la pérdida del material genético 

deseable (Armas, 2011). En ese sentido, cobra importancia el poder obtener y 
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criopreservar espermatozoides después de la muerte del animal, recuperados de la 

cola del epidídimo, con motilidad y capacidad fecundante (Yu y Leibo, 2002).  

En el epidídimo se realizan dos eventos importantes, la maduración y el 

almacenamiento espermático. La maduración o desarrollo progresivo de la capacidad 

fecundante de los espermatozoides ocurre en la cabeza y el cuerpo del epidídimo y el 

almacenamiento ocurre en la cola del mismo (Hafez, 2002). Varesi y col., (2013) 

demostraron que la motilidad espermática es significativamente mayor en la cola 

comparada con la cabeza y el cuerpo, como así también, que la mayor proporción de 

espermatozoides con morfología normal fue encontrada en la cola, seguida por el 

cuerpo y por último en la cabeza. Adicionalmente la cola presentó el mayor 

porcentaje de AI, y la mayor cantidad de morfoanomalías de las colas espermáticas 

se encontraron en el cuerpo. Las gotas citoplasmáticas disminuyeron desde la cabeza 

a la cola. 

Es así que la obtención y posterior criopreservación de EE recuperados de la 

cola, nos permiten preservar un buen material genético posmortem. Diversos 

estudios han sido realizados sobre recuperación y criopreservación de EE en bovinos 

(Amann y Griel, 1976), equinos (Bruemmer y col., 2002), caprinos (Blash y col., 

2000), ovinos (Kaabi y col., 2003) y porcinos (Ikeda y col., 2002). Asimismo en 

equinos, Barker y Gandier (1957) obtuvieron nacimientos de potrillos por IA con EE 

criopreservados y descongelados. Más recientemente, Heise y col., (2010) obtuvieron 

alrededor de un 40% de porcentajes de preñez en equinos utilizando IA con EE 

congelados-descongelados. Okazaki y col. (2012) lograron un mínimo de 55% de 

preñez y un promedio de 5 lechones utilizando mediante IA y EE congelados-

descongelados. Kozdrowski y col., (2011) lograron sentar el primer precedente de 
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dos nacimientos con EE congelados de Bisonte Europeo (Bison bonasus), uno de los 

mamiferos más amenazados en Europa, a través de la IA en vacas y vaquillonas. 

En la especie canina, existen algunos estudios sobre recuperación, 

refrigeración y criopreservación de espermatozoides obtenidos de la cola del 

epidídimo. Hewitt y col., (2001) evaluaron la supervivencia de EE congelados-

descongelados con diferentes porcentajes de glicerol, Yu y Leibo (2002) estudiaron 

el efecto sobre la motilidad, integridad de membrana plasmática y acrosomal de la 

refrigeración de EE. En esta especie la habilidad para la fertilización de los EE se ha 

demostrado con el nacimiento de crías luego de IA con gametas recuperadas de los 

EPI (Marks y col., 1994; Hori y col., 2011).  

Es así que los EE pueden ser almacenados por largo tiempo en bancos de 

semen, preservando el material genético, y posibilitando el uso de un reproductor 

mucho tiempo después de su muerte. Cuando pensamos en el uso de esta 

biotecnología en animales en vía de extinción de inmediato se hace presente el 

esfuerzo de los científicos que alertan y tratan de concientizar sobre las 

consecuencias del aumento de especies en riesgo de desaparición definitiva de 

nuestro planeta, llevándose consigo sus características genéticas y probables 

adaptaciones específicas al medio que habitaban. La criopreservación de EE caninos 

y felinos es útil como modelo experimental para cánidos y félidos silvestres en vías 

de extinción aumentando su posibilidad de preservación (Fougner, 1989; Fastard, 

1992; Fastard, 1996; Pukazhenthi, 2004). En Latinoamérica, el Aguará-Guazú 

(Chrysocyon brachyurus) es el cánido silvestre sudamericano más grande que existe. 

En un reporte de la UICN publicado en 2013 su estado es "Amenazado", 

coincidiendo con la CITES (Convención sobre el Comercio Internacional de 

Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres [prohíbe, reglamenta y/o vigila el 
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comercio]) apéndice II (Inskipp y Gillett, 2005). Este apéndice incluye a todas las 

especies que, si bien en la actualidad no se encuentran necesariamente en peligro de 

extinción, podrían llegar a esta situación a menos que el comercio en especímenes de 

dichas especies esté sujeto a una reglamentación estricta. Los esfuerzos realizados 

para preservar los cánidos y félidos silvestres en peligro se sumarían al esfuerzo 

mundial para evitar las pérdidas de especies en nuestro planeta. Estas razones, hacen 

necesarios estudios sobre la criopreservación espermática epididimal. Los avances en 

los procesos de congelación permitirán optimizar los resultados obtenidos luego del 

descongelado de los EE.  

El espermatozoide es una célula altamente especializada con una membrana 

plasmática que no sólo ayuda a mantener la integridad celular sino también participa 

en los eventos de fusión de membrana asociados con la fertilización (Morris, 1981). 

La membrana plasmática es considerada el sitio donde se inicia la injuria inducida 

por la congelación (Mahadevan, 1984).  

La naturaleza de la membrana plasmática también se ha relacionado en 

espermatozoides seminales con diferencias observadas en la resistencia al proceso de 

congelación-descongelación entre distintos individuos en varias especies, tanto 

domésticas (Curry, 2000) como silvestres (Leibo y Songsasen, 2002). Así, los 

donantes de semen se han clasificado de forma rutinaria como “buenos” o “malos” 

congeladores de forma individual. 

La congelación permite preservar el material genético por un periodo 

indefinido. Sin embargo, es un proceso que destruye un porcentaje considerable de 

espermatozoides. Watson (2000) comprobó que aproximadamente el 50% de los 

espermatozoides viables se pierde durante el proceso de congelación, incluso 

utilizando las mejores técnicas de preservación. De ahí la necesidad de desarrollar 
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técnicas de criopreservación más eficaces que preserven el mayor porcentaje de 

espermatozoides conservando motilidad, integridad de membrana y acrosomas 

intactos. 

La reducción de la fertilidad asociada al semen congelado es atribuida en gran 

parte a la alteración de la estructura y función de las membranas durante los procesos 

de refrigeración, congelación y descongelación (Mazur, 1970; Mazur y col., 1972; 

Watson, 1976). Para poder interactuar con el ovocito, los espermatozoides deben 

estar vivos, mótiles y poseer las membranas plasmática y acrosomal intactas. Los 

procesos de criopreservación afectan la integridad acrosómica, el acrosoma debe 

estar intacto en el momento de la inseminación debido a que la reacción acrosómica 

debe ocurrir en el sitio donde ocurre la fertilización.  

El estudio de la acción de diferentes sustancias adicionadas a los DIL y su 

efecto sobre la criopreservación de los EE permitirá obtener mejores resultados en 

relación a la supervivencia espermática y fertilidad de los EE al descongelado, 

posibilitando en el futuro la aplicación frecuente de esta biotecnología. 

Se ha comprobado que la acción de ciertos detergentes sobre las lipoproteínas 

de la YH mejora el efecto crioprotector de los DIL de semen en algunas especies 

(Graham y col., 1971a; Arriola y Foote, 1987; Pendfold y Moore, 1993; Peña y 

Forsberg, 2000; Asa, 2010). El SDS (Sodio dodecil sulfato) es un detergente 

aniónico que solubiliza eficazmente los lípidos (Helenius y Simons, 1975). 

Compuestos detergentes que contienen sodio dodecil sulfato sólo o como un 

componente del Equex STM® paste o Orvus ES Paste® han sido incluidos en DIL de 

semen.  

Los primeros trabajos que informaron sobre la inclusión de detergentes en los 

DIL de congelación de semen, se efectuaron en cerdos (Graham y col., 1971a,b), y 
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hacían referencia a sus efectos beneficiosos en la preservación de la motilidad y en la 

integridad del espermatozoide posdescongelación como así también, en la 

preservación del acrosoma y de su capacidad fecundante. Posteriormente, fueron 

constatados sus efectos beneficiosos en la motilidad y en la preservación de los 

acrosomas en espermatozoides de bovinos (Ahmad y Foote, 1986), de ciervos 

(Cheng y col., 2004), de carneros (El-Alamy y Foote, 2001), de machos cabríos 

(Aboagla y Terada, 2004), de caninos (Peña Martínez, 1997; Peña y Forsberg, 2000; 

Stornelli y col., 2002) y en EE de ratón (Nakatsukasa y col., 2001).  

Si bien en animales de compañía se han utilizado diferentes protocolos para 

congelación de semen y de EE (Shafer y Holzman, 2000; Stornelli, 2002; Zambelli, 

2010; Stornelli, 2004; Savignone y col., 2007; Lenin y col., 2011), la incorporación 

de SDS puro o como parte de Equex STM Paste u Orvus ES Paste® al DIL, ha sido 

evaluada en semen en algunos trabajos y mucho menos extensamente en EE (Quinn 

y col., 1980; Thomas y col., 1992; Fosberg, 1995; Nothling y Volkman, 1997; Rota, 

1997; Fosberg, 1999; Peña y Fosberg, 2000; Ponglowhapan y Chatdarong , 2008). Se 

observó que la adición de Equex STM paste a un diluyente con base Tris mejora la 

supervivencia de espermatozoides caninosal descongelado (Rota y col., 1997; Peña y 

Fosberg, 2000a; Stornelli y col., 2001). Peña y col, (2000), observaron un efecto 

benéfico en todos los indicadores de viabilidad espermática al incorporar Equex 

STM paste al DIL seminal en caninos. 

Si bien en los primeros trabajos los efectos protectores de estos compuestos 

eran atribuidos a una interacción con la YH o con la membrana del espermatozoide 

(Graham y col., 1971a), luego se postuló que solubiliza eficazmente los lípidos de 

membrana modificando la misma (Helenius y Simons, 1975). Trabajos posteriores 

han precisado que su acción principal es la modificación de los componentes de la 
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YH (Penfold y Moore, 1993), concretamente de los fosfolípidos, aumentando la 

permeabilidad de la membrana del espermatozoide y reduciendo el stress osmótico 

en la congelación y la descongelación (Arriola y Foote, 1987; Deneb y col., 2013). 

Peña y col., (1994) y Rota y col., (1997) demostraron que el SDS aumenta el 

porcentaje de espermatozoides caninos mótiles, vivos y con membranas intactas, 

mejorando la supervivencia luego de la descongelación.  

La adición de estos compuestos detergentes a DIL desprovistos de yema 

acarrea marcados efectos nocivos en el acrosoma y en la motilidad (Pursel y col., 

1978) recomendándose que siempre que se reduzca el porcentaje de yema también se 

reduzca proporcionalmente la concentración de detergentes (Arriola y Foote, 1987). 

Este hecho fue demostrado por Aboagla y Terada, (2004) quienes observaron que 

concentraciones elevadas de SDS producen efectos nocivos sobre la motilidad e 

integridad acrosomal, que pueden atribuirse al aumento de moléculas libres del SDS, 

no unidas a la yema, y que se unen directamente a la membrana del espermatozoide 

causando efectos perjudiciales. Coincidiendo con los hallazgos de Thomas y col., 

(1992) y Rota y col., (1997); Peña y col., (1998) demostraron que el agregado de 

0,25% de SDS al DIL TRISBA 10% de YH ejercía un efecto protectector al 

descongelado. Otros trabajos demostraron mejora en la capacidad espermática para 

unirse a la zona pelúcida de ovocitos homólogos al agregar este detergente (Ström 

Holst y col., 2000). Asimismo, Rota y col. (1999) obtuvieron buenos resultados 

utilizando IA intravaginal e intrauterina con semen congelado utilizando Equex STM 

paste. 

Si bien se ha trabajado en criopreservación de semen canino con DIL que 

poseen detergentes en su composición, existe escasa información respecto a la 

congelación de espermatozoides recuperados de EPI refrigerados, así como sobre la 
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adición de SDS y su efecto sobre la calidad de los EE antes y después del proceso de 

criopreservación (Ponglowhapan y Chatdarong, 2008). Lo anteriormente mencionado 

explica la necesidad de conocer si el agregado de SDS al DIL utilizado en el proceso 

de congelación es favorable para la criopreservación de espermatozoides recuperados 

de la cola epidídimal de perros post-mortem o post-orquiectomía. 

 

OBJETIVO 

• Evaluar el efecto de dos diluyentes para criopreservación sobre la 

supervivencia de EE al descongelado en caninos.  

 

HIPÓTESIS 

• El uso del TRISBA con el agregadote 0,25 % de SDS como DIL para la 

criopreservación permite obtener mayor sobrevida de los EE durante el 

proceso de congelación - descongelación. 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Experimento IV 

Animales experimentales y tratamientos  

Se utilizaron EPI de 15 caninos adultos de entre 2 y 7 años de edad, en estado 

de salud incluidos en un plan de control de la reproducción. Luego de la 

orquiectomía bilateral, los testículos con sus correspondientes EPI se colocaron 

rápidamente en SF con el agregado de 100 IU/ml de penicilina y se enviaron 

rápidamente al laboratorio. Los EPI fueron procesados dentro de las 4 h posteriores a 

la orquiectomía (Dong y col., 2008; Gañan y col., 2009; Gonzalez Santos, 2013), 
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tiempo en que se tardó desde la cirugía hasta la llegada de los órganos al laboratorio. 

Se diseccionaron los EPI y se separaron las colas de cada epidídimo 

macroscópicamente (Varesi y col., 2013). Cada cola epididimal se atemperó en un 

baño termostatizado a 37°C por 10 minutos en 1,5 ml de TRISBA (Tris 3,025g, 

ácido cítrico 1,7g, fructosa 1,25g y agua destilada csp 100ml). 

Posteriormente se realizó la recuperación de los espermatozoides a través del 

corte (cutting) de la cola del epidídimo con el mismo procedimiento que en el 

Experimento I (Yu y Leibo, 2002). Luego de la recuperación espermática, se 

realizaron las pruebas de contrastación microscópicas in vitro por duplicado. Los EE 

obtenidos no refrigerados, fueron tomados como frescos. 

El pool de EE se dividió en 2 alícuotas de igual volumen. Se utilizaron dos 

DIL diferentes (DIL=2): a) Tris base sin agregado de SDS (TRISBA) y b) Tris base 

con el agregado de 0,25% de SDS1, 0,25mg/100ml (TRIS SDS 0,25). Cada una de las 

alícuotas se mezcló con un volumen calculado de cada DIL para obtener una 

concentración final de 100 x 106 espermatozoides/ml. El DIL TRISBA que se utilizó 

tuvo la siguiente composición: 198, 2 mM Tris, 72,9 mM ácido cítrico, 44,4 mM 

glucosa, glicerol 5% (v/v), YH 20% (v/v), penicilina sódica (0,06 g/l), sulfato de 

estreptomicina 0,1 g/l (Aisen y Alvarez, 2000), Luego de un tiempo de equilibración 

de 2h a 4ºC (Peña, 1997), los EE diluidos fueron envasados en pajuelas de 0,5 ml y 

congelados de acuerdo a la técnica descripta por Andersen (1980). La 

descongelación de los EE se realizó a 37 ºC durante 1 minuto (Norton, 1988). En los 

EE frescos y en posdescongelados se realizaron las pruebas in vitro microscópicas 

descriptas en el CAPÍTULO II a excepción de AICF que no fue realizada. 

1 Debido a que no pudo adquirirse Equex STM® Paste por discontinuarse la comercialización del producto 
y, considerando que el mismo posee SDS (sodio dodecil sulfato) como principio activo se reemplazó el 
Equex STM® Paste por SDS, 
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Análisis estadístico 
 

Las comparaciones de los parámetros espermáticos entre EE antes y después 

de la congelación y entre DIL se realizaron mediante el análisis de varianza 

utilizando el procedimiento GLM de SAS (SAS 1996) 

 

 

RESULTADOS 

Todas las variables estudiadas fueron significativamente diferentes entre los 

EE recuperados frescos y los congelados-descongelados (p <0,001). La mayor 

diferencia se registró en la MI donde el descenso posdescongelado superó el 50% (de 

66,7 ± 1,5 a 30,8 ±1,5). Los demás parámetros mostraron un descenso significativo 

pero inferior al 50 % (Fig. 5.1 y  5.2). 

Cuando se compararon los espermatozoides congelados descongelados en 

ambos DIL, VI, MOT; PV fueron significativamente superiores en el TRIS SDS en 

comparación con el TRIS BASE (3,3± 0,05 vs 2,9 ± 0,05 [p<0,001]; 51,7 ± 2,2 vs 

45,9 ± 1,5; 70 ± 1,29 vs. 66 ± 1,29; [p <0,05]; Fig. 5.1). En el HOS sólo se observó 

una tendencia a ser mayor el porcentaje de colas enrolladas en los EE congelados con 

TRIS SDS en comparación con los congelados con TRISBA (70,6 ± 1,4 vs. 66,8 ± 

1,4 [p<0,06]; Fig. 5.2). No se observaron diferencias en el porcentaje de AI (Fig.5.2). 
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Figura 5.1. Cuadrados medios minimos±ES de la motilidad, el vigor, y porcentaje de 

vivos de espermatozoides epididimales caninos congelados-
descongelados en Tris Base y Tris base con 0,25% de Sodio dodecil 
sulfato, Diferentes entre barras indican diferencias significativas. 
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Figura 5.2. Cuadrados medios mínimos±ES del porcentaje de acrosomas intactos y el 

test hiposmótico (HOS de espermatozoides epididimales caninos 
congelados-descongelados en Tris Base y Tris base con 0,25% de Sodio 
dodecil sulfato. Letras diferentes entre barras indican diferencias 
significativas. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 

La adición de SDS en las condiciones experimentales y a la concentración 

utilizada en este estudio produjo mejoras en varios de los parámetros celulares 

evaluados. Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con lo observado por 

Helleman y Jara (1997) quienes, en espermatozoides ovinos congelados-

descongelados, demostraron que la adición del SDS al DIL aumentó cerca de 60% 

los espermatozoides intactos posdescongelación en comparación al diluyente sin 

SDS. Asimismo el uso de SDS en espermatozoides ovinos, permitió obtener una 

mejor calidad de semen congelado al ser adicionado al 1% al DIL Triladyl® siendo el 

medio de primera elección para la crioconservación de semen ovino de raza Pelibuey 

(Valdez, 2013).  

Las pérdidas espermáticas observadas en este estudio luego del proceso de 

congelación fueron similares a las encontradas en felinos por Bonaura y col., (2012). 

Asimismo fue comprobado un efecto benéfico con la adición de 0,25% de SDS al 

TRISBA sobre los espermatozoides de gato congelados-descongelados. Al igual que 

lo observado en nuestros resultados en caninos, en felinos pudo observarse un efecto 

benéfico sobre MI no registrándose un efecto protector sobre la integridad 

acrosómica ni el VI (Bonaura y col., 2012). Por el contrario, Axnér y col. (2004) sólo 

encontró un efecto benéfico sobre porcentaje de AI con el agregado de 0,5% de 

Equex STM paste en EE felinos, postulando un efecto tóxico del Equex STM como 

causante de la disminución de la longevidad al descongelado. Al igual que en nuestro 

trabajo, Zambelli y col., (2010) al utilizar Equex STM paste al 0,5% obtuvo mayor 

porcentaje de espermatozoides mótiles en semen felino congelado-descongelado. 

Asimismo observó efectos positivos en la integridad de membrana evaluada con 

eosina nigrosina. 
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La adición de Equex STM paste a un DIL con base Tris mejoró en este 

trabajo la supervivencia de EE caninos al descongelado al igual que lo observado en 

espermatozoides seminales caninos en varios trabajos (Rota y col., 1997; Peña y 

Fosberg, 2000a; Stornelli y col., 2001; Ponglowhapan y Chatdarong, 2008).  

Nuestros resultados demuestran que la adición de 0,25% de SDS al DIL TRIS 

BA produce mayor cantidad de EE caninos viables al descongelado. La 

incorporación de este detergente a la concentración utilizada produjo un efecto 

benéfico al descongelado sobre VI, MI y PV de EE caninos. Podemos concluir que el 

SDS genera un mayor aprovechamiento de los EE recuperados contribuyendo al 

conocimiento de esta biotecnología de gran importancia para preservar gametas de 

especies de alto valor genético en el planeta. 
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CAPÍTULO VI 

 

CONCLUSIONES FINALES Y PROSPECTIVA 

 

Por los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis se puede inferir, 

que la cantidad de EE viables recuperados puede mejorarse transportando los EPI 

felinos en TYH, mientras que en los caninos el envío de muestras refrigeradas 

solamente en SF nos asegura una buena recuperación. Según nuestras observaciones 

si bien pueden recuperarse EE hasta 72h posmortem o poscastración, cuanto antes 

podamos hacer la recuperación de las gametas más cantidad de EE viables 

obtendremos. Por otro lado, el uso del Tris base con el agregado de 0,25% de SDS 

como diluyente para la criopreservación permite obtener mayor sobrevida de los EE 

caninos durante el proceso de congelación - descongelación. 

Por tanto, la utilización de medios que permitan conservar los EPI a 4ºC 

logrando altos porcentajes de espermatozoides vivos con motilidad progresiva e 

integridad acrosómica durante mayores períodos, hará posible el traslado de los 

testículos a laboratorios que posean tecnología para la recuperación espermática 

epididimal desde diferentes puntos de nuestro país. Estos conocimientos sobre 

recuperación y criopreservación de EE caninos y felinos podrán ser utilizados en 

cánidos y félidos silvestres en vías de extinción aumentando sus posibilidades de 

preservación en nuestro planeta. 
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