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il RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la influencia de 3 concentraciones
de glicerol como crioprotector, sobre la calidad de semen canino. Para esto se aplicé el
estudio pre experimental con pre y post prueba. Se trabajé con 4 caninos de diferentes
razas de 2 a 5 afios de edad, de los cuales se obtuvo un total de 12 eyaculados; un
eyaculado por canino cada semana durante 3 semanas. Soélo se trabajé con 8 eyaculados
ya que los 4 primeros fueron para la prueba control. A estos 8 eyaculados se les sometié a
las tres concentraciones de glicerol (4, 5 y 6%); obteniéndose un total de 96 muestras
empacadas en pajuelas de 0.25 ml cada uno, distribuidos en 4 grupos con cuatro
repeticiones para cada concentracién de glicerol. Para determinar la calidad de semen
canino post descongelamiento se empled la técnica espermiograma convencional. Se logré
determinar que hay diferencias significativas (p<0.05) entre los 3 tratamientos; con una
tendencia que favorece al tratamiento 2 (glicerol al 5%) ya que tuvo un porcentaje mayor
de espermatozoides viables y membrana funcional intacta a la prueba con motilidad
progresiva con un x+ IC 87.5+4.98, concentracion espermatica con un x+ IC 172.43 + 5.64,
tincion de eosina - nigrosina con un x+ IC 150.06 + 6.88 y al test hiposmotico con un xx IC
158.06 +7.14. Se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos 1y 3
(glicerol al 4% y 6% respectivamente) a la prueba con motilidad progresiva con un xt IC
(75 £ 4.98; 42.5 + 4.98), concentracion espermatica con un xt IC (114 + 5.64; 89.25 +
5.64), tinciéon de eosina — nigrosina con un x+ IC (93.56 + 6.88; 66.56 +6.88) y al test
hiposmaético con un xx IC (131.12 £ 7.14; 84.5 +7.14) respectivamente. Los resultados
obtenidos permiten concluir, que la utilizaciébn de estos 3 tratamientos evaluados y la
prueba control en la presente investigacion, proporcioné efectos variables, siendo el mejor,
la concentracién del glicerol al 5%. Por lo que se sugiere crioconservar semen canino con
la concentracion del 5% para mejores resultados, descartando asi la concentracion del 4%
y 6% de glicerol.

Palabras claves: Espermatozoides, Hidroximetil-aminometano, congelacion, Dimetilsulfoxido



iv ABSTRACT

The present investigation had as objective to determine the influence of 3 concentrations of glycerol
as cryoprotector, on the quality of canine semen. For this the pre-experimental study with pre and
post test was applied. We worked with 4 canines of different races from 2 to 5 years of age, from
which a total of 12 ejaculates were obtained; One ejaculate per canine each week for 3 weeks. We
only worked with 8 ejaculates since the first 4 were for the control test. These 8 ejaculates were
subjected to the three concentrations of glycerol (4, 5 and 6%); Obtaining a total of 96 samples
packed in straws of 0.25 ml each, distributed in 4 groups with four replicates for each concentration
of glycerol. To determine the quality of canine semen after thawing, the conventional spermiogram
technique was used. It was possible to determine that there were significant differences (p <0.05)
among the 3 treatments; With a tendency that favors treatment 2 (5% glycerol) as it had a higher
percentage of viable spermatozoa and an intact functional membrane to the test with progressive
motility with an x £ IC 87.5 + 4.98, spermatic concentration with an x £ IC 172.43 + 5.64, eosin -
nigrosin staining with x + Cl 150.06 + 6.88 and the hyposmoatic test with an x £+ Cl 158.06 + 7.14.
Significant differences (p <0.05) between treatments 1 and 3 (4% and 6% glycerol, respectively)
were observed for the progressive motile test with x + IC (75 £ 4.98, 42.5 + 4.98), sperm
concentration (93 + 5.64, 89.25 + 5.64), eosin - nigrosin staining with x £ IC (93.56 + 6.88, 66.56 +
6.88) and hyposmotic test with x + CI (131.12 + 7.14, 84.5 + 7.14) respectively. The results obtained
allow us to conclude that the use of these 3 treatments evaluated and the control test in the present
investigation provided variable effects, the best being the concentration of glycerol at 5%. Therefore
it is suggested to cryopreserve canine semen with the concentration of 5% for better results, thus
discarding the concentration of 4% and 6% of glycerol.

Key words: Spermatozoa, Hydroxymethyl aminomethane, freezing, Dimethylsulfoxide
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l. INTRODUCCION

Con el avance de la tecnologia se ha presentado un creciente interés por el area
de reproduccién en caninos. El uso de la inseminacion artificial se ha
incrementado  considerablemente, usandose especialmente el semen
criopreservado, ya que brinda diferentes opciones como el cruzar el material
genético en todo el mundo sin la necesidad fisica del animal, sobrepasar el efecto
de la edad e incluso la vida del individuo, la preservacion de los genes en el
banco de semen y el aumento de la variabilidad genética.

El poder realizar un andlisis adecuado de las diferentes concentraciones de
glicerol como crioprotector de semen canino, nos permite mantener la capacidad
fertilizante del mismo, asi como brindar informacion mas profunda en el area de
la biotecnologia de la reproduccion de pequefios animales y ademas, en un
futuro se podra llevar a cabo la utilizaciébn de estos para mejorar los alcances
reproductivos en nuestro pais, ya que se busca aportar conocimientos que guien

a una mejor preparacion y analisis de la criopreservacion de semen canino.

EL siguiente trabajo de investigacion pretende determinar cuél de las
concentraciones de glicerol, mantiene de mejor forma las caracteristicas y
viabilidad de los espermatozoides caninos, realizando un analisis del semen previa
crioconservacion y post prueba, evaluando ademas, todos los parametros de
funcionalidad espermatica y asi permitir la utilizacion y aumento del potencial y

rendimiento reproductivo.



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Uribe R y colaboradores (1) en la investigacion “Evaluacion del semen canino,
sometido a congelaciéon con diferentes concentraciones de glicerol como
crioprotector” tuvo como propdsito evaluar el efecto de tres diferentes
concentraciones de glicerol sobre el semen canino sometido a procesos de
criopreservacion. El método usado para recolectar semen canino fue por medio de
manipulacion manual, obteniéndose 12 muestras seminales de machos de la raza
labrador, clinicamente sanos y sometidos a las mismas condiciones de manejo.
Cada muestra se dividié en cuatro tratamientos (T1: control, T2: 4%, T3: 6% y T4:
8% de glicerol); a los cuales se les evalu6 el volumen, pH, movilidad,
concentracion, morfologia y vitalidad, respectivamente. En el analisis pos
descongelacién determinaron las diferencias seminales y se establecio su relacién
con la concentracién del crioprotector. Los resultados obtenidos en este proyecto
mostraron diferencias significativas entre las variables morfologia, mortalidad y
concentracion; igualmente se establecio que los tratamientos T2 (4% de glicerol) y
T3 (6% de glicerol) presentaron mejores resultados para la congelaciéon de semen

en caninos.

Corti GL (2) en la tesis “Evaluacion de la capacidad fecundante del semen
congelado de perro (Canis Familiaris), en ova recuperadas de perras en celo
inducido” con el propésito de evaluar la capacidad fecundante del semen
congelado de perro, en ovas recuperadas de perras en celo inducido, se
seleccionaron 6 eyaculados, provenientes de 2 perros de fertilidad probada, y 6

perras, en estado de anestro, evidenciado mediante citologia vaginal.

El método usado para evaluar los eyaculados fue a través de un espermiograma

convencional, y posteriormente congelados, en pajuelas de 0,5 ml utilizando como
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diluyente TRIS-Fructosaéacido citrico, 20% de yema de huevo, 8% de glicerol. Una
vez almacenadas en nitrégeno liquido las muestras fueron descongeladas para
ser evaluadas a través de la motilidad espermatica. Los resultados obtenidos
permiten concluir que es posible la congelacidon de semen de perro y obtener
buenos resultados de motilidad después de congelado, previa seleccién de los
eyaculados, asi como que es posible inducir celos fértiles con el tratamiento
utilizado y lograr fecundacion de las ova con semen congelado, mediante
inseminacion artificial intravaginal, con un porcentaje superior al 50% y que puede

alcanzar hasta el 90%.

Restrepo BG (3) en la investigacion “Criopreservacion de semen canino por
congelacion rapida con glicerol y dimetilformamida” con el objetivo de comparar el
efecto de la congelacion rapida con glicerol y Dimetilformamida sobre la calidad
post-descongelacion del semen canino se usé el método de criopreservacion por
congelacion rapida, para ello fueron implementados cuatro tratamientos (glicerol al
3% y 5%, y Dimetilformamida al 3% y 5%). Posterior a la descongelacién, fueron
evaluados para cada tratamiento, la movilidad individual, la morfologia
espermatica y la integridad de membrana de los espermatozoides. En los
resultados obtenidos para la movilidad individual se encontré superioridad del gli-
cerol 5% sobre DMF 5%, glicerol 3%, y DMF 3%. Para la integridad de membrana,
DMF 5% obtuvo el mayor promedio siendo superior a glicerol 3% y DMF 3%, pero
sin diferencia estadistica sobre glicerol 5%. Para la morfologia espermatica no se
encontré diferencia estadistica entre glicerol 5%, glicerol 3% y DMF 5% pero si
hubo diferencia entre estos y DMF 3%, por lo tanto se concluye que el glicerol y la
DMF en concentraciones del 5% proveen una proteccion similar del semen canino

durante la criopreservacion por congelacién rapida.
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Carlotto RG (4) en la tesis “Efecto del momento de adicion del glicerol durante la
curva de enfriamiento sobre la calidad espermatica durante el proceso de
criopreservacion de semen canino” con el objetivo de evaluar el efecto del
momento de adicion del glicerol durante la curva de enfriamiento sobre la calidad
espermatica del semen canino utilizé 15 eyaculados de 4 perros adultos. Cada
muestra de semen fue sometida a 3 métodos de adicion del glicerol los cuales se
diferenciaron por la concentracion de glicerol presente en el dilutor durante la
curva de enfriamiento. Finalizada la curva de enfriamiento el semen se envaso en
pajillas de 0.5 mL para proceder al congelamiento en nitrégeno liquido. La
motilidad progresiva y la integridad funcional de membrana fueron los parametros
utilizados para evaluar la calidad seminal al descongelamiento. Los resultados
obtenidos en esta tesis no se encontr6 diferencia estadistica entre ninguno de los
3 métodos de adicién del glicerol. Por lo tanto se concluye que el momento de
adicion del glicerol no influye de manera diferencial sobre la motilidad progresiva y
la integridad funcional de membrana pudiéndose gracias a esto simplificar el
proceso de criopreservacion al afadir el glicerol al inicio de la curva de

enfriamiento pues ya no se manipularia el semen hasta el envasado.

Bonilla HC y Ballesteros MR (5) en la tesis “Evaluacion de la capacidad
fecundante del semen canino congelado, comparando glicerol, etilenglicol y DMSO
como crioprotectores en el diluyente tris-glucosa-yema de huevo” con el objetivo
de realizar pruebas con 3 crioprotectores diferentes para observar de manera mas
detallada su accion protectora sobre el espermatozoide y asi poder establecer cual
de estas moléculas lo protegia aun mas de la crioinjuria a la cual se ve sometido el
espermatozoide en el momento de la congelacion de semen. Para ello se
emplearon 3 perros de diferentes razas para la posterior obtencion de semen para
su congelacion. El método usado para evaluar los eyaculados fue a través de un

espermiograma convencional.
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Posteriormente se consiguieron 15 perras de gran variabilidad en cuanto a razas y
tamafios las cuales fueron inseminadas con el semen obtenido anteriormente
para ser valoradas a los 25 dias pos inseminacion por medio de ecografia
diagnosticando prefiez positiva 0 negativa; asi se valor6 la capacidad fecundante
del semen congelado evaluado con tres crioprotectores diferentes diluidos en un
mismo medio. Los resultados obtenidos arrojaron que hay diferencias
significativas en la evaluacion microscopica entre las moléculas crioprotectoras
(Glicerol, Etilenglicol, DMSO), vy se puede concluir que es el Etilenglicol la
molécula crioprotectora que mejor protege al espermatozoide de los dafios

ocasionados por la congelacion en Nitrégeno liquido (-190°C).

Andrade Martins CB (6) en la tesis doctoral “Influencia en la calidad espermatica
de la adicién de distintas concentraciones de crioprotectores para la conservacion
del semen canino”, el objetivo de esta tesis doctoral fue valorar visualmente la
motilidad total y progresiva de los espermatozoides en refrigeracion diluidos en
medios suplementados con los aminoacidos glutamina, prolina y taurina, a
concentraciones de 30, 50 y 80 mm, a fin de determinar cuél de los aminoacidos y
en que concentracién permite conservar mejor las caracteristicas de motilidad del
espermatozoide canino en refrigeracion a 4°C. Para ello, se ha utilizado la fraccién
espermética de 9 eyaculados de 9 perros Pastor Aleman de entre 3 y 6 afios.
Dichos eyaculados fueron agrupados de 3 en 3 a fin de constituir pools y asi,
obtener una mayor variabilidad de individuos, al mismo tiempo que un mayor
volumen y numero de espermatozoides por muestra a analizar; de modo que fuera
posible realizar los analisis a lo largo de los dias. Cada pool fue dividido en 10
alicuotas, las cuales se mezclaron con cada uno de los medios diluyentes en la
proporcion 1:5 (semen: diluyente) dando lugar a una concentracion de
aproximadamente 50x106 espermatozoides por mL. Las mediciones se realizaron
visualmente a las 24, 48, 72, 96 y 168 horas (7 dias). El estudio estadistico
consistié en la comparaciéon mediante analisis de la varianza (ANOVA) y el test de

comparaciones multiples de Duncan para p<0,05, siendo realizadas 3 réplicas en
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este estudio preliminar. Se concluyd que la utilizacibn como crioprotector, para la
congelacion del semen canino, de etilenglicol al 4% presenta resultados similares
de motilidad a los obtenidos con 8% de glicerol; sin embargo, resulta perjudicial
cuando se emplea al 8%. La adicion de Equex STM Paste® a un diluyente con 5%
de etilenglicol mejora los resultados frente al 4% de etilenglicol o el 8% de glicerol.
Sin embargo, el uso de etilenglicol no obtuvo mejores resultados que el diluyente
Uppsala Equex, el cual permite una mayor supervivencia celular post-

descongelacion.

2.2. Crioconservacion

La crioconservacion es el proceso mediante el cual los espermatozoides y su
capacidad fecundante son reducidos o interrumpidos del metabolismo celular por
un periodo prolongado. Este objetivo se puede conseguir por medio de la
refrigeracion, aunque principalmente mediante la criopreservacion siendo
necesario mantener el semen a temperaturas inferiores a -130°C para detener
completamente los procesos metabdlicos (4). Esta técnica permite el
almacenamiento de semen por periodos muy prolongados, brindando muchos
beneficios entre los cuales se encuentran: facilitar las posibilidades de
reproduccion de diversos individuos, salvaguardar las caracteristicas genéticas
beneficiosas encaminadas a las mejoras de las especies, y para la conservacion
de especies silvestres y razas caninas que estan en extincion o cuentan con pocos

ejemplares (7).

2.2.1 Etapas del proceso de crioconservacion

Durante los procesos de congelacion y descongelacion del semen, las células se
exponen a un medio hiperosmotico lo que genera cambios morfolégicos en éstas.

Al exponerse las células a este medio hiperosmético se genera una contraccion
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celular inicial; la cual puede revertirse al afadir crioprotectores que ingresan o
recubren las células favoreciendo la proteccion de las mismas (8). El proceso de
crioconservacion de semen incluye cinco etapas: dilucion, refrigeracion, adicion
del crioprotector, congelacién y descongelacion. Mientras que algunas etapas son
relativamente inocuas, otras son muy estresantes, como es el caso de la curva de
enfriamiento y la congelacion. Cada etapa del protocolo utilizado ejerce una
interaccion especial con la estructura, la funcién de la membrana y con el
metabolismo celular; pudiendo el espermatozoide perder su capacidad de

funcionar normalmente en cualquiera de estas etapas (09).

a) Dilucion

Inmediatamente después de colectado el semen, el primer paso en el proceso es
su dilucion en un medio que lo proteja adecuadamente durante el proceso de
criopreservacion, a este medio se le denominara dilutor. Los dilutores deberan
mantener la osmolaridad, el pH y la concentracién adecuada de iones del semen 'y
fundamentalmente debe aportar una fuente de energia; finalmente debe proteger
el semen de cualquier efecto nocivo causado por la congelacion y la

descongelacién (10).

b) Refrigeracion

En los afios 80 y 90 los diluyentes utilizados para refrigeracion estaban
constituidos esencialmente por yema de huevo o leche (10). Tanto la yema de
huevo como la leche aportan lipoproteinas de baja densidad, principalmente
fosfolipidos que actian estabilizando las membranas nucleares sin que se
produzcan cambios aparentes en la composicién de las mismas minimizando los

efectos nocivos del frio durante la curva de enfriamiento (11).
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c) Adicién del crioprotector

La utilizacion de un agente crioprotector es indispensable en la minimizacién de
los dafios que se producen en los espermatozoides durante el proceso de
congelacion (12). El papel de los crioprotectores es fundamental en el proceso de
congelacion y descongelacién de células vivas pues proporciona proteccion
contra las fuertes alteraciones que se producen en las estructuras intracelulares,

extracelulares y en la composicién quimica (13).

d) Congelacion

A diferencia del semen refrigerado, el semen que se somete al proceso de
congelacion, debe tener un crioprotector. Existen diversos crioprotectores, pero el
mas utilizado en la congelacion de espermatozoides de perro, asi como en los
espermatozoides de otras especies, es el glicerol (14). La congelacion de semen
debe permitir realizar posteriormente una inseminacion artificial con éxito, para
ello se necesita de técnicas complejas. Ademas para proteger el curso de las
etapas que han de descender su temperatura en nitrégeno liquido (- 196°C) vy, la
recuperacion rapida de temperatura en el momento de la descongelacion, es

necesaria la mezcla con un diluyente apropiado (2).

Primer paso o periodo de equilibrio:

La muestra es enfriada lentamente desde la temperatura ambiente hasta una
temperatura por encima de su punto de congelacion (15). Por esto las pajuelas
deben mantenerse a 5°C por 2 a 6 horas antes de someterse a cualquier
velocidad de congelacion para asi obtener una buena congelabilidad y fertilidad
(16).
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Segundo paso:

La muestra es congelada tan rapido como sea posible, minimizando el tamafio de

los cristales de hielo (15).

Tercer paso:

La muestra congelada alcanza la temperatura de almacenamiento (-196°C), lo
suficientemente rapido para evitar la re cristalizacién ™ Durante el proceso de
enfriamiento, se producen en los espermatozoides efectos dafiinos, los cuales

pueden ser reducidos con crioprotectores (16).

e) Descongelacion

La descongelacion de espermatozoides de perro a tasas de tiempo mejoraria la
viabilidad espermatica. La descongelacion en agua a 70°c por 8 minutos,
prolongaria la sobrevida en relacién a la descongelacion mas lenta a 38°c por 1

minuto. Los factores que influyen sobre la motilidad tras la descongelacién son:

- Variacion individual entre eyaculados.

- La congelacién/descongelacion aumenta la incidencia de anomalias en el
acrosoma.

- La presencia de gotas proximales, cuellos rotos y piezas medias curvadas y
retorcidas suelen ser causa de mala motilidad tras la descongelacion (9).
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2.2.2 Factores determinantes de la crioconservacion

En los procesos de criopreservacion de semen canino existen diversos factores
qgue influyen en su capacidad fertilizante. Las células espermaticas son expuestas
a soluciones que contienen agentes crioprotectores, los cuales evitan parcialmente
la formacion de hielo intracelular y el dafio en las membranas. Sin embargo,
dichas sustancias, sumadas a los severos cambios térmicos y osmaoticos propios
de la técnica, pueden tener otros efectos adversos sobre los espermatozoides,
como las alteraciones en el ADN, el aparato genético, la actividad mitocondrial, el
rompimiento de membranas por la peroxidacién de los lipidos, y en los acrosomas
por dafios como el hinchamiento, la distribucién no uniforme de su contenido, y la
vesiculacion de la membrana externa acrosomal. Dichas alteraciones han sido
directamente relacionadas con la reduccién en la fertilidad del semen canino
criopreservado, principalmente cuando involucran dafios de la estructura y funcién

de la membrana plasmatica (3).

2.2.3 Agentes crioprotectores

Un crioprotector es una pequefia molécula que penetra facilmente en el interior de
las células y, de esta forma, reduce el punto de congelacion del agua (17). son
sustancias hidrosolubles de baja toxicidad que disminuyen el punto eutéctico del
semen diluido (18). El descenso del punto eutéctico implica que el espermatozoide
alcanzara la maxima concentracion de solutos a una menor temperatura,
permitiendo que el espermatozoide se deshidrate y sufra un menor estrés
osmotico (19). La mayor deshidratacion celular sufrida en el espermatozoide
gracias al empleo de crioprotectores previene la formacién de hielo intracelular,
disminuyendo las lesiones en la membrana por el proceso de criopreservacion, al
mismo tiempo se evita los efectos adversos de la deshidratacion excesiva por que
el crioprotector ingresa al medio intracelular del espermatozoide evitando el

colapso celular (20).
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Cuando la temperatura es inferior a -40°C, la concentracion de crioprotector llega
a ser tan alta en la solucién no congelada restante, que el hielo deja de crecer.
Las células sobreviven suspendidas en el liquido residual no congelado entre los
cristales de hielo. Cuando la temperatura se sitta por debajo de -100°C
aproximadamente, esta soluciébn no congelada, que contiene las células se
transforma en un sélido vitreo. Esta es la forma en la cual los crioprotectores

protegen a las células (17).

Los agentes crioprotectores constituyen buenos medios de dilucion al realizar las

funciones:

a) Aportan nutrientes como una fuente de energia,

b) Protegen contra el efecto nocivo del enfriamiento rapido,

¢) Son amortiguadores que impiden cambios perjudiciales en el pH al formarse
acido lactico,

d) Mantienen la presién osmatica apropiada y el balance electrolitico

e) Inhiben la proliferacion bacteriana,

f)Incrementan el volumen del semen de modo que éste puede emplearse para
multiples inseminaciones y

g) Protegen a las células espermaticas durante el congelamiento (21).

2.2.4. Clasificacion de crioprotectores

Los crioprotectores se han clasificado segun su capacidad para atravesar la
membrana: en penetrantes como glicerol, Dimetilsulfoxido (DMSO), etilenglicol, y
en no-penetrantes incluyendo determinados azucares como la trehalosa, sacarosa
y lactosa; actualmente el mas usado en la criopreservacion de semen canino es el

glicerol (22).
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a) Glicerol

En el grupo de los crioprotectores penetrantes, se encuentra el glicerol, el cual es
un alcohol con tres grupos hidroxilos (C3HgO3) de alta permeabilidad (23) y se une
directamente a los fosfolipidos de la membrana reduciendo su fluidez e
interactuando con las proteinas y glicoproteinas de la membrana regula la
deshidratacion  espermatica durante el congelamiento al reemplazar

osmoéticamente el agua intracelular (7).

El glicerol es el crioprotector mas utilizado en los protocolos de congelacién del
semen de perro, y practicamente en todas las especies domésticas. Su
descubrimiento como agente crioprotector se debe a Polge y ha marcado un
avance notable en la preservacion del semen, por medio de la congelacion (24).

Su bajo peso molecular le permite ingresar a la célula mediante los canales
aquaporin 7 y reemplazar osméticamente el agua intracelular durante el proceso
de congelamiento, esto combinado con una velocidad de congelamiento lenta

reduce la formacién de cristales de hielo intracelulares (25).

El glicerol posee como limitante su toxicidad parcial debida al estrés osmético que
genera. Dado que tiene una menor velocidad de difusion a través de la membrana
plasmatica respecto a otros crioprotectores. De igual forma, se reporta que el
glicerol causa la alteracion de la union del espermatozoide con el oocito, lo cual
disminuye la capacidad fertilizante del semen vy, por lo tanto, reduce las tasas de

concepcion posteriores a la inseminacion artificial (3).
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b) DMSO

Dimetilsulfoxido (DMSO) es un versatil compuesto quimico, es el miembro mas
simple del grupo de los alkil sulféxidos, de formula quimica CH3SOCHj3;. Es una
sustancia que se puede usar como crioprotector o criopreservante ya que pasa a
través de la membrana celular més facilmente que el glicerol, evita la cristalizacion
del agua dentro de la célula. La concentracion en la cual se han obtenido mejores

resultados con este crioprotector es al 5% (26).

Esta sustancia permite la fusién de las membranas a una temperatura aproximada
a 0°C, evitando la difusion de los cationes y demas componentes intracelulares a
través de las roturas de membrana causadas por la formacion intracelular de hielo.
Su adicién al diluyente no ha sido beneficiosa para la supervivencia del
espermatozoide descongelado de perro., s6lo o en combinacion con el glicerol,

resultando en una marcada reduccion de la motilidad (27).

c) Etilenglicol

El etilenglicol (EG) es un polialcohol (C2HgO2) crioprotector cuyo peso molecular
(62,07) es inferior al del glicerol (92,10). Es utilizado universalmente en la

congelacion de tejido y de embriones de distintas especies (6).

La permeabilidad de las células para cada crioprotector es diferente y se ha visto
que el etilenglicol penetra mucho mas rapido a las células esperméticas de
humano, raton y verraco. Rota realizo una comparacion entre el glicerol y el
etilenglicol en el diluyente tris-yema de huevo midiendo la motilidad, longevidad y
funcionalidad de la membrana del espermatozoide canino encontrando diferencias

significativas siendo muy superior el etilenglicol con una motilidad del 63.6% =+
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6.4% y para el glicerol 46% + 9.9%. Con un descenso dramatico en la motilidad en
la primera hora, de igual forma la integridad funcional de la membrana plasmética
en la prueba hiposmotica durante la primera hora fue superior el etilenglicol (63%
+ 3%) que el glicerol (59%+_ 6.2%) pero al finalizar las 4 horas fue superior el
glicerol con un porcentaje de 31% +_4.1% mientras que el etilenglicol obtuvo un
porcentaje de 25% +_ 2.3% (27).

2.3. Diluyentes de semen canino

Los dilutores deberan mantener la osmolaridad, el pH y la concentracion adecuada
de iones del semen y fundamentalmente debe aportar una fuente de energia;
finalmente debe proteger el semen de cualquier efecto nocivo causado por la
congelacion y descongelacién. En los afios 80 y 90 los diluyentes utilizados para

refrigeracion estaban constituidos esencialmente por yema de huevo o leche (28).

Tanto la yema de huevo como la leche aportan lipoproteinas de baja densidad,
principalmente fosfolipidos que actlian estabilizando las membranas nucleares sin
que se produzcan cambios aparentes en la composicion de las mismas
minimizando los efectos nocivos del frio durante la curva de enfriamiento (11).
Para inhibir la proliferacion de microorganismos en el semen, se agregan

penicilinas, estreptomicina, polimixina B, u otras combinaciones antibioticas (29).

Actualmente, el dilutor de semen canino mas utilizado en situaciones practicas y
experimentales sigue siendo en base a citrato y tris como buffer y azlcares,
principalmente lactosa, glucosa y fructosa en bajas concentraciones como fuente

energética, con 20% de yema de huevo y glicerol como agente crioprotector (4).
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2.3.1. Tipos de Diluyentes

a) TRIS

El compuesto TRIS (hidroximetil-aminometano) es una sustancia organica que
posee la particularidad de formar soluciones acuosas y sistemas reguladores de la
concentracion de iones de hidrogeno, el cual protege a los espermatozoides de los
cambios de pH; por este motivo para ser utilizado en la criopreservacion de semen

requiere estar asociado con el acido citrico (29).

El TRIS es utilizado en la criopreservacion de semen por su capacidad
amortiguadora de pH, osmética y ser muy poco toxico aun en altas
concentraciones; ademas neutraliza los productos de desecho resultantes del

metabolismo de los espermatozoides y particularmente al acido lactico (30).

Para proveer de energia al espermatozoide, los dilutores deben contener
azucares del tipo monosacéaridos. La principal fuente de energia para los
espermatozoides es la fructosa, sin embargo, este también es capaz de
metabolizar otros monosacaridos como la glucosa y manosa; las células glucolizan
mejor la fructosa que la glucosa, esto se debe a que la fructosa no requiere el

paso en el metabolismo de glucosa catalizado por la fosfofructoquinasa (31).

b) Yema de huevo
La yema de huevo es un componente basico que esta presente en casi todos los

diluyentes para refrigeracion y congelacion, cuyas caracteristicas protectoras

contra el frio son conocidas desde los trabajos de Phillips y Lardy (4).
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Debido a la compleja naturaleza de la yema, los investigadores se encontraron
con dificultades para determinar los factores especificos responsables de los
efectos beneficiosos y de su modo de actuacion. Ademas se precisé que la
porcién lipidica de la yema constituida por los fosfolipidos, lecitina y cefalina, es
efectiva en la proteccidbn contra el choque térmico, hecho confirmado por
Blackshaw, quien también precis6 que la lecitina era el principal fosfolipidos
protector pues impide el flujo y la acumulacion de Ca2+ en el espermatozoide de
toro y carnero . Algunos trabajos atribuyen la actividad protectora de la yema,
contra los choques térmicos y la pérdida de motilidad, a la interaccién con la
membrana plasmética, méas concretamente, a la débil interaccion de los

fosfolipidos de la yema con la membrana plasmatica (32).

También se ha sustentado que las lipoproteinas de baja densidad son los
componentes de la yema que consiguen el efecto crioprotector, evitando el choque
térmico, previniendo el dafio peroxidativo y preservando la integridad de la
membrana (33). Las investigaciones posteriores sobre la naturaleza de esta
proteccion han revelado que la fraccidon cationica e hidrosoluble de la yema,
debido a su carga, compite con los péptidos catidnicos del plasma seminal en la
unién a la membrana del espermatozoide, evitando los efectos negativos de los

péptidos (4).

2.4. Calidad de semen canino

2.4.1. Semen canino

El semen canino esta constituido por dos componentes, uno celular conformado

por espermatozoides y uno liquido o plasma seminal constituido principalmente

por la secrecion prostatica (Gnica glandula sexual accesoria en el perro (34).
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2.4.1.1. El proceso de la espermatogénesis:

Tiene 3 fases:

a) Espermatocitogénesis:

Es la formacién de espermatides a partir de las espermatogonias (35).

b) Espermiogénesis:

Las espermatidas se transforman en espermatidas maduras que se liberaran al

lumen de los tabulos seminiferos, transformadas en espermatozoides (36).

c) Espermiacion:

Es la liberacion de los espermatozoides desde la membrana basal de los tubulos

seminiferos hasta el lumen (36).

2.4.1.2. Capacitacion de los espermatozoides

Se da mientras los espermatozoides avanzan por la region caudal del istmo del
oviducto. Solamente los espermatozoides vivos que tiene acrosomas reactivos

pueden capacitarse (36).

2.4.2. Caracteristicas del semen canino

Por lo general, el color del semen de perro va de blanco a opalescente y opaco. La
intensidad de la opacidad depende de la concentracion de espermatozoides. Un
semen claro e incoloro sugiere azoospermia. Se puede encontrar un tinte

amarillento por contaminacion con orina o pus. Un tinte verde, con o sin cumulos,
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coagulos o escamas, sugiere pus e infeccion en el aparato reproductivo. Un tinte
rojo sugiere la presencia de sangre, que suele provenir de la préstata o de un
pene traumatizado. La presencia de sangre no necesariamente indica
enfermedad. Sin embargo, la recurrencia de cualquier anomalia causa

preocupacion y sugiere un estudio adicional (37).

El olor natural del semen es caracteristico para cada especie, por lo tanto sélo
puede ser reconocido por la experiencia. Se valora la motilidad de los
espermatozoides individuales tan pronto como sea posible después de obtener la
muestra de semen. Se coloca una gota de semen en un porta objeto previamente
entibiado y se observa al microscopio a 200x hasta 400x en cuanto a movimientos

de avance progresivo de espermatozoides individuales (37).

2.4.3. Partes del semen canino

El eyaculado del perro esta constituido por 3 fracciones bien diferenciadas:
Primera fraccion:

Es transparente, de consistencia acuosa, proviene de la prostata, no contiene
espermatozoides y su emision dura de 30 a 50 segundos. Representa el 2-3% del
volumen total, es llamada “fraccion pre espermatica” (35).

Segunda fraccién:

Tiene un color que varia entre gris y blanco lechoso y su consistencia es mas
viscosa que la primera; proviene del epididimo y contiene a los espermatozoides;

su emision tiene una duracién de 50 a 80 segundos. Constituye del 6-7% del

volumen total, es la “fraccion espermatica” (35).
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Tercera fraccion:

Proviene de la prostata y es de color transparente, de consistencia acuosa, luego
de la fraccibn espermatica comienzan movimientos pulsatiles de la uretra. Esta
fraccidbn no contiene espermatozoides, es la mas abundante y su emision tiene
una duracién promedio de 3 a 30 minutos. Del volumen total eyaculado, ocupa el
90%. Se llama “fraccion prostatica” (35) La funcion fisiologica de las distintas
fracciones del eyaculado no se conoce, pero se sostiene que la primera podria
arrastrar la orina de la uretra del perro, mientras que la tercera, arrastraria la

segunda fraccién a través del cérvix de la hembra (38).

La presencia de adrenalina, noradrenalina y prostaglandinas en el semen puede
sugerir que el rol es la estimulacion del tracto reproductivo de la hembra para el
transporte espermatico, controlando la frecuencia y amplitud de las contracciones

de la musculatura circular y longitudinal del tracto reproductivo (39).

2.4.4. Criterios para la evaluacion del semen canino

Los parametros seminales de movilidad del 70%, morfologia del 70% de
espermatozoides normales, y espermatozoides vivos 80%, deben tratar de
conservarse lo mejor posible en el semen congelado, por tal motivo varios
estudios muestran que concentraciones entre el 2% y 10% de glicerol han sido
usadas con el fin de preservar las caracteristicas fecundantes de muestras

seminales sometidas a procesos de congelacion y descongelacion (1).

Existen una gran variedad de parametros y pruebas de laboratorio que han sido
probadas para evaluar la calidad del semen usado para |.A, y asi predecir la
capacidad fecundante del mismo. El uso de estas pruebas en forma combinada

puede aumentar la exactitud en la estimacién de la funcion espermética (40).

27



Los principales parametros para la evaluacion del semen canino son:

a) Apariencia

El semen debe ser de aspecto cremoso y de color blanquecino, debido a la
presencia de los espermatozoides. Sin embargo, estas caracteristicas varian
dependiente fundamentalmente de la concentracion espermatica del eyaculado y
de la presencia de concentraciones. Por ejemplo, una coloraciéon amarillo intenso,
indica presencia de orina, la cual es espermicida por sus contenidos ureicosy p H
acido, afectando la calidad del semen. Una coloracion verde o roja, pueden
indicar patologias o contaminaciones que pueden conducir a la decision de

descarte del semen (41).

b) Volumen

El volumen es medido mediante un tubo colector graduado; donde la cantidad de
eyaculado varia segun la edad, el tamafo, la frecuencia de colecta, métodos y

duracion de las colectas. El volumen normal varia de 1 a 40 ml por eyaculado (42).

¢) Movilidad masal

Para la observacion de la movilidad masal se examina una muestra de semen no
diluido en aumento de 4X o 10X para observar la existencia eventual de
“oleadas”, movimientos de flujo y reflujo provocados por la reunién y posterior
dispersion de los espermatozoides. La existencia de estas ondas se considera
generalmente como indicio de buena vitalidad y alta concentracion de los

espermatozoides en el eyaculado (41).
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d) Movilidad individual

Este parametro es utilizado como indicador de la funcidbn espermatica. La
movilidad es normal cuando el espermatozoide presenta un movimiento progresivo
gue le permite avanzar con cierta rapidez. Normalmente se desplazan gracias a
movimientos de la cola al mismo tiempo que experimentan una rotacion alrededor
de su eje longitudinal, de tal forma que la progresion final resulta rectilinea. Para
evaluar la movilidad individual se utiliza un microscopio Optico y aumento de 40X.
Una movilidad progresiva adecuada para inseminacion artificial debe ser de 70%

aproximadamente (41).

e) Morfologia

La morfologia espermatica es un parametro indispensable en la evaluacion
seminal, dado que intrinsecamente esta implicada en los problemas de fertilidad
tanto en la especie canina como en otras especies (43). Las anormalidades de los

espermatozoides se clasifican en primarias y secundarias:

Anormalidades primarias

Este tipo de anormalidades ocurren durante espermatogénesis (dentro de los
tubulos seminiferos), suelen ubicarse en la cabeza y porcion media del

espermatozoide (5).

Anormalidades secundarias

Estas son problemas en la maduracién del mismo espermatozoide ocurre durante
el transito a través del sistema de ductos del testiculo y epididimo. Como un
ejemplo de esta anormalidad es la gota citoplasmatica. Deben ser menores al 20%

del esperma defectuoso en el perro normal. Las anormalidades no deben ser
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mayores al 30% de los defectos totales, es decir un semen normal debe tener un
minimo de 80% de espermatozoides morfol6gicamente normales (5).

f) Concentracion

La concentracion de un eyaculado se determina por medio de un hemocitometro o
por espectrofotometria. Una concentracion normal para el semen canino esta
entre 200 y 1 200 millones de espermatozoides por mililitro, con un namero total

de espermatozoides por eyaculado entre 400 y 2 000 millones (44).

El nUmero de espermatozoides por eyaculado varia dependiendo, en parte, de la
edad, la masa testicular, la actividad sexual y la estacion del afio, Aman sugiere
que las razas mas grandes tienen una mayor concentracion de espermatozoides

gue las pequefas (45).

g) Integridad y funcionalidad de membrana

La integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica son esenciales para la
conservacion de la capacidad fertilizante del espermatozoide. Los colorantes
vitales, permiten diferenciar espermatozoides muertos con base a la permeabilidad
de la membrana al permitir el paso o no de los mismos. Las células cuya
membrana plasmatica es funcional y por lo tanto conservan la permeabilidad
selectiva, no permiten el paso del colorante y se observan no tefiidas. Por el
contrario, cuando la membrana plasméatica estd alterada permite el paso del

colorante y la célula se observa tefiida (46).
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Puede utilizarse colorantes vitales como la eosina/azul de anilina, azul de tripano,
eosina/ negrosina. Otros pardmetros de importancia en la evaluacion del semen
canino son el pH, que varia normalmente en un rango muy estrecho de 6.0 -7.5,
con un promedio de 6.5. El cultivo de bacterias que suele producir un conteo
menor al10.000 unidades formadoras de colonias por mililitro, y debe ser negativo
a Micoplasma y Brucella canis. EI nimero de leucocitos normal es menor a
200/ml. Y la determinacion de una baja concentracion o ausencia de fosfatasa
alcalina en el plasma seminal indica una eyaculacion incompleta o una obstruccién

bilateral de los epididimos o los conductos deferentes (44).

h) Prueba de HOST

La prueba de endosmosis (hypoosmotic swelling test - HOST) que consiste en
someter a los espermatozoides a un medio de presion osmoética mas baja que la
fisiol6gica, lo que causa una entrada de agua en la célula con el objetivo de
equilibrar la presion osmotica interna con la del medio externo. La entrada de agua
provoca en la célula un hinchamiento y enrollamiento de la cola, mientras que las
células con la membrana fisica o funcionalmente dafiada no experimentan
cambios en la forma de la cola. Por lo tanto, esta prueba se constituye en un signo

de integridad funcional de la membrana espermética (47).

La prueba de HOST ha sido adaptado para evaluar espermatozoides de varias
especies domeésticas incluyendo el perro, en donde se encontr6 que el
hinchamiento hipoosmético estaba relacionado directamente proporcional con la
movilidad espermatica, sin embargo no se ha relacionado la respuesta a HOST

con la capacidad fertilizante del espermatozoide en caninos (48).

31



[I. MATERIALES Y METODOS

3.1. Espacio y tiempo

3.1.1Espacio

El estudio se realiz6 en el Laboratorio Central de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Escuela Académico Profesional de Medicina Veterinaria, de
la Universidad Alas Peruanas que se encuentra en el distrito de Pachacamac (12°
14’ 3” y longitud 76° 52’) ubicado en la provincia de Lima en el valle costefio
formado por el rio Lurin a 30 km. de distancia al sur de Lima. La universidad Alas
Peruanas es una universidad privada cuya sede principal se ubica en la ciudad
de Lima. En el laboratorio de la Universidad Alas Peruanas se realiza con cierta
frecuencia criopreservacion de semen de especies como bovino, equino y ovino.
El laboratorio cuenta con los equipos de crioconservacion y los materiales
necesarios para los analisis de conservacion y evaluacion de la calidad del

semen canino.

3.1.2. Tiempo
La tesis se desarroll6 entre los meses de febrero a octubre del 2016, en el distrito

de Pachacamac que presenta un clima templado con un promedio de 22°C,

con una humedad relativa de 64% y se encuentra a 75 msnm.

32


http://es.wikipedia.org/wiki/Universidad
http://es.wikipedia.org/wiki/Lima

3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion

La poblacion estuvo conformada por 12 perros machos mestizos, cuyas edades
fluctban entre los 2 y 5 afios de edad, los cuales fueron cedidos voluntariamente
por sus propietarios. Los machos elegidos son de crianza doméstica; ademas se
cuenta con la historia clinica de los pacientes, cuentan con planes sanitarios al dia
(desparasitacion externa e interna y certificado de vacunas y de buena salud al
momento de la toma de la muestra). Negativo a Brucella canis. La dieta que
recibieron es a base de alimento comercial, comida mixta (alimento balanceado y
casero) y sélo alimento casero (véase anexo 1). Por criterios de exclusién que se
describe mas adelante, la poblacion se reduce a 4 caninos para los procesos de
criopreservacion de semen canino, descartdndose de esta manera a los otros 8

individuos.

3.2.2. Muestra

Por la modalidad de la investigacidon la muestra es igual a la poblacion. La muestra
usada fue no probabilistico por conveniencia. En las muestras no probabilisticas,
la eleccion de los elementos no depende de la probabilidad, sino de causas
relacionadas con las caracteristicas de la investigacion o de quien hace la
muestra. Importante considerar que Las muestras no probabilisticas son un
subgrupo de la poblacion en la que la eleccion de los elementos no depende de la
probabilidad sino de las caracteristicas de la investigacion (49).
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3.3. Disefio de investigacion

El disefio de investigacion que se usa es cuasi experimental: con Pre y Post
Prueba. Los cuasi experimentos se llaman asi porque su control es minimo.
Consiste en administrar un estimulo o tratamiento (en este caso la manipulacién
del semen a través de la crioconservacion) a un grupo, para medir su efecto en la

variable dependiente (calidad del semen canino) (49).

3.4. Equipos y procedimiento

3.4.1. Equipos

- Microscopio 6ptico

- Céamara de Neubauer

- Tanque de Bafio Maria

- Tubos de plastico graduados

- Tanque de Nitrogeno liquido

- Nitrégeno liquido

- Termometro digital

- Pipetas de diferente tamafio

- Guantes clinicos

- Pajuelas de 0.25mL

- Jeringuillas de insulina

- Jeringuillas de 3mL,

- Beacker de diferentes tamafios
- Solucion de Eosina y Nigrosina
- Portaobjetos y cubreobjetos

- Glicerol (diferentes concentraciones).
- Agua destilada

- Dextrosa al 5%
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- Magquina selladora

- Caja de tecknopor

- TRIS (trizma base)

- Acido citrico

- Glucosa

- Balanza digital

- Homogenizador

- Imén para homogenizar

- Espatulas

- Probeta de vidrio de 100 Ml
- Embudo de vidrio

- Papel filtro

- Papel manteca

- Bioldgico (yema de huevo y semen canino).

3.4.2. Procedimiento

3.4.2.1. Obtencion de semen

Método Usado: Manipulacion digital

El método de manipulacion digital consiste en la aplicacion de masajes vigorosos
en el bulbo del glande sobre el prepucio, hasta conseguir la ereccion del pene.
Momento en el cual se retrae manualmente el prepucio a fin de exponer
completamente del pene y bulbos del pene. Posteriormente se presiona y se relaja

secuencialmente en la zona del bulbo hasta conseguir la eyaculaciéon (4)

Los eyaculados fueron recolectados mediante la técnica de manipulacion digital
descrita anteriormente, previo acostumbramiento una vez por semana, durante 3

semanas sin perra celadora en el Laboratorio Central de la Escuela de Veterinaria
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de la Universidad Alas Peruanas; colectandose sélo la segunda fraccién seminal
en un frasco graduado. La muestra colectada se mantuvo en bafio maria a 37 °C
para evitar el shock por cambio de temperatura, evitando asi la muerte de

espermatozoides.

Se obtuvieron un total de 12 eyaculados de los 4 caninos seleccionados; los 4

primeros eyaculados fueron usados para la prueba control, utilizandose para el

estudio sélo los ultimos 8 eyaculados.

3.4.2.2. Evaluacién seminal

Método Usado: Espermiograma convencional

Una vez colectada la segunda fraccion de semen se procede a evaluarlas por

espermiograma convencional (44) como se describe para especies domésticas.

Pasos

1. Registro de volumen de la 2da fraccion en Ml.
2. Motilidad progresiva
Se deposité una gota de semen en un portaobjeto sobre una platina temperada a

37°C, para determinar; porcentaje de espermatozoides con movimiento cefalico,

en microscopio optico a 40x, la evaluacion es subjetiva.
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3. Tincion de Eosina/ Nigrosina (vivos /muertos)

Se determin6é el porcentaje de vivos/muertos con tincion de Blom (eosina—
nigrosina), contabilizando 200 células bajo un aumento de 100x. La técnica se

llevé a cabo de la siguiente manera:

- Se coloco una gota de semen fresco temperado a 37°C en una lamina

portaobjetos previamente calentada a 37 °C; se adiciona 1 gota de eosina, se

homogeniza y finalmente se agrega 1 gota de nigrosina, se homogeniza y se deja

reposar por 1 minuto.

- Luego se procede a realizar el frotis.

- Se deja secar por 3 minutos y se contabiliza 200 células a 100x.

- El nimero de células vivas y muertas se determina, por la coloracion de la
cabeza del espermatozoide; siendo las células vivas los espermatozoides sin

tincion y las muertas las que tomaron color rosado.

4. Concentracion espermatica

Determinada por recuento en camara de Neubauer (hemocitdmetro), previa
dilucion (1:200), en agua destilada. La técnica se llevo a cabo de la siguiente

manera:

- Se hizo una dilucién de semen en relacion de 1:200 en agua destilada.
- Se homogenizé la muestra.
- Se dej6 caer las 4 primeras gotas y luego se lleno por capilaridad la cAmara de

Neubauer para observarla al microscopio a 40x.
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Conteo:

Siguiendo las manecillas del reloj, empezamos desde el cuadrante medio, luego
extremo izquierdo superior, el derecho superior, el derecho inferior y finalmente,
el izquierdo inferior.

No se toma en cuenta la parte externa de los cuadrantes.
Aplicacion de férmula:

Esp = E x 100
SAD

Donde:

Esp: nimero de espermatozoides / mm?
E: nimero de espermatozoides contados
S: Suerficie empleada en mm?®

A: Altura de la camara Neubauer

D: Dilucién

Por lo tanto:
Esp = X X 100
1/25 x 1/10 x 1/200

5. Prueba hiposmatica / Host

El test de funcionalidad de membrana HOST se realiz6 usando una dilucion de

semen en relacion de 1:10 en solucién de dextrosa al 5% (252 mOsmol/L) “®),

- Incubandose en bafio maria por un periodo de 25 minutos a 25°C, y

observacion con microscopio (400X).

- Se estim6 prueba positiva de la integridad de la membrana los diferentes

grados de curvatura de colas espermaéticas, realizando un recuento de 200

células por muestra “9.
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3.4.2.3. Congelacion de semen canino

Técnica: Congelacion por almacenaje en nitrégeno liquido.

La Congelacion por almacenaje en nitrégeno liquido, es considerada como la
mejor técnica para preservar semen a través del tiempo, debido a que se obtiene
un porcentaje de espermatozoides moviles descongelados entre el 60 y 70%, y

una tasa de fertilidad del 60% .

Procedimiento:

a) Preparacién de dilutor madre

En un Beacker de 100 ml se agrega 50 ml de agua destilada y se adiciona 3.25
g de TRIS, 1g de glucosa y 1.8 g de acido citrico.

Se homogeniza y se completa con agua destilada hasta 100 ml, homogenizar y
reservar.

De esta solucion se retira 15 ml y se agrega 15 ml de yema de huevo.
Homogenizar y filtrar la solucion, utilizando una probeta de 100 ml y papel filtro.

Incubar a 37 °C y reservar.

b) Preparacion de dilutor glicerinado

- Rotular 3 Beacker de 10 ml para cada concentracién de glicerol (4%; 5% vy
6%).

- Del dilutor madre (filtrado), se retira 10 Ml para cada concentracion de glicerol
y se coloca en el Beacker correspondiente.

- Para la concentracion del 4% de glicerol se retira 0.8 Ml de dilutor madre y se
agrega 0.8 Ml de glicerol, se homogeniza y se reserva.

- Para la concentracion del 5% de glicerol se retira 1 Ml de dilutor madre y se

agrega Ml de glicerol, se homogeniza y se reserva.
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Para la concentracion del 6% de glicerol se retira 1.2 Ml de dilutor madre y se
agrega 1.2 Ml de glicerol, se homogeniza y se reserva.
Estas 3 concentraciones de glicerol (que inicialmente son 8%, 10% y 12%) se

incuban en un cooler a 5 °C por 1 hora, junto a las pajillas y las jeringas.

Preparacion de muestra de semen con cada concentracion de glicerol

Una vez colectada la 2da fraccién de semen, se mide el volumen y se coloca en
un Beacker de 5 ml para luego agregarle el dilutor madre por goteo lento en
relacion 1:1 (2ml de semen con 2 ml de dilutor madre); tanto el semen como el
dilutor madre deben mantenerse a 37 °C.

Homogenizar con la mano por 2 minutos e incubar en una caja de tecknopor a
5 °C por 2 horas.

Rotular 3 Beacker de 5 ml para cada concentracion de glicerol (4%, 5% y 6%)
En el Beacker rotulado con 4% de glicerol se coloca 1 ml de semen incubado
con dilutor madre y se le agrega lentamente por goteo, 1 ml de dilutor
glicerinado, (resultando ahora la concentracion del 8% en 4%). Siendo la
relacion entre dilutor glicerinado y muestra 1:1

Homogenizar con la mano lentamente por 2 minutos.

Repetir el procedimiento para las concentraciones del 5% y 6%
respectivamente.

Luego se procede a empacar las muestras de las 3 concentraciones de glicerol
(4 %, 5% y 6%) en pajillas de 0.25 MI.

Sellar.

Incubar todas las pajillas por 20 minutos a 5 °C.
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d) Criopreservacion de semen canino

- Las pajillas incubadas se colocan de forma horizontal sobre una gradilla de 10
cm de altura dentro del cooler, la cual esta sobre una superficie de 4cc de
nitrégeno liquido.

- Se somete las pajillas a vapores de nitrégeno liquido por 10 minutos.

- Se sumerge inmediatamente en nitrégeno liquido.

3.4.2.4. Evaluacion del semen post descongelamiento

Las variables estudiadas en la presente investigacion fueron la motilidad
progresiva, Prueba de HOST, concentracién espermatica y tinciébn de eosina y
nigrosina. Dichas variables se evaluaron 24 horas después de haberse finalizado
el proceso de criopreservacion. El descongelamiento se realiz6 sumergiendo a las

pajillas en un recipiente con agua temperada a 37°C por 40 segundos.

Instrumento

El instrumento que se usé para medir la variable dependiente fue la ficha para

caracteristicas macroscopicas (véase anexo 2) encontradas en 12 eyaculados (22

fraccion), obtenidos por manipulacion digital, de 4 caninos, que midid las

diferentes caracteristicas de semen canino.

3.5. Diserio estadistico

3.5.1. Estadistica descriptiva

Para ello se usaron 4 cuadros para el analisis del semen fresco y congelado,

sometido a diferentes niveles de concentracién de glicerol. El cuadro 1 describe
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las caracteristicas iniciales de las muestras de semen canino utilizadas durante el
estudio. El cuadro 2 se refiere al efecto de los tratamientos sobre la motilidad
espermatica luego del proceso de congelamiento/descongelamiento. El cuadro 3
menciona el efecto de los tratamientos sobre la integridad funcional de membrana
(HOST) luego del proceso de congelamiento/descongelamiento. Y finalmente el

cuadro 4 es el resumen de los resultados obtenidos en el estudio.

3.5.2. Anélisis estadistico

Para medir la calidad del semen canino, se utilizd la prueba estadistica de Analisis
de Varianza, mediante la prueba de ANOVA y contrastando los resultados con la
prueba de Tukey en el programa de MINITAB. Se realiz6 3 tratamientos con
cuatro repeticiones para cuatro pruebas diferentes (concentracidon espermaética,
motilidad progresiva, integridad de la membrana y tincion de eosina - nigrosina),

dando un total de 16 unidades experimentales para cada tratamiento.
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V. RESULTADOS

Los resultados de la evaluacion seminal de los 4 caninos analizados, se exponen
en el cuadro 01; las muestras de la segunda fracciébn seminal fueron evaluadas
inmediatamente después de ser colectadas; se evalué volumen del eyaculado,
concentracion espermatica y motilidad progresiva. Se seleccionaron para el
presente estudio, por criterios de exclusion sélo aquellos caninos que tuvieron el
95 % de motilidad progresiva y concentracion espermatica mayor a 200 células,
descartandose asi de 12 individuos 8 .que no cumplieron dicho requisito. El cuadro

1 con los 12 caninos pre seleccion se puede observar en el anexo 1.

Cuadro 01. Caracteristicas iniciales de las muestras de semen canino pre congelacion.

EVACUACION DE SEMEN POST CONGELATION

Cantidad Moaotilidad Concentracidn Pruaba Fincidn
Razas en ml de progresiva espermatica Host E/N
2da (%)
fraccion alb c/% d/%
Yorshire 2 0.7 95 220/1 100 178 /89 178 /91
Shihtzu 0.8 95 216 /1080 183/92 174187
Mestizo 1 1.5 95 231/1 155 180/90 177189
Mestizo 2 1.7 95 239/1195 187 /94 184 /92
Prom 1.75 95 226.5/882.5 182/ 91.25 178.25/89.75

a = numero de espermatozoides contados en camara de Neubauer.
b = esp x 10° / ml, aplicando férmula

¢ = nimero de espermatozoides contados

d = nimero de espermatozoides contados

Fuente: Registro de campo

Elaboracion: Propia
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TRATAMIENTO

TRATAMIENTO CON

TRATAMIENTO CON

RAZAS CON GLICEROL AL 4% GLICEROL AL5 % GLICEROL AL 6%
Concentracion Motilidad Concentracion Motilidad Concentracién Motilidad
espermatica Progresiva. espermatica Progresiva espermatica Progresiva
alb (%) alb (%) alb (%)
Yorshire 107.75 / 540 65 162.75/ 815 85 86.25 / 430 30
Mestizo 1 110.25/550 75 176.25/ 880 85 107.75 /540 65
Shih tzu 101.75/510 75 168.25/ 840 85 79.5/ 400 30
Mestizo 2 136.25/680 85 182.5/ 915 95 83.5/ 420 45

El efecto de los tratamientos sobre las cuatro pruebas realizadas (Concentracion
Espermatica, Motilidad Progresiva, prueba de Funcionalidad de la Membrana
(HOST) y Tincion de Eosina/Nigrosina) en las muestras evaluadas, después del
proceso de congelamiento/descongelamiento puede observarse en el cuadro 2a 'y
2b. En dichos cuadros se observa que el tratamiento 2 (glicerol al 5%) tuvo un
rendimiento superior frente a los tratamientos 1 y 3 (glicerol al 4% y glicerol al 6%)
respectivamente, ya que al realizar el Analisis de Varianza con la prueba de
ANOVA y contrastacion con la prueba de Tukey arroja diferencias significativas en
los 3 tratamientos (a = 0.05) y un IC de 95%, las que se observan en los graficos

respectivos.

Cuadro 2a. Efecto de los tratamientos sobre la concentracion espermatica y motilidad

progresiva luego del proceso de congelamiento/descongelamiento del semen canino.

Prom. 114 +5.64 /570 75+498 172.44+564/862.25 87.5%4.98 89.25+5.64 /4475 425498

a = nimero de espermatozoides contados en camara de Neubauer.
b = esp x 10°/ ml, aplicando férmula
Fuente: Registro de campo

Elaboracién: Propia
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Grafica de intervalos de Resp_1 vs. Trat_2
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180
160

140

Resp_1

120
100

80
4 5 6

Trat_2

La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Gréfica 1: Andlisis de varianza para la prueba de concentracién esperméatica

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Resp_1

O e e ]

-100 -50 50

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica 2: Prueba de contrastacion de Tukey para concentracion espermatica

En los graficos 1 y 2 se puede analizar que para la prueba de Concentracion
Espermética el tratamiento 2 mostréo un x = IC 172.44 + 5.64 frente al tratamiento
1 con un x = IC 114 + 5.64 y tratamiento 3 con un x * IC 89.25 + 5.64
respectivamente y un R?de 91.18% y R? ajustado de 90.78 %.
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Gréfica de intervalos de Resp_2 vs. Trat_3
95% IC para la media
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Gréfica 3: Andlisis de varianza para la prueba de motilidad progresiva

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Resp_2
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica 4: Prueba de contrastacién de Tukey para motilidad progresiva

En los graficos 03 y 04 se puede analizar que para la prueba de Motilidad
Progresiva el tratamiento 2 mostré un x + IC 87.5 + 4.98, frente al tratamiento 1
conun x +IC 75 +4.98 y tratamiento 3 con un x = IC 42.5 + 4.98 respectivamente
y un R?de 79.69% y R? ajustado de 78.79 %.
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La evaluacién de la integridad funcional de membrana se realizé mediante la
prueba de estrés hiposmotico (HOST), considerando que los espermatozoides que
reaccionaron a esta prueba (espermatozoides HOST+) presentaban la membrana
funcionalmente intacta. La prueba de tincion de Eosina /Nigrosina se considera
positiva las que presentaron la cabeza del espermatozoide sin coloracion. En

ambas pruebas se realiza el recuento células de un total de 200 observadas al

microscopio a 40x.

Cuadro 2b. Efecto de los tratamientos a la prueba de Host y Tincién de Eosina / Nigrosina

luego del proceso de congelamiento/descongelamiento del semen canino.

EVALUACION DE SEMEN POST CONGELACION

TRATAMIENTO TRATAMIENTO CON TRATAMIENTO CON
CON GLICEROL AL 4% GLICEROL AL 5 % GLICEROL AL 6%
RAZAS
Prueba de Tinciéon Prueba de Tinciéon Prueba de Tinciéon
Host Eos/Nigr. Host Eos/Nigr. Host Eos/Nigr.
Yorshire 118.75 85 147.75 140.25 67.25 58.25
Mestizo 1 134 93.5 160.75 152.25 118.75 85
Shit hzu 127.5 92.25 154.5 136.5 71.25 425
Mestizo 2 144.25 103.5 169.25 171.25 80.75 80.5
Prom 131.12+7.15 93.56+6.88 158.06+7.15 150.06+5.88 845+7.14 66.56+ 6.88

Fuente: Registro de campo

Elaboracién: Propia
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Grafica de intervalos de Resp_3 vs. Trat_4
95% IC para la media
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La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Gréfica 5: Analisis de varianza para la prueba de HOST

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Resp_3
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica 6: Prueba de contrastacion de Tukey para la prueba de HOST

En los graficos 05 y 06 se puede analizar que para la prueba de HOST el
tratamiento 2 mostré un x = IC 158.06 + 7.15, frente al tratamiento 1 con un x £ IC
131.12 + 7.15 y tratamiento 3 con un x £ IC 84.5 + 7.14 respectivamente y un R?
de 83.03% y R?ajustado de 82.28 %.
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Grafica de intervalos de Resp vs. Trat_1
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La desviacion estdandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Gréfica 7: Analisis de varianza para la prueba de Tincién de Eosina y Nigrosia

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Resp
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica 8: Prueba de contrastacion de Tukey Tincion de Eosina y Nigrosina

En los graficos 07 y 08 se puede analizar que para la prueba de Tincidn de
Eosina/Nigrosina el tratamiento 2 mostré6 un x = IC 150.06 + 5.88, frente al
tratamiento 1 con un x = IC 93.56 * 6.88 y tratamiento 3 con un x = IC 66.56 + 6.88

respectivamente y un R? de 87.36% y R? ajustado de 86.80 %.
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Cuadro 03: Evaluacion de semen fresco y semen post congelado, sometidos a la prueba

de concentracién espermatica y motilidad progresiva

EVALUACION DE EVALUACION DE SEMEN POST CONGELACION
RAZAS SEMEN FRESCO
TRATAMIENTO CON TRATAMIENTO CON TRATAMIENTO CON
GLICEROL AL 4% GLICEROL ALS5 % GLICEROL AL 6%
Concentr. Motilidad. Concent.  Motilidad Concent. Motilidad Concent. Motilidad
Esper. Progresiva Esp. Progresiva Esper Progresiva Esp. progresiva
Esp.x 10° ml % Esp. x 10° ml % Esp.x 10° ml % Esp. x 10°ml %
YORSHIRE 1100 95 540 65 815 85 430 30
MESTIZO 1 1155 95 550 75 880 85 540 65
SHIH TZU 1080 95 510 75 840 85 400 30
MESTIZO 2 1195 95 680 85 915 95 420 45
Prom 882.5 95 570 75 862.25 87.5 447.5 42.5

Fuente: Registro de campo

Elaboracién: Propia

El siguiente cuadro comparativo muestra el semen canino fresco sometido a las
pruebas de concentracion espermatica y motilidad progresiva, asi como al semen
post congelado con 3 concentraciones de glicerol sometido a las mismas pruebas;
dando como resultado al canino 4 (mestizo 2) con mejores resultados para ambas
pruebas; ya que se obtuvo en el semen post congelacibn una concentracion
espermatica de 915 x 10° ml de espermatozoides frente a 1195 x 10° ml
espermatozoides del semen fresco y en la prueba de motilidad progresiva se
mantuvo un 95% tanto para semen post congelado como para semen fresco.De
esta manera podemos concluir por los resultados, que la muestra de semen
canino fresco sometida al 5% de glicerol resultd mas eficiente, ya que soporté mas
los procesos de dilucion, congelacion y descongelacion por las minimas
variaciones que presento frente al semen fresco; ademéas que la concentracion
espermatica y motilidad progresiva de semen congelado con el 5% de glicerol se
redujo en un 23,8% y 10.5% respectivamente, en comparacion con el semen

fresco.
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Cuadro 04: Evaluacion de semen fresco y semen post congelado, sometidos a la prueba
de concentracion espermatica y motilidad progresiva

EVALUACION DE

EVALUACION DE SEMEN POST CONGELACION

RAZAS SEMEN PRE CONGELACION
TRATAMIENTO TRATAMIENTO CON TRATAMIENTO CON
CON GLICEROL AL 4% GLICEROLALS5 % GLICEROL AL 6%
Prueba Tincién Prueba Tincion Prueba Tincion Prueba Tincion
Host E/N Host E/N Host E/N Host E/N
a/% b/% a/% a/% a/% a/ % a/% a/%
YORSHIRE 178/89 178/91 118.75/59 85/43 147.75174 140.25/70 67.25/34 58.25/29
MESTIZO 1 183/92 174187 134 /67 93.5/47 160.75/80 152.25/76 118.75/59 85/43
SHIH TZU 180/90 177189 1275/ 64 92.25/ 46 1545/ 77 136.5/68 71.25/ 36 425121
MESTIZO 2 187/94 184 /92 144.25/72 103.5/52 169.25/ 85 171.25/ 86 80.75/40 80.5/40
Prom 182 / 91.2 178.25/ 89.75 131/ 65.5 93.56 / 47 158.06 / 79 150.06 / 75 84.5/42.25 66.56 /33.25

a = numero de esp. contados; b = nUmero de esp. contados
Fuente: Registro de campo

Elaboracién: Propia

El cuadro 04 muestra los resultados de las pruebas del semen canino fresco
sometido a las pruebas de Host y tincion de Eosina /Nigrosina, asi como al semen
post congelado con 3 concentraciones de glicerol sometido a las mismas pruebas;
dando como resultado al canino 4 (mestizo 2) con mejores resultados para ambas
pruebas; ya que se obtuvo en el semen post congelacion para la prueba de Host
un 85% de espermatozoides con membrana permeable y 86 % de células vivas
para la tincién de Eosina/Nigrosina frente al 94% para ambas pruebas en semen
fresco. Concluyendo de esta manera, que la muestra de semen canino fresco
sometido al 5% de glicerol resulté mas eficiente, ya que soporté mas los procesos
de dilucién, congelacion y descongelacién por las minimas variaciones que
presentd frente al semen fresco. Tanto en la prueba de Host y tincion de Eosina /
Nigrosina para semen congelado con el 5% de glicerol, hubo una disminucion del

9% y 8% respectivamente en comparacion con el semen fresco.
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V. DISCUSION

La presente investigacion muestra los resultados obtenidos tras congelar semen
canino usando un diluyente no comercial y 3 concentraciones de glicerol como

crioprotector.

Anéalisis del semen fresco

De 4 perros disponibles se colectd 12 eyaculados, 1 eyaculado por semana,
durante 3 semanas, utilizando solo los 8 ultimos eyaculados de los cuales se
obtuvo 96 pajillas de 0.25ml; los 4 primeros se usaron para la prueba control.
Estos fueron recolectados a través de manipulacién digital, obteniéndose sélo la
segunda fraccion, ya que la primera y tercera fraccion soélo aportan volumen y
dificulta el proceso de congelacion. El 100% de perros respondié a este
procedimiento sin problemas, lo que concuerda con lo reportado por Rubilar (50),
quien trabajo con 5 perros, obteniendo 20 eyaculados a través de manipulacién

digital sin perra en celo.

Respecto a las caracteristicas macroscopicas de la calidad seminal del semen
fresco, se mostraron ligeras variaciones entre individuos; en cuanto al volumen
obtenido de la segunda fraccién, varié en los 12 eyaculados, desde 0.4 ml hasta
1.7 ml, con un promedio de 1.75 ml; Rubilar (50) registré un volumen promedio de
1,9 ml + 0.87 ml. Silva y col. (51) reportaron un volumen promedio para la

segunda fraccion de 1,54 + 0.64 ml, al trabajar con 12 perros de diferentes razas.

El olor para cada especie es considerado como sui generis, y sélo puede ser

reconocido por la experiencia Diaz y Arancibia (52). En todas las muestras
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obtenidas en este estudio, el olor fue calificado como sui generis, con diferentes
intensidades en cada uno de ellos.

Las caracteristicas microscépicas del semen pre congelacion y post congelacion
evaluadas fueron: motilidad progresiva, concentracion espermatica, prueba de

Host y tincion de Eosina/Nigrosina.

El porcentaje de motilidad progresiva pre congelacién presentd una variacion en
los 12 caninos pre evaluados entre un 70 y 95 % con un promedio de 87,08%;
Rubilar (50), reporté un porcentaje de motilidad progresiva similar, con un
promedio de 83,8 £ 9.47%. Rota y colaboradores (53), trabajaron con 11 perros,
de diferentes razas, obteniendo un promedio de motilidad progresiva diferente
(78,6 £13,6%). Por otro lado, England (54), reporté un promedio de 70,2 +13,6%,

al trabajar con 65 perros de diferentes razas.

Mientras que en los 4 caninos seleccionados para el presente estudio, no hubo
variacion en los 8 eyaculados pre congelacion, ya que todos presentaron un 95%
de motilidad progresiva; similares resultados obtuvieron Silva y colaboradores
(51), con un promedio de 97,9 *+ 3,3 % de motilidad progresiva. Los resultados de
este estudio, fueron superiores a los valores anteriormente mencionados, siendo
superiores al 70%, reportado como normal para la especie (Feldman y Nelson)
(55).

La concentracion espermatica obtenida en este estudio fluctué entre
1,080 y 1,195 x 10° espermatozoides/ml, siendo mayor a los 324,7 + 188,5 x 10°
espermatozoides /ml, reportado por Rubilar en 1999 (50) y a los 401 + 200,8 x 10°
espermatozoides /ml, reportado por England el mismo afo. Silva y col. en el 2003

®D reportaron un promedio de 775 x 10° + 187,2 x 10° + espermatozoides /ml.
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Todos estos resultados se encuentran dentro del rango de 200 a mas de 1,000 x
10° espermatozoides/ml totales, considerado como normal para un perro adulto,
reportado por Feldman y Nelson en el 2007 (55).

El porcentaje de espermatozoides vivos mediante la técnica de Tincién de
Eosina/Nigrosina de los 8 eyaculados fluctué entre 87 y 92 %. El promedio
obtenido fue de 89.75%, que fue mayor al 68,7% reportado por England en 1999
(53), pero menor al 91 % reportado por England y Allen en 1992 (56). En cambio
Rubilar en 1999 (50), obtuvo un promedio de 92 4,7 %, siendo este mucho mayor

a los anteriores sefalados.

Andlisis del semen congelado

De los 12 eyaculados seleccionados para congelar, solo se trabajo con los ultimos
8 eyaculados; obteniéndose un total de 96 pajuelas de 0.25ml cada uno; como se
sometié las muestras de eyaculado a 3 concentraciones de glicerol, se optd por
empacar solo 4 pajillas para cada concentracion de glicerol (durante 2 semanas);
ya que las 4 primeras muestras de eyaculado, se usaron para la evaluacion pre
congelacion o control. Obteniéndose asi una concentracién espermética para el
tratamiento con glicerol al 4% de 510 x 10° a 680 x 10° espermatozoides/ml, con el
tratamiento con glicerol al 5% de 815 x 10° a 915 x 10° espermatozoides/ml y
finalmente para el tratamiento con glicerol al 6% de 400 x 10° a 540 x 10°

espermatozoides /ml.

Entre los tratamientos evaluados para el porcentaje de motilidad progresiva, se
encontrd superioridad estadistica del tratamiento con glicerol al 5% (85 a 95%)
respecto al tratamiento con glicerol al 4 % ( 65 a 85%) y 6% ( 30 a 60 %), estos
resultados difieren con los resultados obtenidos por Restrepo y col. (3) quienes

usaron 5 perros de la raza pastor aleman en edades de 2 a 5 afios utilizando
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glicerol al 5% obtuvieron un resultado de (58% + 7.8) y lo compararon con DMF
5% (44,5%z= 17,7), glicerol 3% (18% + 10.1) y DMF 3% (11,8 % 10,5). Ello también
difiere de los resultados reportados por Silva; quienes, utilizando 5 diferentes
razas de caninos, y una concentracion final de glicerol del 6%, obtuvieron valores
de motilidad de 54,6% + 11,2.

Estos resultados del semen sometidos al tratamiento con glicerol al 4 y 5% fueron
cercanos a los reportados por Sanchez (57) (83,8 % + 9,5), quienes incluyeron
perros de la raza pastor aleméan en el estudio, y por Olivera (47) (80%), quienes
procesaron muestras de perros de diferentes razas; dichos valores fueron muy
similares de lo reportado por Sanchez ( 95,7 + 3.6) (5) , lo cual sea probablemente
explicado por la alta variabilidad de las caracteristicas caninas, debido a la
influencia de factores como la talla, el peso corporal de la raza, la edad y la

alimentacion.

El resultado obtenido para la prueba de HOST con tratamiento de glicerol al 5%
(74 al 85 %), estos fueron muy superior comparado con los obtenido por Restrepo
y col. (31,4% =+ 3,8), asi como lo reportado por Sanchez y col. 2002 (53,7 + 13%)
(48)

Los resultados obtenidos para criopreservar semen canino durante los meses de
mayor luz demostraron que fueron mas eficientes en esta época, ya que evita el
shock térmico que se presenta en estaciones de invierno al exponer el semen
colectado a temperaturas inferiores del medio ambiente; como lo menciona
GOmez y Migliorisi (58) quien recomienda que una vez que el semen llega al
laboratorio, se debe colocar en el Bafio Maria a una temperatura de entre 32 y
35°C para comenzar con su evaluacién. Se adjunta cuadros de temperatura del
medio ambiente de febrero a octubre (véase anexo 15 a 22).
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1.-

VI. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion ha demostrado que la concentracién de
glicerol al 5 % es el que obtuvo mejores resultados para los procesos de
criopreservacion de semen canino, descartando asi la concentracion al 4 y 6

% de glicerol respectivamente.

2.- Para resultados 6ptimos en los procesos de criopreservacion de semen canino

se debe respetar estrictamente la temperatura durante todo el proceso y los
tiempos de adicion del dilutor y crioprotectores, ya que cualquier alteracion en

estas etapas podria ser un fracaso para el proceso de criopreservacion.

3.- La edad del canino influye significativamente al momento de la manipulacion,

toma de muestra y cantidad de muestra obtenida; a menor edad, menor éxito

en la recoleccién de muestra.

La época del afio en la cual se toma la muestra de semen canino ha
demostrado ser mas favorable en verano, ya que la temperatura calida
favorece la conservacion de semen, y evita el schok térmico que se presenta
en estaciones de invierno al exponer al semen a temperaturas inferiores en el

medio ambiente.
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Vil.  RECOMENDACIONES

1.- Se sugiere realizar mas investigaciones respecto al tema de criopreservacion
de semen en caninos, pudiendo utilizar la concentracion del 5% de glicerol, que

fue la més efectiva en razas puras de diferente tamafio y evaluar su eficiencia.

2.- La toma y procesamiento de muestra deben hacerse lo mas cerca al
laboratorio, ya que asi se garantiza el mejor manejo y se evita su contaminacion

durante el traslado.

3. Realizar inseminacién artificial con semen criopreservado y evaluar la tasa de

fecundidad en las hembras seleccionadas.

4.- Realizar inseminaciones con pajuelas que contengan concentraciones minimas

de espermatozoides y evaluar la tasa de fecundidad.
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Anexo 1:

ANEXOS

Cuadro 1: Alimentacion que reciben los caninos durante el proceso de investigacion.

TIPO DE DIETA QUE RECIBEN LOS CANINOS

RAZAS Alimento Alimento Alimento Dieta mixta Sélo comida
comercial 1 comercial 2 comercial 3 (Alimento comercial y casera
(super (Premium ) (Mantenimiento) casero)
Premium)

Labrador Si No No No No
Cx. Ovejero No No No Si No
Yorshire 1 No Si No No No
Chihuahua 1 Si No No No No
Schnauzer No No No Si No
Chihuahua 2 Si No No No No
Pastor belga No Si No No No
Cx. Pastor A. No No No Si No
Yorshire 2 No Si No No No
Shihtzu No No No Si No
Mestizo 1 No No No No Si
Mestizo 2 No No Si No No
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Anexo 2:

Cuadro 2: Caninos pre seleccién para Crioconservacion de semen canino.

Cantidad Motilidad Concentracion Edad en Se acepta
Razas en ml de progresiva espermatica afios para
2da (%) Ntmero Esp. x Evaluacién
fraccion Esper. 10°ml
contados
Labrador 1.7 80 122 610 5 NO
Cx. Ovejero 15 85 109 545 3 NO
Yorshire 1 0.7 85 130 650 5 NO
Chihuahua 1 0.4 80 111 555 4 NO
Schnauzer 1.2 90 95 475 3 NO
Chihuahua 2 0.5 90 75 375 5 NO
Pastor belga 1.8 70 140 700 2.4 NO
Cx. Pastor A. 14 85 120 600 2 NO
Yorshire 2 0.7 95 220 1100 3 Sl
Shihtzu 0.8 95 216 1080 2.5 Sl
Mestizo 1 15 95 231 1155 4 Sl
Mestizo 2 1.7 95 239 1195 2.7 Sl




Anexo 3

Cuadro 3: Lectura de pajillas post congelacién a tratamiento con glicerol al 4% a paciente Yorshire

de 3 afos
Prueba de Host Tincién eosina Concentracion
Nigrosina espermatica Motilidad
N° pajilla progresiva %
Esp. % Esp. contados % Esp. 10°
Contados contados Esp /ml
1 118 84 106 65
2 120 87 108 65
3 118 85 108 65
4 119 84 109 65
Promedio 118.75 59.37 85 42.5 107.75 540 65
Anexo 4

Cuadro 4: Lectura de pajillas post congelacion a tratamiento con glicerol al 5% a paciente Yorshire de

3 afos
Prueba de host Tincion eosina Concentracién
Nigrosina espermatica Motilidad
N° pajilla progresiva %
ESp& % Esp. % Esp. 10°
contados contados contados Esp /ml
1 148 139 162 85
2 147 141 163 85
3 148 141 162 85
4 148 140 164 85
Promedio 147.75 73.87 140.25 70.12 162.75 815 85
Anexo 5

Cuadro 5: Lectura de pajillas post congelacién a tratamiento con glicerol al 6% a paciente Yorshire de

3 anos

Prueba de host Tincion eosina Concentracién Motilidad
Nigrosina espermatica progresiva

N° pajilla Esp. % Esp. % Esp. 10° %

Contados contados contados Esp /ml

1 68 59 87 30

2 65 57 87 30

3 68 58 85 30

4 68 59 86 30

Promedio 67.25 33.62 58.25 29.12 86.25 430 30
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Anexo 6

Cuadro 6: Lectura de pajillas post congelacién a tratamiento con glicerol al 4% a paciente mestizo 1

Prueba de host Tincidén eosina Concentracion Motilidad
N° pajilla Nigrosina espermatica progresiva
Esp. Esp. contados % Esp. contados 10° %
Contados % Esp /ml
1 134 93 109 75
2 135 93 111 75
3 134 95 111 75
4 133 93 110 75
Promedio 134 67 93.5 46.75 110.25 550 75
Anexo 7

Cuadro: Lectura de pajillas post congelacién a tratamiento con glicerol al 5 % a paciente mestizo 1

Prueba de host Tincidn eosina Concentracion Motilidad
N° pajilla Nigrosina espermatica progresiva
Esp. % Esp. contados % Esp. 10° %
Contados contados Esp /ml
1 162 151 175 85
2 160 153 177 85
3 160 153 177 85
4 161 152 176 85
Promedio 160.75 80.37 152.25 76.12 176.25 880 85
Anexo 8

Cuadro: Lectura de pajillas post congelacién a tratamiento con glicerol al 6 % a paciente mestizo 1

Prueba de host Tincidn eosina Concentracién Motilidad
N° pajilla Nigrosina espermatica progresiva
Esp. % Esp. % Esp. 10° %
Contados contados contados Esp /ml
1 118 84 106 65
2 120 87 108 65
3 118 85 108 65
4 119 84 109 65
Promedio | 118.75 59.37 85 42.5 107.75 540 65

72




Anexo 9

Cuadro 9: Lectura de pajillas post congelacién a tratamiento con glicerol al 4 % a paciente Shih tzu

Prueba de host Tincién eosina Concentracién Motilidad
N° pajilla Nigrosina espermatica progresiva
Esp. % Esp. % Esp. 10° %
Contados contados contados Esp /ml
1 127 91 101 75
2 127 93 102 75
3 128 93 102 75
4 128 92 102 75
Promedio 127.5 63.75 92.25 46.12 101.75 510 75
Anexo 10

Cuadrol0: Lectura de pajillas post congelacidn a tratamiento con glicerol al 5% a paciente Shih tzu

Prueba de host Tincidn eosina Concentracién Motilidad
N° pajilla Nigrosina espermatica progresiva %

Esp. % Esp. % Esp. 10°
Contados contados contados Esp /mi

1 154 136 169 85

2 155 136 168 85

3 155 138 168 85

4 154 136 168 85

Promedio 154.5 77.25 136.5 68.25 168.25 840 85

Anexo 11

Cuadrol1l: Lectura de pajillas post congelacion a tratamiento con glicerol al 6% a paciente Shih tzu

Prueba de host Tincion eosina Concentracion Motilidad
N° pajilla Nigrosina espermatica progresiv
Esp. % Esp. % Esp. 10° a%
Contados contados contados Esp /ml
1 72 41 78 30
2 71 43 80 30
3 71 43 80 30
4 71 43 80 30
Promedio 71.25 35.62 42.5 21.25 79.5 400 30
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Anexo 12

Cuadrol2: Lectura de pajillas post congelacién a tratamiento con glicerol al 4% a paciente mestizo 2

Prueba de host Tincidn eosina Concentracidn Motilidad
N° pajilla Nigrosina espermatica progresiva

Esp. % Esp. % Esp. 10° %

Contados contados contados Esp /ml

1 145 102 137 85

2 144 104 136 85

3 144 104 136 85

4 144 104 136 85

Promedio 144.25 72.12 103.5 51.75 136.25 680 85

Anexo 13

Cuadrol3: Lectura de pajillas post congelacion a tratamiento con glicerol al 5% a paciente mestizo 2

Prueba de host Tincidn eosina Concentracion Motilidad
N° pajilla Nigrosina espermatica progresiva
Esp. % Esp. % Esp. 10° %
Contados contados contados Esp /ml
1 169 169 182 95
2 169 172 184 95
3 170 172 182 95
4 169 172 182 95
Promedio | 169.25 84.62 171.25 85.62 182.5 915 95
Anexo 14

Cuadrol4: Lectura de pajillas post congelacién a tratamiento con glicerol al 6% a paciente mestizo 2

Prueba de host Tincién eosina Concentracion Motilidad
N° pajilla Nigrosina espermatica progresiva %
Esp. % Esp. % Esp. 10°
Contados contados contados Esp /ml
1 81 79 83 45
2 80 81 83 45
3 80 81 83 45
4 82 81 85 45
Promedio 80.75 40.37 80.5 40.25 83.5 420 45
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Anexo 15

Cuadro 15: Temperatura de Pachacamac durante el mes de febrero del 2016

Pera Tiempo meteorolog. .. Pachacamac, Perd Tiempo meteoroldgicc

Ahora Fin de semana Ampliado Mes SATELITE

@ enero 2016 Vista: i febrero - 2016 - marzo 2016 @
Anexo 16

Cuadro 16: Temperatura de Pachacamac durante el mes de marzo del 2016

Pera Tiempo meteorolog. .. Pachacamac, Perd Tiempo meteorolégicc <

Ahora Fin de semana Ampliado Mes SATELITE

& febrero 2016 Vista: s marzo -~ 2016 ~ abril 2016 @
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Anexo 17

Cuadro 17: Temperatura de Pachacamac durante el mes de abril del 2016

Peru Tiempo meteorolog. . Pachacamac, Pera Tiempo meteorolagicc < 22°C

Ahora Fin de semana Ampliado Mes SATELITE
@ marzo 2016 Wista: sEHE abril - 2016 - mayo 2016 @
Anexo 18

Cuadro 18: Temperatura de Pachacamac durante el mes de mayo del 2016

Pera Tiempo meteoroldg . Pachacamac, Pera Tiempo meteorolégicc <~ 22°C

Ahora Fin de semana Amplado Mes SATELITE

@ abril 2016 Vista: i mayo - 2016 -~ junio 2016 @
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Anexo 19

Cuadro 19: Temperatura de Pachacamac durante el mes de junio del 2016

Pera Tiempo meteorolog. . Pachacamac, Peri Tiempo meteorologicc < > 22°C
Ahora Fin de semana Ampliado Mes SATELITE
@ mayo 2016 Vista: s junio - 2016 « julio 2016 @
Anexo 20

Cuadro 20: Temperatura de Pachacamac durante el mes de julio del 2016

Perni Tiempo meteorolég Pachacamac, Permd Tiempo meteoroldgicc

Ahora Fin de semana Amplado Mes SATELITE

@ junio 2016 Vista: i julio - 2016 « agosto 2016 @
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Anexo 21

Cuadro 21 Temperatura de Pachacamac durante el mes de agosto del 2016

Perd Tiempo meteorolog. .. Pachacamac, Perd Tiempo meteorolagicc

Ahora Fin de semana Ampliado Mes SATELITE

Vista: s agosto - 2016 -

Anexo 22

Cuadro 22: Temperatura de Pachacamac durante el mes de setiembre del 2016

Perd Tiempo meteorolog. - Pachacamac, Permd Tiempo meteorolaégicc

Ahora Fin de semana Ampliado Mes SATELITE

@ agosto 2016 Vista: s septiembre -~ 20116 -

septi

embre 2016 @

octubre 2016 @
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Anexo 22

Cuadro 22: Temperatura de Pachacamac durante el mes de setiembre del 2016

Peru Tiempo meteorolog. .. Pachacamac, Peri Tiempo meteorologicc < > 22°C

Ahora Fin de semana Ampliado Mes SATELITE

@ septiembre 2016 Vista: octubre - 2016 - noviembre 2016 @
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