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Resumen: 

El objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto de la L-carnitina adicionada a 

diluyentes de congelación y vitrificación, sobre la criosupervivencia y capacidad 

fecundante en esperma epididimario de perro. Para esto, se recuperó el esperma 

de 60 epidídimos provenientes de 30 perros adultos orquiectomizados mediante 

flujo retrógrado. Posteriormente se conformaron veinte agrupaciones o pools de 

esperma (3 muestras epididimarias/pool). Cada pool se dividió en 2 alícuotas, una 

para congelación y otra para vitrificación. Para la congelación, se usó el diluyente 

TCG-EY (Tris, ácido cítrico, glucosa, 20% yema de huevo) y 5% de glicerol y se 

suplementó con 5mM (T1) y 0mM (T2, control 1) de L-carnitina; y para la vitrificación 

se usó el diluyente TCG-EY y 250 mM de sacarosa y se suplementó con 5 mM (T3) 

y 0 mM (T4, control 2) de L-carnitina. La cinemática, integridad de las membranas y 

capacidad fecundante fue evaluada de las muestras espermáticas de los 

tratamientos T1, T2, T3 y T4, mediante un sistema computarizado CASA (SCA®-

2018), doble tinción fluorescente PI-PNA-FITC y FIV heteróloga (ovocitos bovinos), 

respectivamente. Después de la criopreservación, los resultados demostraron que 

el método de congelación produjo valores más altos (P<0,05) de motilidad 

progresiva (MP), velocidad curvilínea (VCL) y rectilínea (VSL), y frecuencia de 

batida de flagelo (BCF) que el método de vitrificación, independientemente de la 

adición de L-carnitina. La L-carnitina no mejoró (P>0,05) ningún parámetro 

cinemático de espermatozoides congelados o vitrificados. Sin embargo, L-carnitina, 

evidenció un efecto crioprotector debido a un incremento (P < 0,05) del porcentaje 

de espermatozoides con membrana plasmática intacta y acrosoma intacto después 

del proceso de congelación y vitrificación. En la evaluación de la capacidad 

fecundante, se evidenció que las muestras congeladas con L-carnitina obtuvieron 

una mayor proporción pronúcleos formados comparados con muestras vitrificadas 

sin L-carnitina (P < 0,05). En conclusión, la adición de L-carnitina a los diluyentes 

de congelación y vitrificación, demostró un efecto benéfico crioprotector del 

plasmalema y acrosoma, incluso de la capacidad fecundante de espermatozoides 

epididimarios de perro. 

Palabras claves: Espermatozoides caninos. Epidídimo. Criopreservación. 

Congelación. Vitrificación. L-carnitina.  
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Abstract: 

This work aimed to evaluate the effect of L-carnitine added to freezing and 

vitrification mediums on cryosurvival and fertilizing ability of dog epididymal 

spermatozoa. For this purpose, sperm was recovered from 60 epididymides from 30 

ovariectomized adult dogs by retrograde flushing. Subsequently, twenty pool sperm 

samples were formed (3 epididymal samples/pool). Each pool was divided into two 

aliquots: one for freezing, and another for vitrification. For the freezing process, the 

TCG-EY extender (Tris, citric acid, glucose, 20% egg yolk) with 5% glycerol and 

supplemented with 5mM (T1) and 0mM (T2, control 1) L-carnitine were used. For 

the vitrification process, the TCG-EY extender plus 250 mM sucrose and 

supplemented with 5 mM (T3) and 0 mM (T4, control 2) of L-carnitine were utilized. 

The kinematics, membrane integrities, and fertilizing ability of all sperm samples (T1 

- T4) were assessed using a CASA system (SCA®-2018), PI-PNA-FITC double 

fluorescence test, and heterologous in vitro fertilization (IVF) with zona-intact bovine 

oocytes, respectively. After cryopreservation, the results showed that the freezing 

method yielded greater values (P<0.05) of progressive motility (PM), curvilinear 

(VCL) and rectilinear (VSL) velocities, and beat-cross frequency (BCF) than the 

vitrification method, irrespective of L-carnitine addition. L-carnitine did not improve 

(P>0.05) any kinematic variables of frozen or vitrified sperm. However, L-carnitine 

showed a cryoprotective effect due to an improvement (P < 0.05) in the proportion 

of sperm with intact plasma membrane/intact acrosome after the freezing and 

vitrification process. Concerning fertilizing ability, it was evidenced that the samples 

frozen with L-carnitine obtained a higher proportion of pronuclei formed compared 

to vitrified samples without L-carnitine. In conclusion, the addition of L-carnitine to 

the freezing and vitrification mediums has a positive cryoprotective effect on the 

plasmalemma and acrosome membrane, even fertilizing ability of dog epididymal 

spermatozoa. 

Keywords: Canine spermatozoa. epididymis. Cryopreservation. Freezing. 

Vitrification. L-carnitine. 
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ACRÓNIMOS 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza 

ATP: Adenosín trifosfato 

BCF: Frecuencia de batida del flagelo 

BSA: Albúmina sérica bovina 

CU: Congelación ultrarrápida 

CASA: Análisis espermático asistido por computadora 

CC: Congelación convencional 

Co: Control 

COC: Complejo cúmulo-ovocito 

DPDA: Membrana plasmática dañada, acrosoma dañado 

DPIA: Membrana plasmática dañada, acrosoma intacto 

FCS: Suero fetal bovino 

FIV: Fertilización in vitro 

Gly: Glicerol 

Hz: Hertz 

IA: Inseminación artificial 

IMP: Integridad de membrana plasmática 

IMA: Integridad de membrana acrosomal 

IPDA: Membrana plasmática intacta, acrosoma dañado 
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IPIA: Membrana plasmática intacta, acrosoma intacto 

LC: L-carnitina 

LIN: Índice de linealidad 

LPO: Peroxidación lipídica 

MIV: Maduración in vitro 

MP: Motilidad progresiva 

MT: Motilidad total 

NL2: Nitrógeno líquido 

PI: Yoduro de propídio 

PUFA: Ácidos grasos poliinsaturados 

ROS: Especies reactivas de oxígeno 

STR: Índice de rectitud 

TCG: Tris, tes y glucosa 

VAP: Velocidad promedio del espermatozoide 

VCL: Velocidad curvilínea 

VSL: Velocidad rectilínea 

Vt: Vitrificación 

WOB: Índice de oscilación  

YH: Yema de huevo 

ZP: Zona pelúcida 
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INTRODUCCIÓN 

El uso de semen criopreservado ha tenido una relevancia evidente en las 

últimas décadas, siendo una herramienta eficaz para conservar el material genético 

de varias especies de animales domésticos de alto valor zootécnico o de animales 

silvestres autóctonos o nativos en amenaza latente de extinción. Este método 

incluso ha trascendido cuando el esperma se ha obtenido de animales que murieron 

inesperadamente y poseen una relevancia genética que deseamos conservar (Olivo 

et al., 2017; Yánez et al., 2021).  

En la especie canina la criopreservación de esperma junto con la inseminación 

artificial (IA) son consideradas como las biotecnologías más importantes en el área 

de la reproducción asistida (Abdillah et al., 2019). Sin embargo, el proceso de 

criopreservación de espermatozoides de perro, sigue constituyendo una dificultad 

tecnológica debido a sus bajas tasas de criosupervivencia celular (Santiago-Moreno 

y Galarza, 2019) y, en consecuencia, bajas tasas de fertilidad obtenidas después 

de la IA (Uchoa et al., 2012) en comparación con el semen fresco. Varios intentos 

han sido desarrollados para incrementar la criosupervivencia espermática bajo 

condiciones experimentales in vitro, pero su respuesta ha sido poco deseable 

obteniendo resultados de motilidad y viabilidad de carácter variado (ej. entre el 15 

al 35%) (Saacke et al., 2000).  

La criosupervivencia espermática es afectada principalmente por el choque de 

frío, el estrés oxidativo y osmótico, la deshidratación celular (Hammerstedt et al., 

1990; Mazur, 1984) y las velocidades de enfriamiento (Grötter et al., 2019) durante 

la criopreservación. La interacción de estos factores provoca daños irreversibles de 

la membrana plasmática y disminución de la capacidad fecundante (Watson, 1995). 

El estrés oxidativo está asociado con la peroxidación lipídica (LPO) de la membrana 

plasmática, que conduce a una reducción de la calidad espermática (Budai et al., 

2014). La alta concentración de ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) en las 

membranas de los espermatozoides caninos los hace muy vulnerables al daño 

oxidativo (Farstad et al., 2009). Además, los espermatozoides de perro también son 

vulnerables al ataque de los radicales libres (ej. H2O2, O2- y OH-) ya que contienen 

elevadas concentraciones de PUFAs. Las especies reactivas de oxígeno (ROS) se 
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combinan fácilmente con los PUFAs de las membranas plasmáticas, y se 

desencadena una alta producción de LPO (Aitken y Baker, 2004; 2006). Se conoce 

que el aumento de ROS durante el enfriamiento y congelación altera las membranas 

mitocondriales y plasmáticas de los espermatozoides, lo que altera su motilidad 

(Amidi et al., 2016). 

Durante la congelación convencional con vapores de nitrógeno líquido (NL2) 

estático la velocidad de enfriamiento inicial es rápida (ej. 40ºC/min) durante el rango 

crítico de temperatura (-5ºC a -25ºC) (Galarza et al., 2019a, 2019b). Esto provoca 

mayoritariamente que se formen cristales de hielo intracelular letal para los 

espermatozoides (Chenoweth y Lorton, 2014; Woods et al., 2004) debido a la 

incapacidad de deshidratarse eficientemente (Mazur, 1977; Grötter et al., 2019).  

Los protocolos convencionales de congelación de esperma canino han 

mostrado resultados variables de criosupervivencia. Los protocolos de congelación 

convencionales más utilizados para la criopreservación de semen canino utilizan 

diluyente a base de TRIS + glicerol y pajuelas expuestas a vapores de NL2 

contenidos en cajas criogénicas de espuma de poliestireno (Álamo et al., 2005). Las 

concentraciones de glicerol en los diluyentes (ej. TRIS + yema de huevo o Pipes + 

yema de huevo) oscilan entre el 4 y el 11 % (v/v) (Martins-Bessa et al., 2006; Peña 

et al., 1998; Rota et al., 1998). La adición de 5 o 7% de glicerol (v/v) a las muestras 

de semen (enfriadas o a temperatura ambiente) diluidas en TCG-EY (Tris, ácido 

cítrico y glucosa + 20% (v/v) de yema de huevo) durante 1 h antes de la congelación 

parece ser útil para criopreservar esperma de perro eyaculado (Kim et al., 2010; 

2012). Tres horas es el tiempo de equilibrio estándar para congelar esperma 

eyaculado de perro (Caturla-Sánchez et al., 2018). Los espermatozoides 

epididimarios generalmente requieren tiempos de equilibrio más cortos de 

exposición a crioprotectores que los espermatozoides eyaculados (Pradieé et al., 

2018) y, por lo tanto, también se debe esperar una mejor respuesta que los tiempos 

de equilibrio más largos en los espermatozoides del epidídimo de perros como fue 

demostrado por Galarza et al. (2021). 
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Por ello, los investigadores se han enfocado en nuevas alternativas para 

criopreservar espermatozoides de perro usando vapores de NL2 que permitan 

mejorar la respuesta a la criopreservación. En este sentido, Caturla-Sánchez et al. 

(2018) propusieron un sistema de congelamiento de espermatozoides en dos 

rampas dentro de una caja criogénica (poliestireno) y la exposición de las muestras 

a vapores de NL2 durante 2 minutos antes de la inmersión. En este sentido, en una 

investigación precedente, Galarza et al. (2021) probaron este procedimiento de 

congelación en espermatozoides epididimarios de perros obteniendo resultados 

aceptables de motilidad y viabilidad espermática. Por lo tanto, la aplicación de esta 

técnica de corto tiempo de congelación resulta fácil al momento de congelar 

espermatozoides canino domésticos (o silvestres) y podría proporcionar resultados 

deseables para ser aplicado en técnicas de reproducción asistida (TRA). 

La congelación ultrarrápida (CU) y/o vitrificación (V), es otra alternativa de 

criopreservación de semen, en esta se emplean velocidades de enfriamiento muy 

rápidas en donde el uso de concentraciones elevadas de crioprotectores no 

penetrantes (ej. sacarosa o trehalosa) y un enfriamiento rápido permite que las 

soluciones se enfríen a temperaturas extremadamente bajas sin que se forme hielo 

en absoluto (Holt et al., 2014). En consecuencia, la vitrificación no forma cristales 

de hielo y alcanza la transición vítrea más rápido y estable (Restrepo et al., 2009). 

La vitrificación, se ha realizado en espermatozoides de diferentes especies, pero 

aún no se han establecido resultados exitosos (Kumar et al., 2019). En 

espermatozoides caninos se han obteniendo resultados poco deseables de 

motilidad espermática, pero una buena viabilidad, (Caturla-Sánchez et al. 2018; 

Galarza et al., 2021). Aunque otro estudio también ha reportado resultados 

deseables tanto de viabilidad y motilidad (Zakošek et al. 2020).  

Debido a que los resultados en los protocolos de criopreservación han sido poco 

deseables en cuanto a la criosupervivencia de espermatozoides de diferentes 

especies de animales, el uso de aditivos – antioxidantes han sido agregados a los 

medios de criopreservación. Estos compuestos antioxidantes pueden proporcionar 

a los espermatozoides la capacidad de neutralizar y eliminar los compuestos 

oxidativos (ej. ROS y radicales libres), producidas durante el proceso de 
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congelación y descongelación y consecuentemente, mitigar los efectos de la LPO 

de la membrana plasmática (Martínez et al., 2020). Estos antioxidantes son 

sustancias capaces de retardar y/o prevenir la oxidación de cualquier sustrato 

oxidante como proteínas, lípidos y ADN, que son compuestos que forman parte de 

la estructura del esperma (Halliwell y Gutteridge, 2015).  

La L- carnitina (LC) es un aminoácido no esencial, sintetizado a partir de los 

aminoácidos esenciales lisina y metionina que juega un papel importante en el 

transporte de ácidos grasos de cadena corta, media y larga a la mitocondria para la 

β-oxidación, que provoca un aumento de producción de ATP (Jeulin et al., 1987; 

Lenzi et al., 1992). La LC ha demostrado ser eficaz sobre distintas variables 

espermáticas de algunas especies de animales como los gatos (Manee-in et al., 

2014), carneros (Galarza et al., 2020), búfalos (Badr et al., 2017), gallos (Fattah et 

al., 2017) e incluso en los humanos (Lenzi et al., 2004). No obstante, en el caso de 

perros, la LC se ha suplementado únicamente en la dieta, mejorando los niveles de 

la hormona testosterona, el volumen del semen, el pH y la tasa de concepción (El-

mamlouk et al., 2020), por lo tanto, hasta donde conocemos, no existe evidencia 

científica sobre la suplementación de LC en medios de congelación y vitrificación de 

esperma epididimario. 

La fecundación in vitro (FIV), aparte de los parámetros cinemáticos básicos (ej.  

motilidad progresiva, velocidad curvilínea y rectilínea), es un indicador competente 

que brinda información sobre la interacción de los gametos, la penetración de los 

espermatozoides, la formación pronuclear y el desarrollo temprano del embrión 

(Brahmkshtri et al., 1999). La capacidad fecundante del esperma de canino 

criopreservado ha sido evaluada con éxito mediante FIV homóloga utilizando 

ovocitos de perra (Holst et al., 2000; Mastromonaco et al., 2002; De los reyes et al., 

2006; Silva et al., 2006). La FIV heteróloga usando ovocitos de vaca madurados in 

vitro y espermatozoides criopreservados de diferentes especies domésticas 

(Larsson y Rodríguez-Martínez, 2000; Vasconcelos et al., 2016; Galarza et al., 

2019) y silvestres (Thuwanut et al., 2011; Pradiee et al., 2018; Gañán et al., 2009) 

ha constituido una TRA relevante para evaluar la capacidad fecundante. Sin 

embargo, no se ha reportado FIV heteróloga usando espermatozoides epididimarios 
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caninos congelados o vitrificados. Por lo tanto, la FIV heteróloga usando 

espermatozoides criopreservados y ovocitos de vaca madurados in vitro, sería una 

TRA importante para evaluar la capacidad fecundante de esos gametos.  Además, 

la accesibilidad a ovocitos (homólogos) de perra que sean adecuados para la FIV 

es muy limitada. Por lo tanto, el uso de la FIV heteróloga evita esta limitación. 

Al respecto, en esta investigación se planteó la hipótesis de que al suplementar 

LC al diluyente TCG-EY y que acortar el tiempo de equilibrio antes del método de 

congelación convencional o usar la vitrificación podría producir resultados 

deseables de criosupervivencia de espermatozoides epididimarios de perro. Por 

consiguiente, este experimento se llevó a cabo para evaluar el efecto de la L-

carnitina y la eficacia de dos protocolos de criopreservación de espermatozoides 

epididimarios de perro recuperados de testículos almacenados en frío durante 96 h, 

uno mediante congelación convencional con tiempos de equilibrio y enfriamiento 

más cortos, y el otro mediante vitrificación sobre la criosupervivencia celular y 

capacidad fecundante.   
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OBJETIVOS    

a. Objetivo general  

Evaluar el efecto de la L-carnitina suplementado a diluyentes de congelación y 

vitrificación sobre la criosupervivencia celular y capacidad fecundante de 

espermatozoides caninos epididimarios.  

b. Objetivos específicos  

 Evaluar la respuesta a la criopreservación (congelación-descongelación y 

vitrificación-calentamiento) de espermatozoides caninos sobre los 

parámetros cinéticos de motilidad e integridad de las membranas 

espermáticas 

 Evaluar la capacidad fecundante de los espermatozoides caninos congelado-

descongelados y vitrificados-calentados mediante una fecundación in vitro 

heteróloga 

 Correlacionar los parámetros cinéticos de progresión y la fertilidad lograda in 

vitro. 

HIPÓTESIS 

La adición de L-carnitina a los medios de congelación y vitrificación a base de TCG 

(Tris, ácido cítrico y glucosa + 20% yema de huevo [v/v]), permite mejorar la 

criosupervivencia celular basada en un incremento de la cinética espermática, 

integridad de las membranas espermáticas y la capacidad fecundante bajo 

condiciones in vitro. 
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1. REVISIÓN DE LITERATURA  

1.1. Características del semen de perro 

El análisis del material seminal es un aspecto importante a la hora de considerar la 

calidad espermática en cuanto a fertilidad y es necesario realizarlo antes de la 

inseminación artificial o criopreservación. Las características que se relacionan de 

manera íntima con la fertilidad son: número de espermatozoides por volumen de 

semen, porcentaje de movilidad progresiva y morfología espermática (Andrade, 

2005). 

1.1.1. Características macroscópicas 

1.1.1.1. Volumen 

La cantidad varía de acuerdo al tamaño del animal, en general, el semen 

proveniente de la cola del epidídimo es de 1 a 3 ml (Páramo y Balcázar, 2005). 

1.1.1.2. Color 

Generalmente el semen del perro es de color blanco a opalescente, pero esto 

depende de la concentración espermática, considerándose así a un semen claro e 

incoloro de mala calidad (Feldman y Nelson, 2004). El semen colectado de la cola 

del epidídimo es de color blanco-lechoso, este color además sirve como indicativo 

cuando se colecta el semen mediante manipulación manual siendo el de mayor 

calidad la segunda porción del eyaculado (rico es espermatozoides) (Páramo y 

Balcázar, 2005).  

1.1.1.3. pH 

El semen normal va de 6,5 a 7 (Pontón y Lagos, 2014).  
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1.1.2. Características microscópicas 

1.1.2.1. Motilidad  

La motilidad espermática se considera el criterio más importante a la hora de evaluar 

la fertilidad del macho, esta tiene gran influencia en el proceso de interacción de los 

gametos, una disminución en la velocidad y en la proporción de espermatozoides 

con movimiento progresivo indica que existen afecciones celulares, reduciendo así 

las posibilidades de fecundación (Kjaestad et al., 1993).   

1.1.2.2. Evaluación subjetiva 

Es el método más frecuentemente realizado para estimar la calidad espermática 

(Budworth et al., 1998), pero al ser subjetiva, existe variación de los criterios de 

acuerdo a los técnicos que la evalúan, así que el entrenamiento y la experiencia del 

técnico son aspectos que se consideran importantes (Linford et al., 1976). 

La evaluación se realiza colocando una gota de semen sobre un portaobjetos y se 

cubre. En la observación al microscopio se aprecia movimientos de masas de 

espermatozoides en forma de ondas, la existencia de estas ondas se considera 

generalmente como indicio de buena vitalidad y alta concentración de los 

espermatozoides (Salinas et al., 2013); en una escala de 0 a 5, se considerará un 

semen apto cuando hayan alcanzado un score de 3 o más. Al realizar una 

magnificación de 1000 aumentos se puede evaluar la motilidad individual, esto se 

realiza observando varios campos y considerando el número de espermatozoides 

móviles (excepto las células que tienen movimientos ondulatorios). Para que un 

animal sea considerado fértil o que el semen sea considerado de calidad, debe tener 

un porcentaje mayor al 70%, valores menores a este se le clasifica como subfertil 

(Pontón y Lagos, 2014). 
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1.1.2.3.  Evaluación objetiva 

La determinación objetiva de una muestra de semen no siempre se puede realizar 

de manera visual, pero actualmente varios autores están utilizando el sistema CASA 

(Computerized Assisted Sperm Analysis) obteniendo valores precisos en cuanto a 

motilidad espermática y, además, la calidad de movimiento que proyectan los 

espermatozoides (Álamo, 2007), posibilitando así un análisis automático, rápido y 

objetivo. Esta técnica se puede usar tanto en semen fresco como en el congelado, 

refrigerado o capacitado (Martínez, 2004). Presenta ciertos inconvenientes como la 

necesidad de diluir el semen hasta obtener una concentración de 50 -100 x 106  

esp/mL y, además, la confusión del sistema entre espermatozoides y partículas de 

la yema de huevo que se encuentra en los diluyentes (Rijsselaere et al., 2003). 

A pesar de la naturaleza automática y la objetividad de los resultados, al igual que 

los métodos cualitativos, están limitados por diversos factores tanto biológicos como 

técnicos (análisis estadístico, ritmo de captura, estabilidad matemática de la 

medición, condiciones de medición, tamaño de la muestra, etc.) (Davis y Siemers, 

1995). CASA emplea el uso de una computadora, una cámara de video y un 

software para el respectivo análisis, este sistema rastrea múltiples imágenes del 

movimiento celular (60 fotogramas por segundo con 40 fotogramas observados) 

para proporcionar datos al sistema, lo que arroja finalmente un ruta o trayectoria 

lineal individual de los espermatozoides (Dascanio, 2014).   

1.1.2.3.1. Terminología del sistema CASA:  

El software provee una serie de medidas de la motilidad de los espermatozoides. 

Los dos parámetros que se reportan de manera más común son la motilidad total y 

progresiva (Dascanio, 2014). Otros parámetros se describen en la siguiente tabla: 

Tabla 1. Terminología del sistema CASA 
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Abreviatura Definición Descripción 

MOT 
Espermatozoides motiles 

(%) 

Porcentaje de espermatozoides con 

motilidad. 

PM 
Espermatozoides motiles 

progresivos (%) 

Porcentaje de espermatozoides con 

STR >80% 

VCL Velocidad curvilínea (μm/s) 

Velocidad de recorrido de los 

espermatozoides desde el punto actual 

hasta el punto real siguiente. 

VAP Velocidad promedio (μm/s) 
Velocidad promedio del 

espermatozoide. 

VSL Velocidad rectilínea (μm/s) 
Velocidad medida en línea recta, desde 

el punto de inicio hasta el punto final.  

STR 
Índice de rectitud 

(VSL/VAP, %) 

Proximidad del recorrido del 

espermatozoide a una línea recta.  

LIN 
Índice de linearidad 

(VSL/VCL, %) 

Proximidad de la trayectoria real del 

espermatozoide a una línea recta.  

BCF Frecuencia de cruces (Hz) 

Promedio de la frecuencia con la que la 

trayectoria curvilínea del 

espermatozoide cruza la trayectoria 

promedio.   

ALH 

Amplitud del 

desplazamiento lateral de 

la cabeza (μm/s) 

Magnitud del desplazamiento lateral de 

la cabeza del espermatozoide con 

respecto a su trayectoria.  

(Adaptado de www.micropticsl.com) 

1.1.2.4. Concentración 

El valor de este puede obtenerse a partir de la muestra mediante distintos métodos, 

entre estos se destacan la espectrofotometría, citometría de flujo y el uso de las 

cámaras de Bürker, Neubauer o Thoma (Mellisho, 2010). En el semen de perro la 

concentración espermática se mide frecuentemente con la cámara de Neubauer 

(England y Allen, 1989), en donde previamente se realiza una dilución de la muestra 
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de semen con solución salina formolada y se observa y se realiza el conteo en un 

microscopio óptico de 40x (Threlfall, 2005). En los perros se ha demostrado un 

rango bastante amplio en el número de espermatozoide, esto se le atribuye al 

margen de amplitud en relación a las dimensiones de los testículos (Vaca Granda, 

2016). Se han descrito valores de concentración seminal que oscilan entre 300-

2000 millones de espermatozoides por mililitro (Concannon., 1993), y se considera 

que para que una inseminación artificial sea exitosa o para que una perra se preñe 

se necesitan 250 x 106 esp/mL (Vaca Granda, 2016). 

1.1.2.5. Morfología 

En los perros, la morfología espermática no está relacionada con la fertilidad (a 

diferencia de otras especies), pero si está asociada con la mala motilidad (Vaca 

Granda, 2016). Este parámetro suele ser evaluado con un microscopio óptico 

convencional o uno de contraste de fases con o sin tinción (Kustritz et al., 1998). 

Una de las técnicas de tinción más comúnmente usadas es la eosina- nigrosina, la 

cual consiste en colocar una gota de semen en el extremo del portaobjetos junto 

con una gota de eosina-nigrosina y con otro portaobjetos esparcir la mezcla 

mediante un frotis (Vaca Granda, 2016). Los animales destinados a la reproducción 

deben presentar al menos un 70% de espermatozoides morfológicamente normales 

en la evaluación o tener menos de un 20% de espermatozoides anormales 

(Rijsselaere et al., 2005).  

Las anormalidades morfológicas se clasifican en primarias y en secundarias, en 

cuanto a las primarias, estas son aquellas que surgen debido a una alteración de la 

espermatogénesis (malformaciones de cabeza, pieza intermedia y del flagelo), 

mientras que las morfoanomalías secundarias son debidas a un problema en la 

espermiogénesis o por un incorrecto manejo del semen por parte del 

experimentador o técnico (persistencia de gota citoplasmática, flagelos doblados, 

ruptura del acrosoma) (Martínez, 2004).  

1.1.2.6. Integridad de membranas 

Una vez extraído el semen, durante el proceso de dilución, refrigeración y 

congelación, existe afectación de la membrana plasmática de la cabeza del 
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espermatozoide, membrana mitocondrial, membrana acrosomal y, además, el 

flagelo, lo que sin duda afecta la capacidad fecundante del espermatozoide 

(Hammerstedt et al., 1990). 

1.1.2.7. Integridad del acrosoma 

La evaluación del estado acrosomal en el esperma canino se describe como un 

método confiable a la hora de predecir la fertilidad del semen post-descongelación 

(Concannon, 1989), o para evaluar la calidad del semen antes de realizar un 

proceso de criopreservación (Ivanova et al., 1999).  

La evaluación de la integridad del acrosoma se logra usando distintas técnicas de 

tinción, entre estas se encuentran el método Giemsa, eosina/nigrosina/Giemsa, 

Hoescht, lecitinas como Pisum sativum (PSA) junto con fluoresceína FITC 

(recomendado por la facilidad de preparación y de interpretación, gracias a la fuerte 

coloración que generan) (Smith y Murray, 1997).    

1.1.2.8. Integridad de la membrana plasmática 

La membrana plasmática íntegra es fundamental para que el espermatozoide tenga 

la capacidad de fertilizar el ovocito (Rijsselaere et al., 2005), y además se lo 

considera como un requerimiento mínimo para que el espermatozoide sea móvil (De 

Leeuw et al., 1991). Un espermatozoide con la membrana plasmática deteriorada 

no puede mantener las concentraciones citoplasmáticas de iones y co-factores 

esenciales para el movimiento flagelar, entre ellos la adenina (De Leeuw et al., 

1991). 

La integridad de los espermatozoides de perro es evaluada mediante colorantes 

vitales, los cuales ayudan a distinguir los espermatozoides vivos de los muertos con 

base a la permeabilidad de la membrana al permitir que estos colorantes ingresen 

o no a la célula (Rijsselaere et al., 2005).  Para determinar la cantidad de vivos o 

muertos se necesitan combinaciones de colorantes como eosina/nigrosina, 

Hoescht, caboxifluoresceína/yoduro de propídio y SYBR-14/yoduro de propídio 

(Smith y Murray, 1997).   
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1.2. Recuperación de semen post-mortem 

La recuperación de germoplasma canino macho recientemente muerto (post-

mortem) o por orquiectomía principalmente, se da por medio de la colecta en el 

epidídimo testicular (Benítez et al., 2018). En caninos la obtención y conservación 

post-mortem o post-orquiectomía de espermatozoides viables de cola de epidídimo, 

se ha considerado como una técnica de gran importancia para la preservación de 

animales con alto valor genético (Armas et al., 2011).  Para ello se han venido 

utilizando varias técnicas, entre algunas podemos mencionar a: flujo retrógrado y 

slicing-swim out. 

Previo a ejecutar cualquier método o técnica, a cada testículo se realiza un lavado 

externo con solución salina fisiológica (NaCl) al 0.9% con el objetivo de remover 

sangre y contaminantes externos (Sánchez y Sánchez, 2015). 

1.2.1. Flujo retrógrado 

En grandes rasgos este método consiste en promover un flujo retrógrado en la cola 

del epidídimo aplicando presión sobre los conductos deferentes hasta que el 

contenido de la cola salga a través de un corte realizado en la unión con el cuerpo 

del epidídimo (Garde et al, 1994). La presión se genera con una jeringa, que inyecta 

aire o algún diluyente que no sea espermicida (Lambrechts et al, 1999).  

Esta técnica inicia diseccionando los testículos, con ello retirando todas las túnicas 

para poder así canular el conducto deferente (Sánchez y Sánchez, 2015).  

Una vez localizados la cola del epidídimo y el conducto deferente de los testículos, 

se coloca en un tubo cónico graduado, dejando el conducto deferente fuera del tubo 

(Ávalos et al., 2018; González et al, 2013). Con una aguja se facilita la introducción 

en la luz del conducto deferente; que está conectado a una jeringa de tuberculina 

que contiene 1 ml de dilutor. Por presión del embolo de la jeringa se rellena con el 

dilutor en todo el conducto del epidídimo. Una vez que el epidídimo está repleto de 

dilutor se realiza un corte en la parte del inicio de la cola del epidídimo donde el 

fluido emerge por flujo retrogrado y finalmente se recepta en un tubo de ensayo de 

5 ml (Condemayta, 2017).  
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Esta técnica es la más indicada, debido a que las muestras obtenidas tienen menor 

nivel de contaminación y son de mejor calidad en relación a otros métodos (Mota y 

Machado, 2012). Aunque esta técnica tiene la limitación de ser más compleja que 

las otras (Martinez-Pastor et al., 2006).  

1.2.2. Slides-Swim out 

Esta técnica de recolección consiste en que una vez que se ha recolectado tanto el 

epidídimo con los vasos deferentes se deshecha el exceso de grasa y tejido 

localizado, se coloca en una caja de Petri con lactato de Ringer a 37ºC, con el 

objetivo de lavar los residuos. Con una tijera quirúrgica se realizan varios cortes 

(picado en trozos) en la cola del epidídimo dentro de una caja de Petri, en donde se 

coloca un crioprotector a 37ºC. Los espermatozoides son recuperados succionando 

el contenido con una jeringa de 20 ml, luego son depurados y colocados en un tubo 

falcon, para luego ser centrifugado, en donde el sobrenadante es descartado. 

(Sztein, 2013; Harshan et al., 2006; Benitez et al., 2018)  

1.3. Criopreservación del semen canino 

La criopreservación de semen tiene ciertos beneficios, entre estos se destaca la 

posibilidad de salvaguardar las características génicas que tienen como fin la mejora 

de las especies, así como también la conservación de especies o razas en peligro 

de extinción (Andrade, 2005). A pesar de que esta biotecnología representa 

beneficios, es importante considerar que los distintos procedimientos de 

criopreservación afecta la calidad espermática, induciendo cambios estructurales y 

moleculares en estos, debido al daño térmico, osmótico, mecánico y oxidativo 

(Qamar et al., 2020). 

La refrigeración del semen, es uno de los métodos de criopreservación a corto plazo 

(pero es parte del proceso de congelación) (Andrade, 2005).Para este proceso se 

tiene que añadir al medio de dilución un compuesto que evite la muerte espermática 

por un choque de frío, tal como la yema de huevo en donde se han obtenido grandes 

resultados (Iguer-Ouada y Verstegen, 2001). El objetivo de refrigerar el semen es 

aumentar la vida útil de los espermatozoides, disminuir el metabolismo basal y 

salvaguardar los parámetros de calidad y fertilidad durante cortos períodos de 
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tiempo (Luño et al., 2020). Estudios realizados en la especie canina, han 

demostrado que al usar un diluyente que tiene como base la yema de huevo, 

mantiene la viabilidad espermática hasta por 10 días a 4 ᵒC (Iguer-Ouada y 

Verstegen, 2001). 

A diferencia del semen refrigerado, durante el proceso de congelación se necesita, 

además, el uso de un agente crioprotector que permita un descenso mayor de la 

temperatura (Andrade, 2005), la función de estos crioprotectores es evitar la 

formación de hielo intracelular y el daño en la membrana celular (Betancur et al., 

2009). Sin embargo, si el ritmo de congelación es extremadamente rápido el hielo 

intracelular forma micro-cristales y los daños por estos son muy reducidos (Amann 

y Pickett, 1987). En general, los pasos del proceso, que incluyen dilución, 

refrigeración, congelación y descongelación, disminuyendo así la capacidad de 

fertilización (De Lima et al., 2019), esto debido a las criolesiones provocadas por el 

choque térmico, la formación de hielo, la deshidratación, la concentración de sal y 

el choque osmótico (Galarza et al., 2019). 

1.4. Mecanismos de criolesión en semen canino 

Cuando se realizan técnicas de criopreservación de semen los espermatozoides 

experimentan estrés en forma de choque frío, estrés osmótico y principalmente 

estrés oxidativo durante la congelación y descongelación (Kumar et al., 2019), lo 

que afecta la tasa motilidad espermática, la tasa de integridad acrosomal (Dawar et 

al., 2018) y como consecuencia reduce la viabilidad y la fertilidad del esperma 

(Kumar et al., 2019). 

1.4.1. Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se caracteriza por un desequilibrio entre los niveles de especies 

reactivas de oxígeno y antioxidantes (Vieira et al., 2018), es decir, el desequilibrio 

entre la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la capacidad de los 

sistemas biológicos para desintoxicar fácilmente los reactivos intermedios o reparar 

fácilmente el daño (Bansal y Bilaspuri, 2010). Es uno de los factores más 

importantes que contribuyen a la mala calidad del semen post-descongelación 
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durante la criopreservación del esperma (Kumar et al., 2019).  Al aumentar las 

cantidades de ROS puede dañar la membrana plasmática de los espermatozoides, 

que se desorganizarán y, en consecuencia, se inactivarán los receptores y enzimas 

asociadas (Medrano et al.,  2017). Puede provocar efectos dañinos sobre la 

estructura y las funciones del esperma, incluida la peroxidación de lípidos, el daño 

del ADN y la apoptosis de los espermatozoides (Chlopik y Wysokinska, 2020). Otros 

efectos secundarios del estrés oxidativo por ROS son la pérdida de motilidad, la 

integridad del acrosoma y el potencial de la membrana mitocondrial (Agarwal et al., 

2014). Las ROS producidas antes, durante o después de la criopreservación son 

responsables del estrés oxidativo de los espermatozoides (Medrano et al., 2017). 

La producción de radicales libres por los espermatozoides comienza durante la 

glicerolización y se intensifica después de la descongelación (Lucio et al., 2016). La 

formación de ROS se produce por la reducción del oxígeno (O2) al recibir cuatro 

electrones, con la consiguiente formación de H2O (Lucio et al., 2017). Las ROS está 

representado en general por radicales como el ion hidroxilo, superóxido, óxido 

nítrico, ion peroxilo y no radicales como peroxinitrato, ozono, oxígeno naciente y 

peróxido de hidrógeno (Kumar et al., 2019). En semen canino se ha observado que 

las especies reactivas de oxígeno más perjudiciales y tóxicas eran el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y el ion hidróxido (OH-) (Vieira et al., 2018). 

Aunque los espermatozoides son susceptibles al estrés oxidativo debido a la falta 

de antioxidantes para el citoplasma reducido, el estrés oxidativo leve se considera 

una respuesta fisiológica normal y es necesario para varias funciones de los 

espermatozoides, incluida la maduración, la capacitación y la hiperactivación de los 

espermatozoides, la reacción acrosómica y la fusión de espermatozoides y ovocitos 

(Kothari et al., 2010). La producción normal de ROS en el esperma está implicada 

en la activación de la motilidad aumentando la síntesis de monofosfato de adenosina 

cíclico (AMPc) y la fosforilación de proteínas (Aitken et al., 2012). Todas estas 

funciones están mediadas por la fosforilación cíclica de adenosina monofosfato y 

tirosina (Kothari et al., 2010). Sin embargo, las ROS deben inactivarse 

continuamente para mantener el equilibrio fisiológico celular (Medrano et al., 2017). 
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1.4.2. Estrés osmótico 

Durante el ciclo de congelación-descongelación se generan importantes gradientes 

osmóticos locales a través de las membranas de los espermatozoides (Mazur et al., 

1972). La adición de crioprotectores conduce a estrés osmótico, que depende de la 

permeabilidad relativa de un crioprotector en particular (Gao et al., 1993). Durante 

el proceso de criopreservación, las células se exponen a soluciones hipertónicas 

(Leibo, 1986). Las células inicialmente se encogen cuando se exponen a soluciones 

hipertónicas de crioprotectores permeables, recuperan su volumen isotónico original 

cuando el crioprotector ingresa a las células y luego se contraen nuevamente 

cuando el agua fluye fuera de las células durante la congelación. Durante la 

descongelación y la eliminación del crioprotector, la célula debe sufrir otra serie de 

cambios de volumen (Songsagen et al., 2002). Entonces cuando la reducción de la 

temperatura supera el punto de congelación del semen, el agua forma cristales de 

hielo primero en el compartimento extracelular. Esto aumenta la concentración de 

soluto en el agua libre no cristalizada fuera de la célula, lo que induce estrés 

hiperosmótico (Siemey et al., 2016). Sin embargo, durante la descongelación, los 

cristales de hielo se derriten en el agua libre que ingresa a la membrana plasmática, 

por lo que los espermatozoides sufren estrés hipoosmótico (Gloria et al., 2019). Para 

sobrevivir a la criopreservación, las células deben resistir estos cambios en la 

osmolalidad de los medios extracelulares, por lo que requiere una capacidad para 

regular el volumen celular que está relacionada con la integridad funcional y 

estructural de la membrana plasmática del esperma y del citoesqueleto (Peña, et 

al., 2012).  

1.4.3. Estrés térmico  

Uno de los problemas más evidentes en los procesos de conservación del semen 

es el conjunto de alteraciones en el espermatozoide, designadas colectivamente 

como “choque térmico” (Quintanilla, 2018). El estrés por temperatura o choque por 

frío está relacionado con el cambio de fase en los lípidos y el estado funcional 

alterado de las membranas (Drobnis et al., 1993), ya que los estudios de fractura 

por congelación de las membranas antes, durante y después del enfriamiento 
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muestran claramente los eventos de separación de fases (De Leeuw et al., 1990). 

Dichas alteraciones se ponen en evidencia por la pérdida irreversible de viabilidad 

que se produce cuando el espermatozoide se enfría rápidamente a 0 ºC y cuya 

señal más evidente de choque de frío es la pérdida de motilidad que no se recupera 

calentando el semen (Quintanilla, 2018). También hay una disminución en la tasa 

de descomposición de la fructosa por los espermatozoides, una disminución en la 

absorción de oxígeno y una caída en ATP, que ya no será sintetizado y utilizado 

para suministrar energía para el mantenimiento de la motilidad (Mann y Lutwak-

Mann, 2018). Las lesiones irreversibles asociadas al choque térmico resultan de un 

cambio de fase en los lípidos y el estado funcional alterado de las membranas 

(Kumar et al., 2019), es decir, disminución de la fluidez de la membrana y aumento 

de la permeabilidad de la membrana, daño acrosómico, deshidratación celular, 

liberación de enzimas y fosfolípidos, reducción de la actividad metabólica y 

disminución del consumo de ATP, todas estas son consecuencia del enfriamiento y 

congelación que pueden comprometer parcial o totalmente la fertilidad (Farstad, 

1996). Los espermatozoides de perro son más resistentes al choque de frío que 

otras especies como el toro debido a una baja proporción de ácidos grasos 

poliinsaturados/saturados unidos a fosfolípidos. Sin embargo, el semen canino 

congelado-descongelado posee baja viabilidad y motilidad después de la 

descongelación y tiene una mayor susceptibilidad a la disminución de la 

temperatura, el estrés osmótico, la toxicidad por crioprotectores y la formación de 

hielo intra y extracelular (Aitken, 2017 y Lucio et al., 2016). 

1.5. Antioxidantes usados en la criopreservación de semen canino 

La criopreservación del semen es el paso más importante de la inseminación 

artificial, que es una tecnología de la reproducción asistida mejor adoptada en la 

práctica canina (Abdillah et al., 2019). Como ya se había considerado anteriormente, 

por este proceso de criopreservación los espermatozoides sufren cambios a nivel 

estructural y molecular, lo que genera una reducción general de la fertilidad de los 

espermatozoides (Park et al., 2017). En tal sentido, se han utilizado diferentes tipos 

de diluyentes, se han realizado variaciones en los protocolos de congelación y la 

suplementación de antioxidantes a los diluyentes (Kim et al., 2019). Estos 
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antioxidantes que son agregados a los medios de congelación, proporcionan a los 

espermatozoides la capacidad de neutralizar compuestos oxidativos que se 

producen durante el proceso de congelación y descongelación (Martínez et al., 

2020).  Diversos estudios han demostrado la capacidad de distintos suplementos 

antioxidantes en soluciones de criopreservación para prevenir los daños causados 

por el estrés oxidativo en el esperma de varias especies de mamíferos (Kawasaki 

et al., 2020).  Entre estos antioxidantes se encuentran la L-carnitina (Agarwal y 

Said., 2004), la quercetina (Kawasaki et al., 2020), la catalasa, la Vitamina E, el 

ácido ascórbico (Farstad, 2009), la melatonina (Medrano et al., 2017), entre otros. 

1.5.1. L- carnitina 

1.5.1.1. Estructura y función metabólica 

La L-carnitina es una amina cuaternaria, elaborada a partir de aminoácidos 

esenciales como lisina y metionina. Su función metabólica radica en transportar 

ácidos grasos de cadena corta, media y larga hacia las mitocondrias para la β-

oxidación, dando como resultado la producción de ATP (Jeulin et al., 1987), por esta 

razón tiene un efecto benéfico sobre la motilidad, maduración y en realidad, en todo 

el proceso espermatogénico de los espermatozoides (Ramsay et al., 2001). Las 

carnitinas son una clase especial de nutrientes denominados, nutrientes 

“condicionalmente esenciales”, además de las propiedades descritas anteriormente, 

tienen la importante función de mantener la estabilidad de la membrana celular 

mediante la acetilación de los fosfolípidos de la membrana y las acciones anfifílicas 

(Mingorance et al., 2011; Arduini et al., 1994). Evita además el deterioro del ADN 

inducido por los efectos nocivos de los radicales libres (Abdelrazik et al., 2009), 

funciona también como un almacén de acetilo para suministrar energía en las vías 

metabólicas de carbohidratos y lípidos (Infante et al., 2002). 

La LC sirve como un vehículo intramitocondrial para el grupo acilo, que en forma de 

acil-CoA sirve como sustrato para el proceso de oxidación, generando energía tanto 

para la respiración como para la motilidad espermática (Aliabadi et al., 2012). 

Investigaciones han demostrado que la LC mantiene la energía celular, reduce el 

estrés oxidativo y minimiza la muerte celular por apoptosis, además minimiza los 
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daños patológicos de espermatozoides, el agotamiento del ATP que conduce a una 

fosforilación axonemal insuficiente, así como a la peroxidación de lípidos, dando 

como resultado la pérdida de la motilidad y viabilidad espermática (Dokmeci, 2005). 

Se ha demostrado que la LC dentro de sus propiedades como antioxidante incluye 

el aumento tanto de la actividad como de los niveles de otros antioxidantes como el 

superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa (Sarica et al., 2007). 

Entre las propiedades antioxidantes de la LC, se incluye la protección contra las 

ROS. Existen estudios en donde se indica que la LC no solamente tiene influencia 

positiva en la motilidad, al actuar como antioxidante, sino también, puede tener un 

efecto crioprotector (Agarwal y Said, 2004). Es importante recalcar que la 

administración de LC en las muestras de esperma puede generar efectos positivos 

en calidad de la cromatina y motilidad espermática y esto puede deberse a que 

pueden imitar la condición de los espermatozoides in vivo durante la 

espermatogénesis tardía (Aliabadi et al., 2012). 

1.6. Capacidad fecundante en la fecundación in vitro 

Se sabe muy bien que durante el proceso de criopreservación se producen ciertos 

perjuicios en la función espermática que dan como resultado una menor capacidad 

de fertilización y por ende bajas tasas de partos después de la inseminación artificial 

(Ledesma et al., 2015), por ello, evaluar el potenciar de fertilidad de los 

espermatozoides es muy importante antes de realizar la inseminación artificial o la 

fertilización in vitro (FIV), de esta forma podemos asegurar resultados exitosos. La 

mayoría de métodos para valorar la capacidad fecundante in vitro, se basan en la 

medición de las características generales de los espermatozoides (motilidad, 

integridad de las membranas, integridad de orgánulos, integridad del ADN, etc.). Sin 

embargo, la relación entre la calidad de los espermatozoides, la evaluación entre 

las diferentes características ya mencionadas y la fertilidad varía mucho en los 

estudios realizados. La FIV es el método más adecuado y preciso para poder valorar 

la fertilidad, ya que de este modo se evalúa las interacciones espermatozoides-

ovocito que ocurre durante la fertilización in vivo, permitiendo identificar las primeras 

etapas del desarrollo embrionario (Amiridis et al., 2000). 
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A menudo es complicado conseguir ovocitos de la misma especie, entonces, una 

alternativa es usar ovocitos de animales de laboratorio o especies domésticas, que 

se pueden obtener fácilmente, entre estas, ovocitos de animales de matadero. Es 

importante considerar que los estudios tienen que realizarse en ovocitos con zona 

pelúcida intacta, considerando que los ensayos realizados con ovocitos libres de 

zona pelúcida pueden considerarse incompletos para evaluar la capacidad 

fecundante, puesto que la fertilidad de los espermatozoides se puede describir como 

la capacidad del mismo para unirse y penetrar la zona pelúcida, realizar la fusión de 

su membrana con el oolema del ovocito, para lograr la formación del pronúcleo 

masculino y conducir a la escisión del cigoto. El uso de este tipo de estudios para 

evaluar la fertilidad puede ser una alternativa cuando se torna difícil obtener ovocitos 

de la misma especie (García et al., 2009) 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Materiales 

Materiales Físicos 

 Guantes de inspección  

 Refrigerador 

 Papel secante 

 Mandil   

 Jeringas 1 ml  

 Hojas de bisturí No. 15 

 Pajuelas de 0,25 ml 

 Fundas Ziploc 

 Caja poliestireno de 31 x 29 x 30 cm 

 Rampa doble de congelación (24 y 10 cm de altura) 

Materiales Biológicos 

 Testículos de perro (con epidídimo intactos) 

 Espermatozoides de perro 

 Ovarios de vacas  

 Ovocitos de vaca 

 Huevos de gallina 

Reactivos 

 Tris (Sigma, 252859)  

 Ácido cítrico (Sigma, C0759) 
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 Glucosa (Sigma, G5146) 

 Penicilina G-sódica (Sigma, P3032) 

 Sulfato de estreptomicina (Sigma, S9137) 

 Glicerol (Sigma G9012), 

 Sacarosa (Sigma, S1888)  

 HEPES sodium salt (Sigma, H3784) 

 Cloruro de sodio, NaCl (Sigma, S5886) 

 Hidróxido de potasio; KOH (Sigma, P5958) 

 Yoduro de Propidio (PI, Sigma P-4170) 

 Aglutunina (PNA-FITC, Sigma L7381) 

 Albúmina de suero bovino, BSA (Sigma, A9418) 

 L-carnitina (LC, Sigma 8400920025)  

 Hoechst 33342 

 Nitrógeno Líquido (NL2) 

 BoviPure (BP-100, Nidacon, Mölndal, Sweden)  

 BoviDilute (BD-100, Nidacon, Mölndal, Sweden) 

 Medio para maduración in vitro -  MIV (TCM-199, EPG y FCS) 

 Medio para fecundación in vitro – FIV (FERT-TALP, 25 mM Bicarbonato de 

sodio, 22 mM lactato de sodio, 1 mM piruvato de sodio, 6 mg/mLBSA libre de 

ácidos grasos, y 10 g/mL heparina) 
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Materiales de Laboratorio 

 Puntas de pipetas automáticas (blancas, amarillas, azules) 

 Pipetas automáticas ( 2-10 L, 2 – 20 L,  20 – 200 L, y (100 – 1000 L)  

 Cajas Petri de búsqueda 

 Estereoscopio  

 Centrífuga 

 Sistema CASA, (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.4.9, 

software. Microptic S.L., Barcelona, España). 

 Refrigerador 

 Porta y cubre objetos cortos 

 Termómetro para pajuelas 

 Baño María 

 Pinzas 

 Guantes de nitrilo 

 Tubos falcon de 15 mL 

 Tubos eppendorf de 1,5 mL 

 Incubadora de CO2, Memmert® 
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2.2. Métodos 

2.2.1. El área de estudio 

La obtención del material biológico como los testículos con sus epidídimos íntegros 

fueron recolectados de las campañas de esterilización realizadas por la Facultad de 

Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca en diferentes sectores de la 

ciudad de Cuenca; y de campañas de esterilización de Clínicas Veterinarias 

particulares y/o independientes. El trabajo experimental sobre la recuperación de 

espermatozoides, procesamiento, criopreservación y análisis espermático fue 

realizado en el Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción Animal, de la 

Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, ubicado en la 

Granja Irquis (3º 04′48.1′′S; 79º04′31.0′′W). 

Los ovarios bovinos fueron recolectados del Camal Municipal de la ciudad de 

Cuenca (EMARPLAG, Empresa municipal pública de servicios de rastros y plaza de 

ganados) y transportados al mismo Laboratorio de Biotecnología de la 

Reproducción Animal para las pruebas de fecundación in vitro heteróloga. 

2.2.2. Unidad experimental y diseño experimental 

En el experimento se conformaron 20 pools (agrupaciones) proveniente de 60 

epidídimos de 30 perros machos adultos orquiectomizados. Cada pool se desarrolló 

a partir de esperma de tres epidídimos recuperado por flujo retrógrado y 

seleccionados al azar. Cada pool se dividió en 2 alícuotas para la criopreservación 

mediante la congelación y vitrificación respectivamente. En el proceso de 

congelación se usó el diluyente TCG-EY + 5% de glicerol y se suplementó con 5mM 

(T1,) y 0 mM (T2, control 1) de L-carnitina y las muestras se congelaron en pajuelas 

de 0,25 mL usando vapores de NL2 estático. En el proceso de vitrificación se usó  el 

diluyente TCG-EY + 250 mM de sacarosa y se suplementó con 5 mM (T3) y 0 mM 

(T4, control 2)  de L-carnitina y las muestras se vitrificaron sumergiendo gotas de 30 

L directamente en NL2. Las muestras espermáticas tanto congeladas-

descongeladas como vitrificadas-calentadas fueron evaluadas su cinemática, 

integridad de las membranas y capacidad fecundante.  
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La capacidad fecundante se evaluó mediante una Fecundación in vitro heteróloga 

usando ovocitos bovinos con zona pelúcida intacta y espermatozoides caninos 

epididimarios criopreservados de los tratamientos T1, T2, T3 y T4, después de ser 

sometidos a un proceso de selección espermática con gradientes de densidad de 

BoviPure (40%/80%). La capacidad fecundante de estos espermatozoides 

criopreservados se evaluó en la competencia que tuvieron los espermatozoides 

para unirse a los ovocitos, penetrarlos y formar pronúcleos (Figura 2). 

 

Figura 1. Diseño experimental 

2.2.3. Elaboración de diluyentes y medios 

El diluyente base que se usaron en este experimento fueron TCG (Tris, tes y 

glucosa) suplementado con el 20% (v/v) de yema de huevo. Lo que se detallan en 

las siguientes tablas: 
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Tabla 2. Diluyente base TCG 

Reactivo Cantidad 

Tris 11,4 g 

Ácido cítrico 6,6 g 

Glucosa 1,8 g 

Penicilina 240 mg 

Estreptomicina 300 mg 

Agua milli Q 300 ml 

pH: 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mOsmol/kg 

 

Tabla 3. Diluyentes para congelación convencional (CC) 

Fracción 1: TCG-EY 

Reactivo Cantidad 
TCG 80 ml 
Yema de huevo inactivada a 56ºC por 30 min. 20 ml (v/v) 

*Centrifugar a 4000 g por 10 min y eliminar el pellet 

Fracción 2: TCG-EY + Gly 

Reactivo Cantidad 

Fracción 1  90 ml 
Glicerol 10 ml (al 10% v/v) 

Fracción 3: TCG-EY + Gly + LC  

Reactivo Cantidad 

Fracción 1 90 ml  
L-carnitina (doble) 10 mM (145,07 mg) 
Glicerol 10 ml (al 10% v/v) 

pH: 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mOsmol/kg 

 

Tabla 4. Diluyentes para vitrificación 

Fracción 1: TCG-EY 

Reactivo Cantidad 

TCG 80 ml 
Yema de huevo inactivada a 56º por 30 min. 20 ml (v/v) 

*Centrifugar a 4000 g por 10 min y eliminar el pellet 

Fracción 2: TCG-EY + Sacarosa 

Reactivo Cantidad 

Fracción 1  100 ml 
Sacarosa 250 mM (MW:342,3 

g/mol) = 8,557 g  

Fracción 3: TCG-EY + Sacarosa + LC 

Reactivo Cantidad 



 

Jessica Paola Fernández Collahuazo; Angel Eduardo Ramón López 43 

Fracción 1  100 ml 
L-carnitina (doble) 10 mM (145,07 mg) 
Sacarosa 250 mM (MW:342,3 

g/mol) = 8,557 g  

 pH: 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mOsmol/kg 

 

Tabla 5. HEPES para fluorescencia 

Reactivo Cantidad 

Hepes sodium salt 476,62 mg 
NaCl 1151,27 mg 
KOH 16,5 mg  
Glucosa 198,77 mg 
Agua milli Q 100 ml 

Alícuotas en dosis 250 μl en tubos epperdorf de 1,5 ml y congelar a -20 ºC hasta su 

uso 

 

Tabla 6. Yoduro de propídio 

Reactivo Cantidad 

Yoduro de propídio 1 mg 
PBS 1 ml 

Alicuotar en dosis de 50 μl 

  

Tabla 7. Aglutinina 

Reactivo Cantidad 

PNA-FITC aglutinina 0,2 mg 
BSA 5 mg 
PBS 1 ml 

Alícuotas en dosis de 50 μl 

 

Tabla 8. Gradientes de densidad de BoviPure 

Reactivo Cantidad 

Gradiente de 40% 
BoviPure 4 mL 
BoviDilute 6 mL 

Gradiente de 80% 
BoviPure 8 mL 
BoviDilute 2 mL 
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Tabla 9. Medio MIV 

Reactivo Cantidad 

TCM-199 + 10 ng /mL EGF + 10% (v/v) FCS   Cantidad a requerir 
Bicarbonato de sodio  2,2 mg/mL  
L-Glutamina  0,1 mg/mL  
Rh-FSH  0,01 UI/mL  
Estradiol  1g/mL  
Cisteamina  100 M  
Gentamicina  50 g/mL  

EGF = Epidermal growth factor; FCS = fetal calf serum 

 

Tabla 10. Medio FIV 

Reactivo Cantidad 

FERT-TALP  Cantidad a 
requerir 

lactato sódico 22 mM  
Bicarbonato de potasio (NaHCO3)  25 mM  
BSA sin ácidos grasos 6 mg/mL  
Piruvato de sodio 1 mM 
Heparina 10mg/mL 

 

2.2.4. Metodología para la Investigación  

Los medios que se usaron en esta investigación fueron fabricados en el Laboratorio 

de Biotecnología de la Reproducción Animal. Los reactivos para la elaboración de 

medios fueron de Sigma-Aldrich®, Merk® y Nicadon®. 

Los testículos recolectados con sus epidídimos intactos fueron incluidos en esta 

investigación de acuerdo a los siguientes criterios de inclusión y exclusión: 

Criterios de inclusión experimento: 

 Perros adultos (mayores de 1 año) 

 Con madurez sexual desarrollada. 

 Condición corporal entre 2,5 y 4 según la escala de 1 – 5 (siendo 1 flacura 

extrema y 5 obesidad extrema) (Baldwin et al., 2010; Dorsten y Cooper, 

2004). 
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Criterios de exclusión experimento: 

 Perros con problemas anatómicos (criptorquidia).  

Esta información fue proporcionada al momento de la castración por parte de los 

estudiantes. 

2.2.4.1. Recuperación espermática y agrupaciones (pools) 

En cada sesión, los testículos se recolectaron por orquiectomía bilateral extirpando 

túnicas vaginales y albugíneas, y manteniendo intacto el conducto deferente en su 

porción proximal (aproximadamente 1 cm). Los testículos se almacenaron en bolsas 

plásticas ziploc (a 22ºC). Estas bolsas con testículos fueron selladas, identificadas 

(especificando si es derecho o izquierdo) y almacenadas en una caja de poliestireno 

con hielo a una temperatura entre 4 – 5 ºC para conservar hasta 96 horas. 

En el laboratorio, los testículos se lavaron con solución fisiológica refrigerada (5 ºC) 

y se trabajó rápidamente a temperaturas inferiores a 10 ºC (recomendable 5ºC). Se 

usaron agujas de 20 x 1 ½’ recortada su punta (punta roma). La recuperación de 

espermatozoides epididimarios se realizó mediante flujo retrógrado que consistió en 

introducir la aguja a través del conducto deferente y administrar 1 mL de TCG-EY. 

Cuando existió una marcada presión en la cola del epidídimo, se realizaron varios 

cortes transversales (slicing) y el contenido lechoso fuer recuperado en una caja de 

búsqueda cuadriculada. Inmediatamente, este contenido líquido fue transferido a un 

tubo Eppendorf de 1,5 mL y almacenado en refrigeración hasta su procesamiento. 

Las muestras recuperadas de cada epidídimo (izquierdo y derecho) fueron 

analizadas la motilidad subjetiva y score (1 a 5, considerando 1 como una trayectoria 

con progresividad mala y 5 trayectoria con progresividad alta) mediante una 

observación directa en un microscopio de contraste de fases. Aquellas muestras 

epididimarias que tuvieron una motilidad y score superior al 60 % y 2,5 

respectivamente, fueron usados para la conformación de pools. En consecuencia, 

se conformaron pools mediante la agrupación al azar de 3 muestras de epidídimos 

(izquierdo o derecho, independientemente) en un tubo Falcon de 15 ml y fueron 

mantenidos a temperatura de refrigeración a 5ºC hasta su análisis inicial y 
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procesamiento. Cada pool fue evaluado el volumen inicial y concentración 

espermática. El volumen se evaluó directamente en los tubos Eppendorf de 1,5 mL 

graduados con la ayuda de la pipeta de 1000 L; y la concentración fue evaluada 

por conteo celular en la cámara de Neubauer.  

2.2.4.2. Suplementación de L-carnitina a diluyentes y tratamientos  

Cada pool conformado fue dividido inicialmente en 2 alícuotas de igual volumen. La 

primera alícuota fue usada para la congelación y la segunda para la vitrificación, 

respectivamente. En cada caso, cada alícuota se subdividió en dos grupos para 

conformar cuatro tratamientos según el método de criopreservación (congelación y 

vitrificación) y la adición o no de 5 mM de L-carnitina: 

Para congelación:   

 Tratamiento 1. (C-LC) TCG+20% YH+5% Gly + 5 mM L-

carnitina,  

 Tratamiento 2. (C-Co) TCG+20% YH+5% Gly (control 1). 

Para vitrificación:      

 Tratamiento 3. (Vt-LC) TCG+20% YH+250 mM sacarosa + 5 

mM L-carnitina, 

 Tratamiento 4. (Vt-Co) TCG+20% YH+250 mM sacarosa 

(control 2) 

Para llegar a las concentraciones finales de los agentes crioprotectores glicerol y 

sacarosa (penetrante y no penetrante, respectivamente) nos basamos según lo 

detallado por Galarza et al. (2021). 

2.2.4.3. Criopreservación de espermatozoides 

Los procedimientos de criopreservación, que incluyeron la congelación - 

descongelación y vitrificación -  calentamiento, se realizaron usando 1,7 L de 

nitrógeno líquido (NL2) contenido en una caja de poliestireno de 31 x 29 x 30 cm 

(largo, ancho y alto) y usando una rampa doble de congelación. 
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2.2.4.3.1. Congelación convencional (CC) 

La primera alícuota de cada pool de semen diluido con TCG-EY fue subdividido en 

dos alícuotas de igual volumen. 

Ambas sub-alícuotas fueron diluidas por separado con la Fracción 1 (TCG-EY) del 

diluyente de congelación (Tabla 2) a una concentración inicial de 100 x 106 

espermatozoides/mL y se mantuvieron en refrigeración a 5ºC durante 1 hora. A 

partir de entonces la primera y segunda sub-alicuotas se diluyeron en igual volumen 

(1 mL + 1 mL) con la Fracción 2 (doble de glicerol [10%)] y Fracción 3 (doble de 

glicerol [10%] y doble de L-carnitina [10mM]) de los diluyentes de congelación para 

alcanzar concentraciones finales de 50 x 106 espermatozoides/mL, 5% de glicerol, 

y ya sea con: 0 (C-Co) o 5 mM de L-carnitina (C-LC). Estos tratamientos se 

mantuvieron durante 1 hora más en equilibrio a 5ºC. Al final de este período, las 

muestras espermáticas se cargaron en pajuelas de 0,25 mL previamente enfriadas 

(5ºC) y rotuladas, y se sellaron con alcohol polivinílico y se congelaron en vapores 

de NL2 estático. Para este propósito, usamos una caja de poliestireno de 31 x 29 x 

30 cm (largo, ancho y alto, respectivamente) contenido con 1,7 L de NL2 

(equivalente a 2 cm de altura) y una rampa doble de congelación. Inicialmente las 

pajuelas se colocaron en la rampa superior que se estaba a 24 cm del nivel de NL2 

y se mantuvo durante 1 minuto; por consiguiente, las pajuelas fueron bajadas a la 

rampa inferior que se encontraba a 10 cm del nivel de NL2 y se mantuvo también 

durante 1 minuto. Finalmente, las pajuelas se sumergieron directamente en el NL2 

y se almacenaron a -196 ºC hasta su descongelación y análisis posterior. La 

descongelación de las pajuelas se realizó sumergiéndolas en agua atemperada a 

37ºC en un baño María durante 30 segundos. Después de ello, las muestras 

descongeladas fueron evaluadas su cinemática y el estado de las membranas 

espermáticas (ver más abajo). 

2.2.4.3.2. Vitrificación (Vt) 

La primera alícuota de cada pool de semen diluido con TCG-EY fue subdividido en 

dos alícuotas de igual volumen. Ambas sub-alícuotas se diluyeron por separado con 

la Fracción 1 (TCG-EY) del diluyente de vitrificación (Tabla 3) a una concentración 
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inicial de 100 x 106 espermatozoides/mL. A partir de entonces la primera y segunda 

sub-alícuotas se diluyeron en igual volumen (1 + 1 mL) con la Fracción 2 (doble de 

sacarosa [500 mM)] y Fracción 3 (doble de sacarosa [500 mM] y doble de L-carnitina 

[10mM]) respectivamente, de los diluyentes de vitrificación, alcanzando 

concentraciones finales de 50 x 106 espermatozoides/mL, 250 mM de sacarosa, y 

ya sea 0 (Vt-Co) o 5 mM de L-carnitina (Vt-LC). Estos tratamientos se mantuvieron 

durante 30 minutos en equilibrio a 5ºC desde su dilución inicial (Fracción 1). Para la 

vitrificación se usó la misma caja de poliestireno contenido con 4 cm de NL2 desde 

su base interior. Posteriormente, estas muestras se cargaron con una Pipeta de 

1000 L con punta azul recortada de tal manera que permitió generar gotas de 30 

L y se le dejó caer directamente sobre el NL2 a una altura de 15 cm 

aproximadamente. Los pellets se almacenaron en tubos Falcon de 15 mL 

sumergidos en NL2. El calentamiento se realizó colocando los pellets en vasos de 

precipitación de 20 ml mantenidos en un baño María atemperado a 65ºC. 

Rápidamente, cuando los pellets se derritieron, el contenido se recogió con la pipeta 

de 1000 l y se transfirió en un tubo Eppendorf de 1,5 ml a 37ºC. Después del 

calentamiento, los espermatozoides se centrifugaron durante 5 min a 300 × g. Se 

eliminó el sobrenadante y se añadieron 100 μl de TCG-EY para reconstituir las 

muestras. Después de ello, las muestras calentadas fueron evaluadas su 

cinemática y el estado de las membranas espermáticas (ver más abajo). 

2.2.4.4. Análisis de calidad espermática 

2.2.4.4.1. Parámetros cinéticos 

Las características cinéticas de espermatozoides epididimarios frescos-diluidos, 

congelados-descongelados y vitrificados-calentados fueron analizadas mediante un 

sistema computarizado CASA (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution 2018, 

v.6.0.4.9 software, Microptic S.l., Barcelona, España) acoplado a un microscopio 

Nikon (Eclipse model 50i, contraste negativo) de contraste de fases de acuerdo a 

Galarza et al. (2018). Se evaluó un mínimo de tres campos y 200 trayectos de 

esperma a 10 X de magnificación (velocidad de adquisición de imagen 25 

cuadros/s). Para este propósito se colocó una gota de 5 uL (con una concentración 
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ajustada a 10 x 106 espermatozoides/mL) y se evaluaron las siguientes variables: 

porcentaje de motilidad total (MT), porcentaje de motilidad progresiva (MP), 

velocidad curvilínea (VCL, m/s), velocidad rectilínea (VSL, m/s), velocidad 

promedio (VAP, m/s), linealidad (LIN, %), Rectitud (STR, %), Oscilación (WOB, %), 

frecuencia de batido de flagelo (BCF, Hz), y amplitud del movimiento lateral de la 

cabeza (ALH, m). 

2.2.4.4.2. Estado de membranas espermáticas 

El estado de la membrana plasmática y del acrosoma se evaluó mediante la prueba 

de doble tinción fluorescente ‘yoduro de propídio’ (PI, Sigma P4170) y ‘aglutinina 

(Arachis hypogaea) conjugada con isotiocianato de fluoresceína’ (PNA-FITC, Sigma 

L7381), según lo detallado por Galarza et al. (2021). Se examinaron un total de 200 

espermatozoides por portaobjetos utilizando un microscopio de luz de 

epifluorescencia Nikon Eclipse E200 (Nikon Instruments Inc. Nueva York, NY, EE. 

UU.) con un filtro de paso de triple banda (aumento de 40 X con una excitación: 

450– 490 nm, y emisión: 520 nm) y se cuantificaron cuatro subpoblaciones de 

células: (1) membrana plasmática intacta/acrosoma intacto (IPIA); (2) membrana 

plasmática intacta/acrosoma dañado (IPDA); (3) membrana plasmática 

dañada/acrosoma intacto (DPIA); y (4) membrana plasmática dañada/acrosoma 

dañado (DPDA). Además, se calculó el porcentaje total de células que presentan 

membrana plasmática intacta equivalente a espermatozoides vivos (IPM: IPIA + 

IPDA) y membrana acrosomal intacta (IAM: IPIA + DPIA). 

2.2.4.5. Evaluación de la capacidad fecundante 

Para la evaluación de la capacidad fecundante se realizó una fecundación in vitro 

(FIV) heteróloga usando ovocitos bovinos con zona pelúcida intacta y células de la 

granulosa intacta y espermatozoides caninos congelados - descongelados y 

vitrificados – calentados suplementados o no con 5 mM de L-carnitina, según lo 

detallado por Galarza et al. (2019) con algunas modificaciones. Brevemente, la 

maduración in vitro (MIV) de complejo cúmulo-ovocito (COC) bovinos provenientes 

de ovarios recuperados de matadero, se realizó en gotas de 60 l (30 COC por gota) 

de medio de maduración (TCM-199) suplementado con 10 ng/mL de EGF, 25 g/mL 
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FHS (Folltropin), 1 g/mL de Estradiol, cisteamina 100 mM, y 10% (v/v) de suero 

fetal bovino (FCS), durante 24 horas a 38,5 °C en una atmósfera de 5% de CO2  y 

máxima humedad (92%). Este procedimiento fue realizado en una cámara de CO2, 

Memmert (ICO105).  

Después de 24 horas, los ovocitos maduros se lavaron dos veces en medio de 

fertilización “FERT” (medio FERT-TALP suplementado con bicarbonato 25 mM, 

lactato sódico 22 mM, piruvato sódico 1 mM, BSA libre de ácidos grasos 6 mg/mL y 

heparina 10 g/mL) y fueron transferidos a gotas de 30 L de medio FERT (30 COC 

por gota). Para la FIV heteróloga, se realizó un conjunto de muestras de semen 

canino de los cuatro grupos experimentales (C-LC, C-Co, Vt-LC y Vt-Co) más un 

grupo control utilizando esperma congelado-descongelado de un solo toro de 

fertilidad probada. Las muestras de semen canino de los grupos C-LC y C-Co se 

descongelaron a 37 °C durante 30 segundos y las muestras de los grupos Vt-LC y 

Vt-Co se calentaron a 65ºC durante 5 segundos y entonces se transfirieron a 37ºC. 

Este esperma epididimario se mantuvo por 20 minutos a 37ºC antes de la selección 

de los espermatozoides.  

Los espermatozoides móviles de cada grupo se seleccionaron mediante 

centrifugación en gradiente de densidad BoviPure (Nidacon International, Suecia) 

antes de la FIV heteróloga. Los gradientes de densidad fueron realizados en tubos 

Falcon de 1,5 mL colocando el gradiente de BoviPure al 80% al fondo del tubo, 

luego el gradiente de BoviPure al 40% y finalmente en la parte superior (sobre el 

gradiente de 40%) se colocó 250 mL de semen criopreservado de los cuatro grupos 

experimentales. Estos gradientes se centrifugaron a 300 x g durante 20 minutos. El 

pellet recogido se suspendió en 1 mL de medio FERT y se centrifugó a 200 x g 

durante 5 minutos. El pellet obtenido fue resuspendido en 100 L de medio FERT y 

mantenido durante 15 minutos antes de la inseminación. Durante este tiempo, los 

espermatozoides experimentaron la capacitación espermática por interacción de la 

heparina.  

Para la FIV, los espermatozoides seleccionados y capacitados se diluyeron 

finalmente en medio FERT a una concentración de 2 x 106 espermatozoides/mL y 
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de esa dilución se agregó 30 L cada gota de fertilización para obtener una 

concentración final de 1 x106 espermatozoides/mL. En cada réplica de FIV se 

probaron cuatro grupos heterólogos en donde se usó esperma canino 

criopreservado y un grupo de control homólogo en el cual usó esperma bovino. Se 

realizaron un total de 4 sesiones de FIV con todos los grupos y en cada sesión y en 

cada grupo se colocará un mínimo de 15 COCs madurados in vitro. Los gametos 

(espermatozoides y óvulos) se incubaron conjuntamente a 38,5 °C en una atmósfera 

de CO2 al 5% en aire con humedad máxima (92%). 

La capacidad fecundante de los espermatozoides congelados – descongelados y 

vitrificados. – calentados, finalmente, se evaluó por la capacidad para unirse a la 

zona pelúcida, penetrarlos y formar pronúcleos. La formación de pronúcleos fue 

considerada cuando se observó dos pronúcleos (masculino y femenino); sin 

embargo, en la polispermia se consideró cuando existió más de dos pronúcleos 

formados o más de dos espermatozoides penetrados. Para estas evaluaciones, los 

ovocitos puestos en 2 mL de PBS previamente atemperado a 38,5ºC se agitaron 

con un vórtex durante 3 min, se fijaron y se tiñeron con Hoechst 33342,), 

posteriormente se evaluó con un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 

E200 (UV 2E/C, excitación: 340-380 nm, emisión: 435-485 nm), todo esto a las 24 

horas post inseminación.   

2.3. Análisis estadístico 

Los datos recogidos en el laboratorio fueron tabulados en una base en Excel y 

posteriormente se analizaron estadísticamente en un software STATISTICA para 

Windows, versión 12.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA). Los datos fueron expresados 

en media  SEM (error estándar de la media). Cada variable numérica fue sometida 

a la prueba estadística Shapiro-Wilk para determinar la normalidad. Cuando los 

datos no cumplieron una distribución normal, las variables porcentuales fueron 

convertidas al Arcoseno y las variables numéricas se transformaron al Log-10. Un 

ANOVA unidireccional utilizando el procedimiento de modelo lineal general GLM) 

fue usado para determinar las diferencias significativas entre las muestras de 

esperma fresco-diluido (sin congelar), congelado-descongelado y vitrificado-
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calentado en las variables cinéticas, integridad de las membranas espermáticas y 

capacidad fecundante. Cuando el ANOVA reveló un efecto significativo, los valores 

fueron comparados mediante la prueba de rango múltiple de Tukey a un nivel de 

significancia de P < 0.05. Finalmente, se usó la prueba de Correlación de Pearson 

para medir la asociación significativa (P < 0,10) entre las variables cinemáticas de 

progresividad (MT, MP, VCL, VSL, STR y LIN) y el porcentaje de fertilidad 

equivalente a formación pronuclear, por cada tratamiento. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Parámetros cinéticos 

En general, a excepción de los parámetros de relación de progresividad (STR, LIN 

y WOB), los parámetros cinéticos fueron afectados por el proceso de 

criopreservación al mostrar una reducción significativa (P < 0,05) de sus valores con 

respecto a las muestras frescas, independientemente del método usado 

(congelación o vitrificación) o de la adición de la L-carnitina.  

Las muestras congeladas con LC (C-LC) mostraron porcentajes más altos (P < 0 

,05) de MT en comparación con aquellas muestras vitrificadas control (Vt-Co) (39,0 

± 1,74% vs. 30,3 ± 1,05%), respectivamente. En este mismo sentido, a pesar de que 

los valores fueron bajos, las muestras congeladas con (C-LC) o sin (C-Co) L-

carnitina produjeron una MP más alta (P < 0,05) comparado con las muestras 

vitrificadas control, Vt-Co (7,0 ± 1,12% y 7,7 ± 1,05 % vs. 2,3 ± 0,53%, 

respectivamente) (Figura. 2). 

 

Figura 2. Motilidad total (MT) y progresiva (MP) de muestras congeladas y vitrificadas con 

o sin L-carnitina. Letras diferentes en cada barra y cada motilidad expresan diferencias 

significativas entre tratamientos (a – b – c, P < 0,05). 
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Las VCL post-criopreservación de muestras congeladas con o sin LC fueron 

mayores (P < 0,05) que aquellas muestras vitrificadas con o sin LC. Asimismo, la 

VAP post-criopreservación de muestras C-Co fue mayor (P < 0,05) que aquellas 

muestras Vt-co. De la misma manera, la VSL post-criopreservación de muestras 

congeladas o no con LC fueron mayores (P < 0,05) que aquellas muestras 

vitrificadas control. En los parámetros de relación de progresión (SRT, LIN y WOB) 

no se evidenciaron diferencias significativas (P > 0,05) entre tratamientos después 

de la criopreservación (Figura 3). 

 

Figura 3. Velocidad curvilínea (VCL), promedio (VAP) y rectilínea (VSL) y parámetros de 

relación de progresividad rectitud (STR), linealidad (LIN) y oscilación (WOB) de muestras 

congeladas y vitrificadas con o sin L-carnitina Letras diferentes en cada barra y cada 

motilidad expresan diferencias significativas entre tratamientos (a – b – c, P < 0,05). 

La ALH post-criopreservación de muestras C-Co fue mayor (P < 0,05) que las 

muestras Vt-Co. Finalmente, las muestras congeladas con LC produjeron mayores 
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(P < 0,05) valores de BCF que aquellas muestras vitrificadas con o sin L-carnitina 

(C-LC= 4,9 ± 0,30 Hz vs. Vt-LC= 3,6 ± 0,27 hz h Vt-Co= 3,5 ± 0,27 Hz) (Figura 4). 

 

Figura 4. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida de 

flagelo (BCF) de muestras congeladas y vitrificadas con o sin L-carnitina. Letras diferentes 

en cada barra y cada motilidad expresan diferencias significativas entre tratamientos (a – b 

– c, P < 0,05). 

3.2. Estado de membranas espermáticas 

La integridad de las membranas plasmática y acrosomal disminuyeron (P < 0,001) 

significativamente después del proceso de congelación o vitrificación, 

independientemente de la adición de L-carnitina. 

El análisis simultáneo de la integridad de las membranas plasmática y acrosomal 

evidenció mayores porcentajes de IPIA en muestras congeladas y vitrificadas con 

L-carnitina comparadas con sus contrapartes controles (C-LC= 37,9 ± 1,41% y Vt-

LC= 39,4 ± 1,62% vs. C-Co= 33,1 ± 1,20% y Vt-Co= 32,6 ± 1,80%). En el mismo 

sentido, la integridad total de la membrana plasmática (IMP) fue superior (P < 0,05) 

en muestras congeladas y vitrificadas con L-carnitina comparadas con las muestras 

vitrificadas control (C-LC= 40,7 ± 1,91% y Vt-LC= 40,4 ± 1,54% vs. Vt-Co= 34,7 ± 

1,02%). Finalmente, la integridad de la membrana acrosomal no evidenció 

diferencias significativas (P > 0,05) entre tratamientos después de la 

criopreservación (Figura 5). 
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Figura 5. Estados de las membranas espermáticas de muestras congeladas y vitrificadas 

con o sin L-carnitina. IPIA, membrana plasmática íntegra y acrosoma íntegro; IMP, 

integridad total de membrana plasmática; e IMA, integridad de membrana acrosomal. Letras 

diferentes en cada barra y cada motilidad expresan diferencias significativas entre 

tratamientos (a – b – c, P < 0,05). 

3.3. Capacidad fecundante 

La unión espermatozoides-ovocitos post FIV fue, en general, baja en todos los 

tratamientos sin evidenciar diferencias significativas (P > 0,05); sin embargo, todos 

esos valores fueron significativamente inferiores en comparación con su contraparte 

control homóloga (Ho) (C-LC= 0,40 ± 0,10; C-Co= 0,27 ± 0,10; Vt-LC= 0,02 ± 0,01; 

y Vt-Co= 0,04 ± 0,02 frente a Ho= 12,5 ± 0,97). El porcentaje de poliespermia fue 

superior (P < 0,05) en ovocitos penetrados y fecundados con el grupo C-Co 

comparado con los ovocitos del grupo Vt-Co. Finalmente, el porcentaje de ovocitos 

penetrado, fertilizados y que formaron pronúcleos fue superior con las muestras 

espermáticas congeladas con L- carnitina (C-LC) que con muestras vitrificadas sin 

L-carnitina (Vt-Co) (C-LC= 69,2 ± 2,46% vs. 61,0 ± 1,51%) (Figura 6). 
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Figura 6. Poliespermia y formación de pronúcleos. Letras diferentes en cada barra y cada 

motilidad expresan diferencias significativas entre tratamientos (a – b, P < 0,05). 

3.4. Correlación entre variables cinemáticas y formación de pronúcleos 

La correlación de las variables de progresividad y la fertilidad expresada en la 

capacidad que tuvieron los espermatozoides caninos congelados y vitrificados (con 

o sin L-carnitina) para penetrar, fecundar y formar pronúcleos están detallados en 

la Tabla 11. 

En el análisis de las muestras congeladas con L-carnitina (C-LC) mostraron una 

baja correlación (P < 0,10) entre los parámetros cinemáticos de progresividad (MT, 

MP, VSL y LIN) y la formación pronuclear. Asimismo, el Tratamiento de vitrificación 

con L-carnitina (Vt-LC) mostró una correlación media (P < 0,10) entre la motilidades 

total y progresiva y la formación pronuclear. No obstante, sus contrapartes controles 

tanto en la congelación como vitrificación (C-Co y Vt-Co) no mostraron ninguna 

correlación significativa (P > 0,10) entre parámetros cinemáticos y formación 

pronuclear (ver Tabla 11). 
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Tabla 11. Correlación entre variables cinemáticas y el porcentaje de formación 

pronuclear de los cuatro tratamientos en estudio 

Variable 
cinemática 
progresiva 

Tratamientos  

C-LC C-Co Vt-LC Vt-Co 

r P r P r P r P 

MT (%) 0,2609 0,062 0,0933 0,515 -0,4254 0,069 -0,1215 0,642 

MP /%) 0,2353 0,093 -0,0381 0,791 -0,5564 0,013 -0,1231 0,638 

VCL (µm/s) 0,1461 0,301 -0,1581 0,268 -0,3131 0,192 -0,2869 0,264 

VSL (µm/s) 0,2350 0,093 -0,0474 0,741 -0,3268 0,172 -0,0443 0,866 

STR (%) 0,1330 0,347 0,0481 0,738 0,0605 0,806 0,1357 0,604 

LIN (%) 0,2637 0,058 0,1187 0,407 0,1137 0,643 0,0492 0,851 

Valor ‘r’, grado de correlación entre variable cinemática progresiva y formación de 

pronúcleos por tratamiento; valor ‘P’, grado de significación (P < 0,10) según la 

prueba de correlación de Pearson entre variable cinemática progresiva y formación 

de pronúcleos por tratamiento. 
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Tabla 12. Interacción espermatozoide-ovocito y formación de pronúcleos en cada 
uno de los tratamientos y, en la FIV homóloga. 

Tratamiento Interacción espermatozoide-ovocito Formación de pronúcleos 

T1: FIV 
heteróloga con 
L-carnitina 
(congelación).  

  

T2: FIV 
heteróloga sin L-
carnitina 
(congelación). 

  

T3: FIV 
heteróloga con 
L-carnitina 
(vitrificación). 

   

T4: FIV 
heteróloga sin L-
carnitina 
(vitrificación). 

  

FIV homóloga. 
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4. DISCUSIÓN  

El presente estudio es el primer reporte en informar el efecto de la 

suplementación con L-carnitina a un diluyente TCG-EY sobre la calidad de esperma 

epididimario canino congelado y vitrificado, y su capacidad de fertilización. Los 

resultados demostraron que el proceso de congelación-descongelación produjo una 

mayor cinemática (ej. MT, MP, VCL y VSL) e integridad de membranas en 

comparación con el proceso vitrificación-calentamiento, independientemente de la 

suplementación con L-carnitina. Este estudio es consistente con los hallazgos 

evidenciados por Galarza et al. (2021) donde demostraron que después de la 

congelación ultrarrápida (o vitrificación usando TCG-EY + 250 mM de sacarosa) 

produjo un menor porcentaje de motilidad total y progresiva. Además, los resultados 

indican que dicha suplementación con L-carnitina produjo un efecto crioprotector 

debido a un mejoramiento de la integridad simultánea de las membranas 

plasmáticas y acrosomal después de la descongelación o calentamiento de las 

muestras congeladas o vitrificadas, respectivamente. Por otro lado, no se observó 

diferencia en cuanto a la capacidad fecundante (in vitro) de los espermatozoides 

congelados y vitrificados con o sin L-carnitina. 

Todo proceso de congelación o vitrificación afecta negativamente los 

parámetros que determinan la calidad espermática (Qamar et al., 2020). Esto se 

debe, principalmente a factores como el choque de frío y el estrés oxidativo, 

asociado con la peroxidación de lípidos (Budai et al., 2014; Qamar et al., 2020) que 

degeneran la integridad del espermatozoide. Los espermatozoides que sobreviven 

al proceso de criopreservación sufren daños afectando tanto la viabilidad, motilidad, 

integridad de membranas y cromatina (Fraser y Strzezek, 2007). El presente estudio 

es consistente con los trabajos anteriormente descritos debido a la reducción de 

varios parámetros cinéticos. La integridad simultánea de membrana plasmática y 

acrosomal (IPIA) demostró que la L-carnitina ejerció su rol crioprotector después de 

los procesos de congelación y vitrificación en comparación con sus controles. 

La suplementación con antioxidantes (o aditivos) al medio de criopreservación 
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son necesarios para reducir estrés oxidativo (El Raey et al., 2016; Martínez et al., 

2020). La L-carnitina posee propiedades estimulantes de la locomoción, 

antioxidantes y crioprotector (Jeulin et al., 1987). La L-carnitina facilita el transporte 

de ácidos grasos de cadena corta, media y larga hacia el interior de las mitocondrias 

y contribuye a la 𝛃-oxidación y generación de energía fácilmente disponible en forma 

de ATP (Jeulin y Lewin, 1996; Ramsay et al., 2001). Por lo tanto, tiene un efecto 

positivo en la motilidad y parámetros cinemáticos de los espermatozoides (Galarza 

et al., 2020; Kolster, 2018), demostrándose este efecto en el semen de perro 

(Kmenta et al., 2011; Farstad, 2009).  

La adición de L-carnitina a medios de congelación espermática ha sido 

demostrada en humanos (Banihani et al., 2014), rumiantes (Hufana-Duran et al., 

2017; El Raey et al., 2016) y ratones (Aliabadi et al., 2012). Estos trabajos indican 

que el efecto benéfico de la L-carnitina puede atribuirse a una mayor producción de 

ATP junto a la función antioxidante. No obstante, en el presente estudio, la adición 

de 5 mM de L-carnitina al diluyente base TCG-EY no mostró un efecto benéfico 

sobre los parámetros cinemáticos. Si bien, este trabajo no evaluó la integridad y 

función de la membrana mitocondrial que determina la producción de energía (ATP) 

y vigor cinético en los espermatozoides (Celeghini et al., 2007), estos resultados 

demostraron una drástica reducción de los parámetros cinemáticos (MP, VCL, ALH 

y BCF) después de ambos métodos de criopreservación. 

Otros estudios realizados por De Souza et al. (2019) y Bucak et al. (2010) 

suplementaron con 2,5; 5 o 10 mM de L-carnitina a diluyentes basados en TCG-EY 

y no encontraron un efecto beneficioso consistente sobre la congelación-

descongelación de semen de carnero o chivo. Estos autores hipotetizan que la L-

carnitina no contribuyó a la 𝛃-oxidación ni mejoramiento de cinemática debido a 

factores relacionados con la especie o dosis. Nuestros resultados son consistentes 

con los resultados de los estudios mencionados anteriormente. Nosotros 

exponemos que factores como la especie (canina), tipo de diluyente, dosis de L-

carnitina y método de criopreservación pueden haber limitado el efecto de la L-

carnitina, como fue previamente demostrado por Kmenta et al. (2011). Por otro lado, 

Galarza et al. (2020) demostró que la adición de 5 a 10 mM de L-carnitina al 
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diluyente a base de leche desnatada y yema de huevo (UHT) mejoró 

sorprendentemente las motilidades, velocidades e integridad de membranas 

plasmática, acrosomal y mitocondrial de espermatozoides de carnero refrigerados 

durante 96 horas.  

Después del proceso de congelación o vitrificación, la integridad de la 

membrana plasmática y acrosomal  disminuyeron significativamente (P < 0,001) en 

relación a sus valores antes de la criopreservación con o sin la adición de L-

carnitina, este resultado es similar a los de otro trabajo realizados en gatos (Manne-

In et al., 2014) en donde los espermatozoides de acrosoma intacto, post-

descongelación se redujeron en todos los grupos de tratamientos (L-carnitina 0 mM, 

12,5 mM, 25 mM y 50 mM), demostrando así que la suplementación L-carnitina a 

los diluyentes de criopreservación, no puede proteger el daño de la membrana 

plasmática y acrosomal de los espermatozoides. Satisfactoriamente, nuestro trabajo 

evidenció un efecto crioprotector de la L-carnitina debido a un incremento 

significativo de la integridad simultánea de la membrana plasmática y acrosomal 

(IPIA) después de los procesos de congelación y vitrificación comparadas con sus 

grupos controles. De hecho, después de vitrificar muestras espermáticas con L-

carnitina, se obtuvo un incremento significativo la integridad total de la membrana 

plasmática IMP (equivalente a la viabilidad) comparada con su contraparte control. 

Estos hallazgos demuestran que la L-carnitina ejerció su rol crioprotector en 

espermatozoides epididimarios caninos congelados o vitrificados con TCG-EY. En 

un estudio en búfalos se demostró los efectos antioxidantes y crioprotector de la L-

carnitina al mejorar la integridad de la membrana plasmática y acrosomal de los 

espermatozoides después de la congelación (Longobardi et al., 2017). Estos 

autores sugieren que la L-carnitina produjo un rol antioxidante contra las ROS 

tóxicas promoviendo de esta manera la estabilidad de la membrana como ha sido 

demostrado previamente por El-Raey et al. (2016). 

Por otro lado, se ha demostrado los efectos crioprotectores de la L-carnitina en 

espermatozoides congelados-descongelados al mejorar la motilidad y la viabilidad 

(equivalente a la integridad de la membrana plasmática) (Banihani et al., 201; El 

Raey et al., 2016, Fattah et al., 2017 Hufana-Duran et al., 2017). El rol crioprotector 
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de la L-carnitina se ha atribuido a la reducción del estrés oxidativo y del daño al ADN 

espermático durante y después de la criopreservación (Berni et al., 2008; Abdelrazik 

et al., 2009; Thangasamy et al., 2009). De hecho, la suplementación de 12,5 – 50 

mM de L-carnitina al medio de congelación ha permitido mejorar la motilidad y la 

viabilidad de esperma epididimario de gato (Manee et al., 2014). Se ha sugerido que 

la L-carnitina también puede estabilizar la membrana plasmática de los 

espermatozoides, posiblemente a través de la interacción con los fosfolípidos de la 

membrana, que modulan la fluidez de la membrana plasmática (Daena et al., 1984). 

Este fenómeno puede permitir que los espermatozoides resistan daños durante la 

criopreservación. Por lo tanto, esta mejora en la integridad y funcionalidad de los 

espermatozoides podría resultar en mejores características de los 

espermatozoides, como la motilidad. El presente estudio es consistente con los 

estudios descritos anteriormente al evidenciar el mejoramiento de la integridad de 

la membrana plasmática y acrosomal, sin embargo, la motilidad y cinemática no fue 

mejorada. Además, para nuestro mejor conocimiento, este estudio constituye el 

primer reporte del uso de la L-carnitina en esperma epididimario canino sometido a 

un proceso de vitrificación. 

Para probar la capacidad fertilizante del esperma canino congelado-

descongelado y vitrificado-calentado se utilizó la fecundación in vitro heteróloga. Sin 

embargo, como se mencionó anteriormente, la accesibilidad a ovocitos homólogos 

adecuados (es decir, de perras adultas) puede ser limitada, como fue en este caso. 

Por lo tanto, el uso de FIV heteróloga con ovocitos bovinos con zona pelúcida intacta 

fue utilizada como herramienta para superar esta limitación. La FIV se ha descrito 

como un método eficaz para predecir la capacidad fecundante de esperma canino 

fresco, refrigerado o congelado-descongelado (Holst et al., 2000; Mastromonaco et 

al., 2002; De los reyes et al., 2006; Silva et al., 2006). Sin embargo, hasta donde 

conocemos, esta investigación es el primer reporte de la capacidad fertilizante 

mediante una FIV heteróloga usando ovocitos bovinos zona intactos y esperma 

epididimario canino congelado o vitrificado y suplementado con L-carnitina como ha 

sido usado en otras especies domésticas (Larsson y Rodríguez-Martínez, 2000; 

Vasconcelos et al., 2016; Galarza et al., 2019). Esta investigación expuso 
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información específica sobre la unión, penetración, poliespermia y formación de 

pronúcleos de esperma (24 h post FIV). 

Los resultados mostraron una baja interacción entre espermatozoides caninos 

congelados-descongelados o vitrificados-calentado y suplementados o no con L-

carnitina y ovocitos bovinos madurados in vitro en comparación con su contraparte 

control (FIV homóloga: espermatozoides bovinos congelados-descongelados y 

ovocitos de vaca). Esto puede deberse probablemente a la ventaja que tuvieron los 

espermatozoides bovinos y los medios elaborados para una FIV homóloga. No 

obstante, nosotros demostramos que los espermatozoides caninos congelados o 

vitrificados, con o sin L-carnitina tuvieron la capacidad de penetrar los ovocitos 

caninos, fertilizarlos y formar pronúcleos. De hecho, se evidenció ventajas en 

espermatozoides caninos congelados con L-carnitina en comparación con los 

vitrificados sin este aditivo. Asimismo, se pudo evidenciar una correlación entre las 

variables cinemáticas (ej. motilidades, velocidades y linealidad) en aquellos 

espermatozoides congelados o vitrificados con L-carnitina. 

Esto indica que los espermatozoides epididimarios de perro fueron capaces de 

sufrir una reacción acrosómica y los ovocitos bovinos fueron capaces de reconocer 

espermatozoides caninos, lo que está de acuerdo con un estudio anterior que 

sugiere que el sistema lítico del acrosoma se conserva entre los mamíferos (Adham 

et al., 1996). Reportes anteriores desarrollados en otras especies indican que 

espermatozoides suplementados con L-carnitina mejoran la capacidad de unión de 

los espermatozoides a los ovocitos (Yang et al., 2020) así como la penetración 

(Longobardi et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Jessica Paola Fernández Collahuazo; Angel Eduardo Ramón López 65 

 

 

5. CONCLUSIONES 

Los resultados de la presente investigación concluyen que la suplementación de L-

carnitina al diluyente de congelación o vitrificación produjo un efecto crioprotector 

en los espermatozoides epididimarios caninos debido a un mejoramiento de la 

integridad simultánea de las membranas plasmática y acrosomal. Sin embargo, ni 

en la congelación ni en la vitrificación se observó el efecto potenciador de 

locomoción de la L-carnitina debido a que ninguna variable cinemática fue mejorada 

después del proceso de criopreservación.  

Además, el proceso de congelación mostró ciertas ventajas sobre el proceso de 

vitrificación debido a los valores más altos de motilidad, velocidades, frecuencia de 

batida de flagelo y fertilidad después de una FIV heteróloga, independientemente 

de la adición o no de L-carnitina a los medios de criopreservación. No obstante, 

algunas variables cinéticas de progresividad se correlacionaron con la fertilidad in 

vitro lograda únicamente con los medios de congelación y vitrificación 

suplementados con L-carnitina.  

  

 

 

 

 

 

 

  



 

Jessica Paola Fernández Collahuazo; Angel Eduardo Ramón López 66 

6. RECOMENDACIONES 

 Se recomienda el uso L-carnitina en los medios tanto de congelación como 

vitrificación, para criopreservar espermatozoides epididimarios (mantenidos 

en congelación hasta 96 horas). En consecuencia, la viabilidad y capacidad 

fertilizante encontrada mediante la adición de la L-carnitina, puede permitir 

en un futuro, ser considerado un antioxidante óptimo en distintas técnicas de 

reproducción asistida.  

 Es recomendable valorar la fertilidad de los espermatozoides 

criopreservados con el uso de L-carnitina en condiciones in vitro o in vivo, 

mediante fecundación in vitro homóloga o inseminación artificial, 

respectivamente.   

 Finalmente, se recomienda evaluar el efecto de la L-carnitina a distintas 

concentraciones, en semen criopreservado de perro, tanto eyaculado como 

epididimario, en investigaciones posteriores.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Orquiectomía en un perro mayor a un año de edad. 

 

 

Anexo 2. Método de conservación de muestras con bolsas ziploc en un cooler 

previo al procesamiento. 
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Anexo 4. Canalización del conducto deferente para llevar a cabo el proceso del 

flujo retrógrado, para recuperación de semen. 

 

 

 

Anexo 3. Separación del epidídimo para facilitar la 
extracción de semen, a partir de estos. 
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Anexo 5. Conformación de los pools a partir de 3 muestras epididimarias óptimas. 

 

 

 

Anexo 6. Esterilización de pajuelas previo a la congelación de semen. 
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Anexo 7. Conformación de los pellets, con gotas de las muestras espermáticas 

(30 μl) a 15 cm de altura.    

                                   

 

Anexo 8. Semen descongelado atemperándose en baño María previo al análisis 

de motilidad. 
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Anexo 95. Adición de la mezcla de fluorescencia en la muestra espermática con 

hepes y con la luz apagada. 

                      

 

Anexo 10. Evaluación de las muestras teñidas, para definir la integridad de 

membranas espermáticas. 
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Anexo 11. Limpieza de campos de motilidad del sistema CASA. 

            

 

Anexo 12. Aspiración folicular de ovarios del camal de Cuenca. 
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Anexo 136. Búsqueda y clasificación de ovocitos para colocarlos a madurar (MIV). 

 

Anexo 74. Placas una vez realizadas el proceso de fijación, tinción y montaje para 

evaluar el resultado de la FIV a las 24 h. 

 

 

                                  


