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Evaluacion de criopreservantes permeables sobre la viabilidad de espermatozoides
de Canis familiaris “perro”.
Autora. Bach. Tania Nufiez Janampa
Asesores. Mg. Fidel Rodolfo Mujica Lengua, Ing. Ethel Huaméan Fuertes.
RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar la viabiidad espermatica post-
descongelamiento a través de las caracteristicas de motilidad individual, vitalidad e
integridad de membrana plasmatica, evaluando dos agentes crioprotectores en el semen
congelado de caninos. Se tomaron 06 eyaculados de cada uno de los 06 machos caninos de
razas medianas, cuyas edades fluctuaron entre los 2 y 6 afos, la coleccion seminal se levo
a cabo mediante la estimulacién digital con una frecuencia de dos veces por semana durante
12 semanas, tomandose de cada eyaculado sélo la fraccion espermatica la cual fue diluida
en PBS en una proporcién de 1:1 y luego trasladada al laboratorio del Centro de
Investigacion y Ensefianza en Transferencia de Embriones (CIETE) de la Universidad
Nacional Agraria La Molina. En el semen fresco se evaluaron las caracteristicas seminales
de volumen, concentracién espermatica, motilidad espermética, vitalidad espermatica entre
otras. Para evaluar el efecto de la congelacién en los espermatozoides se utilizé dos
agentes crioprotectores: glicerol 10% y etilenglicol al 10%, El semen diluido en PBS fue
previamente centrifugado a 1200 rpm por cinco minutos y luego resuspendido en la fraccidn
A del diluyente a evaluar, posteriormente fueron refrigerados a 4 °C por 1.5 h, anadiéndose
finalmente la fraccion B a 4 °C, en tres partes cada 15 min. Posteriormente el semen fue
aspirado en pajillas de 0.25 cc, exponiéndose éstas a los vapores de nitrégeno liquido por 8
min para luego ser sumergidos en nitrégeno liquido a -196 °C. Los resultados encontrados
en la presente investigacién indican un volumen promedio de 4.09 + 2.29 ml y concentracion
espermatica de 553.61x10° + 427.6 esp/ml. Asi mismo, se observé que la motilidad pre-
congelacion fue de 73 * 9.5% y post-descongelacion de 20.68 + 8.37%; la vitalidad
espermatica fue de 85.37 + 722% y 3492 + 11,41% en la pre-congelacion y post-
descongelacion, respectivamente. La integridad de membrana plasmatica se midié a través
del test de HOS, encontrandose durante la pre-congelacion 71.26 + 12.45 % y post-
descongelacion 43,79 + 16,23%; mientras que los porcentajes de anormalidades fueron de
18.49 + 638% y 2624 + 8,15% para el semen pre-congelado y post-descongelado
respectivamente. Se puede concluir que al evaluar el efecto del glicerol y etilenglicol sobre el
espermatozoide canino post-descongelacidn disminuyen significativamente (o= 0.05) la
viabilidad y que ademas tienen efectos crioprotectores similares sobre las células

espermaticas.
Palabras clave: Crioprotectores, espermatozoides, congelacin, canino.
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L INTRODUCCION

En la actualidad el aumento de la crianza de perros es una aficién de distribucién
mundial. El valor y las posibilidades de comercializacion de los cachorros de raza
pura como el aumento en la importancia de la cria canina tanto desde el punto
de vista econémico, recreativo o para la obtencién de perros de trabajo, ha
impulsado el desarrollo e implementacion de las biotecnologias reproductivas en
esta especie. Si bien en otras especies, como por ejemplo en el bovino, la
congelacién de semen esta extensamente estudiada y es una practica de uso
rutinario en muchos paises, en el canino no ocurre lo mismo, encontrandose en
pleno desarrollo y siendo su uso poco habitual (Sanchez et al., 2006). Desde que
las asociaciones de criadores de perro en distintos paises aprobaron el uso de
semen congelado, la demanda de éste y de mejores técnicas de
criopreservacion ha aumentado. Los beneficios de la utilizacion de semen
congelado para propietarios y criadores de perros incluyen la posibilidad de
envio de semen congelado a largas distancias con un costo reducido y de
conservacion por un largo periodo de tiempo (Bohérquez et al., 2005). Para
criadores de paises con estrictas regulaciones de cuarentena, el hecho de poder
obtener material genético proveniente de los mejores ejemplares a nivel mundial

facilita la reproduccién de perros.



La congelacion de semen de diferentes especies animales y en humanos es
importante para los procesos de inseminacion artificial, fecundacién in vitro (FIV),
inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI), produccion y
transferencia de embriones para la  implementacion de programas de
mejoramiento genético (Luvoni, 2000).

La criopreservacion del semen en diversas especies es un importante campo de
investigacion, tanto para facilitar las posibilidades de reproduccion de diversos
individuos y asi salvaguardar las caracteristicas genéticas encaminadas a la
mejora de las especies, también se esta utilizando para crear bancos de
genomas de especies salvajes en peligro de extincion como es el caso bufalo
africano, ciervo ibérico, oso pardo y rinoceronte blanco. Se aplica esta técnica en
gatos domésticos, como modelo para ser utilizados en mas de 37 especies
felinas, que estan en peligro de extincion. Lo anterior se podria aplicar en la
especie canina, utilizando el perro como modelo, para su posterior aplicacion en
caninos no domeésticos, ya que en la actualidad dos especies de lobos y tres de
zorros estan en la lista de animales en peligro de extincioén entre ellas el lobo crin

peruano (Hewit ef al.,, 2001).

Los objetivos planteados en este trabajo de investigacion fueron:

1. Determinar la viabilidad espermatica post descongelamiento mediante la
motilidad individual, vitalidad e integridad‘de membrana plasmatica.

2. Evaluar el efecfo del glicerol y etilenglicol sobre la motilidad individual,
vitalidad e integridad de membrana del semen criopreservado de perro.

3. Determinar el agente crioprotector que mantiene la calidad y viabilidad

del semen post-descongelacion.



I MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

En los dltimos afos la utilizacion de espermatozoides congelados en los
programas de reproduccion asistida humana y animal, para la obtencién de
embriones viables, ha tenido una trascendencia exitosa. La criopreservacion
de espermatozoides de perro (Canis familiaris) es un tema que ha sido poco
estudiado, sin embargo resulta de gran interés para optimizar las técnicas de
mejoramiento en la seleccion animal mediante la inseminacién artificial (I1A),
constituyéndose en wuna herramienta fundamental. Varios trabajos de
investigacion se han realizado hasta la fecha, los cuales han utilizado diferentes
métodos de coleccion, dilutores y técnicas de congelamiento.

Louise (2001), reportd que la adicion de glicerol al diluyente suplementado con
TALP y cuatro diferentes azlcares (glucosa, fructosa, sucrosa y piruvato-lactato)
para criopreservar semen canino da mejores resultados con glucosa, donde se
observa el acrosoma del espermatozoide intacto y morfolégicamente normal
después del descongelado.

Sanchez et al., (2002), obtuvieron como resultados en el semen canino: volumen
(ml) 1,9 + 0,87; motilidad progresiva (%): 83,8 + 9,5; vitalidad espermatica (%):

92 + 4,7, espermatozoides morfologicamente normales (%) 835 £ 203 y



concentracion espermatica (células espermaticas/ mm3): 324 + 188,6; prueba
hipoosmética (HOS): 87,9 £ 8,1 % de espermatozoides con colas curvadas. Por
otro lado el valor promedio de motilidad progresiva en el semen descongelado
fue 47,4 £ 17,6 % con un 53,7 + 13 % de espermatozoides con colas enrolladas
en respuesta al test de HOS.

Andrade (2005), evalué la incorporacién de aminoacidos al diluyente (taurina) y
la reduccion de la concentracidn de yema de huevo, dando como resultado
diferencias significativas en la motilidad, test de endosmosis y reaccion
acrosomica. Posteriormente realizé6 un segundo experimento para valorar la
capacidad del etilenglicol como crioprotector en el diluyente de congelacion del
semen canino, alternativamente o asociado al glicerol o Equex STM Paste®
(tiene como componente activo el dodecilsulfato sddico SDS. La utilizacién de
etilenglicol al 4% presenta resultados similares de motilidad a los obtenidos con
8% de glicerol; sin embargo, el etilenglicol resulta perjudicial cuando se emplea
al 8% (p<0,05). La adicién de Equex STM Paste® a un diluyente con 5% de
etilenglicol mejora los resultados frente al 4% de etilenglicol o el 8% de glicerol
(p<0,05). El uso de 5% de etilenglicol y 0,5% de Equex STM Paste® no dio
mejores resultados que el diluyente Uppsala-Equex (con 5% de Glicerol y 0,5%
de Equex-STM Paste), que permite mayor supervivencia celular post-
descongelacion.

Bohoérquez et al., (2005), realizaron pruebas de congelamiento del semen de 7
machos caninos de varias razas, utilizando un diluyente a base de tris- yema-
glucosa empleando glicerol como crioprotector. El semen fue congelado en
vapores de nitrogeno liquido a 10 centimetros por encima de su nivel, el cual fue
sometido a pruebas de evaluaciéon considerandose los parametros de volumen

28 +1,7; pH 6,4 + 0.1, motilidad 71,4 + 22,7, concentracion (mill/mi) 333,4 x 107



+ 2435 y anormalidades 30% + 25,1. Adicionalmente se realizaron pruebas de
resistencia térmica en placas calentadas para el semen fresco, diluido,
glicerinado y descongelado, por periodos de tiempo de 15, 30, 45, 60 y 90
minutos, obteniéndose resultados de motilidad de hasta 30% al cabo de 90
minutos. |

Sanchez et al, (2006), observaron el efecto de dos diluyentes seminales [yema
de huevo + Tris (EYT) vy leche descremada fluida UHT] sobre la fertiidad
potencial de espermatozoides caninos conservados a 4°C, evaluados a través
del espermatograma y de la prueba hipoosmética (HOS). En el semen fresco, la
motilidad progresiva (MP) fue 95.7 + 3.6% y la respuesta a HOS de 79.8 + 6.6%.
Para comparar el efecto del diluyente sobre la preservacion de la fertiidad
potencial, se realizaron evaluaciones de MP e integridad de membrana con HOS
a las 24, 48, 72 y 96 horas de refrigeracion del semen. Se observaron mayores
valores de MP y de espermatozoides dilatados en el diluyente EYT en todos los
tiempos (p<0.05). No obstante, los valores de MP (>70%) y HOS (>60%)
observados en cada uno de los tiempos de evaluacion, independiente del tipo de
diluyente, superaron los valores minimos establecidos como adecuados para uso
del semen canino refrigerado en inseminacion artificial.

Batista ef al, (2007), evaluaron cuatro eyaculados por perro. Las muestras
fueron procesadas de manera individual hasta alcanzar una dilucién final con
una concentracion de 100 x 106 espermatozoides/mi, glicerol al 5% y Equex
STM Paste® al 0.5%. Las muestras fueron sometidas a dos técnicas de
congelacion para evaluar la calidad seminal (motilidad, porcentaje de
espermatozoides vivos, porcentaje de anormalidades) a los 1, 30, 60, 120 y 360
dias pos descongelacion: (I) el semen fue congelado y almacenado en nitrégeno

liquido; (ll) el semen fue congelado y almacenado en un ultracongelador de —



152°C. Luego de la descongelacion, se observé que la motilidad, la vitalidad
espermatica y el porcentaje de anormalidades no eran significativamente
diferentes con la técnica de nitrégeno liquido de las obtenidas con el protocolo

del ultracongelador.

2.2 ASPECTOS GENERALES DE Canis familiares “perro”

El perro doméstico (Canis familiares) es un mamifero carnivoro, considerado el
primer animal domesticado. El perro ha convivido con el ser humano como
companero de trabajo o animal de compahiia en todas las culturas desde la
antigliedad. Existen distintas razas dentro de la especie como las razas grandes,
medianas y pequefas, las cuales se diferencian por su aspecto, tamario y
funcion que desempenan para el ser humano (Fogle, 1996). Entre las razas
conocidas a nivel mundial, podemos encontrar al perro sin pelo del Peru o
Viringo. Esta raza se caracteriza por la ausencia de pelo en su cuerpo, debido a
que genéticamente tiene un sindrome llamado “hipoplasia ectodérmica”. Por eso,
al contacto fisico con ellos da la impresién de estar tocando una bolsa de agua
caliente. Otra de sus caracteristicas es que su dentadura es casi siempre
incompleta. Se desconoce cémo llegd al Peru, pero existen evidencias de que ha
acompanado a las culturas pre-Incaicas (desde los afios 300 a.C.).

2.21 Anatomia y fisiologia reproductiva del macho canino

Los perros, en general, pueden llegar a tener dos camadas de cachorros por
ano. La gestacidn dura 63 dias y tienen de 1 a 10 crias por parto, aunque
algunas pueden superar este nimero. Alcanzan la madurez sexual entre 1y 3
anos, dependiendo de la raza. Después del apareamiento, el macho queda
unido a la hembra por aproximadamente 20 minutos, asegurando de ese modo
que los espermatozoides lleguen a su destino. Tratar de separarlos durante esta

etapa puede producir graves heridas en ambos animales.



El sistema reproductor del macho esta formado por dos testiculos, dos
epididimos, dos conductos deferentes y un pene. Los testiculos tienen una
funcion exogena (produccién de esperma) y endogena por la produccidn de
hormonas (testosterona, inhibina, estrogeno y varias proteinas). E! epididimo
proporciona el entorno para la maduracion final de esperma y sirve como 6rgano
de almacenamiento de estas células. En el caso del perro el plasma seminal es
producido por la prostata, a diferencia de otras especies que la producen a
través de glandulas accesorias. El pene, protegido por el prepucio, tiene
caracteristicas peculiares como la presencia de un hueso peniano en el interior y
una luz de tejido eréctil esponjoso, que proporcionan el "enganche" con la
hembra durante la copula (Johnston ef al., 2001).

El desarrollo de las génadas y la espermatogénesis en el perro son similares a lo
que ocurre en otros mamiferos. La diferenciacion sexual se produce entre 27 y
34 dias después de la concepcion. El descenso de los testiculos se produce
entre 2 y 8 semanas después del nacimiento. Las células de Sertoli y las
espermatogonias, que se multiplican en toda la vida, ya estan presentes en los
tubulos seminiferos alrededor de 16 semanas después del nacimiento
(Kawakami et al, 1991). Los espermatocitos y espermatidas se observan solo
después de 20 y 22 semanas después del nacimiento. La duracion de la
espermatogénesis es de 8 a 9 semanas y a partir de 4,5 ciclos de
espermatogénesis los espermatozoides se observan en los tubulos epiteliales.
Una duracion del ciclo del epitelio seminifero en perros es de 13,8 dias, siendo
dividido en ocho etapas, mientras que el transito de los espermatozoides a
través del epididimo es de 14 dias (Foote et al,, 1972).

La calidad del semen mejora a medida que la madurez sexual se alcanza. El
perro macho no esta influenciado por la estacionalidad y es capaz de mantener

su funcion testicular y la espermatogénesis durante todo el afio (Martins, 2002).



Segun Olfar, (1984), [a produccion diaria de espermatozoides en el perro es entre
11,7 y 16,7 millones de espermatozoides por gramo de parénquima testicular.
Estos autores sugirieron que la frecuencia de colecciéon no afecta la produccion
diaria de espermatozoides, pero que puede reducir las reservas ubicadas en la
cola del epididimo y en el conducto deferente al 26% después de seis a ocho
colecciones de semen por semana. Ademas, Johnston, (2001) considera que la
concentracion de espermatozoides normales en perros debe ser mayor de 200 x
10° espermatozoides / mi.

2.2.11 Los espermatozoides caninos

El gameto masculino o espermatozoide es muy diferenciado y polarizado. Su
papel en la propagaciéon de la identidad genética se establece a través de la
penetracién y posterior fecundacién del ovocito (Andrade, 2005).

Fue Leeuwenhoek, en 1679, quien describi6 por primera vez los
espermatozoides caninos (Oettlé, 1993). Mas tarde, con el desarrollo de la
microscopia en ef siglo XIX, fue posible identificar las diferencias morfologicas
especificas entre el esperma de diferentes especies animales (Rodriguez et al.,
(1997). Segun Bedford et al., (1995), la diversificacion en la morfologia de las
diferentes especies animales podria estar relacionada por las diferentes formas
de fertilizacion. El espermatozoide canino tiene una longitud total de 61,4 + 0,3
pum; 6,1 £ 0,04 uym de la cabeza con un ancho de 3,8 + 0,2 um. La cabeza del
espermatozoide estd cubierta por el acrosoma post nuclear y estd formada
principaimente por el ADN y el nucleo. Segun Dahlbon et al, (1997), existen
marcadas diferencias entre los individuos con respecto a la morfologia de la
cabeza de los espermatozoides en los perros.

El modelo basico de la estructura de la membrana plasmatica de las células del
esperma Sigue una organizacion estructural de doble capa de fosfolipidos y

proteinas asociados (Watson, 1995). En el esperma, el paquete doble no es



simplemente una membrana pasiva de bicapa lipidica en la que los receptores
reciben sefales moleculares especificas. También actia como un receptor
altamente especializado, asumiendo un papel activo en la capacidad fertilizante,
la recepcion de sefales y modificando a lo largo del proceso de la
espermatogénesis el transito y almacenamiento en el epididimo, la eyaculacion,
el depdsito en el tracto genital, la capacitacion femenina y por ultimo la
penetracion del ovocito (Watson, 1995).

Segun Bouchard ef al. (1990), la membrana plasmatica de los espermatozoides
caninos tiene una baja proporcion de acidos grasos poliinsaturados en
comparaciéon con las grasas saturadas. Esta peculiaridad seria el factor
responsable de la resistencia propia de los espermatozoides caninos contra el
choque térmico, ya que las células del esperma de perro tienen una baja

sensibilidad a las variaciones de temperatura.
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2.2.2 Coleccion de semen

La coleccion de semen en los animales domésticos se realiza habitualmente con
la ayuda de una vagina artificial, por manipulacion digital o electroeyaculacion.
Los espermatozoides también se pueden colectar de los epididimos luego de la
castracion quirargica, pos mortem o por lavado vaginal después del servicio
natural. Es necesario recordar que €l material de coleccién debe esterilizarse con
UV, evitando en todo momento métodos quimicos, asi como la contaminacion
con residuos liquidos (Concannon et al., 1993). La coleccién de semen es facil
en perros, especiamente en aquellos con experiencia previa de apareamiento.
La presencia de una hembra en celo puede mejorar la calidad de la eyaculacion,
en particular para los perros sin experiencia o timidos. Silva et al, (1996),
sostiene que es posible congelar hisopados de algodén impregnados con liquido
vaginal de perras en celo 0 impregnados con feromona sintética metil-benzoato
con el fin de frotar en la regioén perianal de una perra en el momento de recogida
el esperma.

La eyaculacién canina se divide naturalmente en tres fracciones distintas
(Harrop, 1955). La primera fraccién se compone de un liquido claro que se
origina en la prostata y es responsable de la impieza del canal de la uretra. La
segunda fraccién, rica en espermatozoides, tiene un volumen variable de
acuerdo al tamario testicular y la variacion individual, tiene aspecto lechoso o
turbio. La tercera fraccién es liquido prostatico, el cual es claro y se distingue
facimente de la segunda fraccién, presentando un gran volumen que sirve como
un medio para el transporte de los espermatozoides al tracto genital de la perra
(England y Allen, 1992).

En los ultimos afios se han descrito varios métodos de coleccién de semen en
esta especie, tales como el masaje digital, la vagina artificial, la

electroeyaculacién y el vibrador eléctrico. Segin Bouchard et al,, (1990), el uso

10



del masaje digital para la colecta de semen da mejores resultados que la vagina
artificial.

a) Manipulacion digital

El masaje digital consiste en frotar el prepucio hasta que se forme el bulbo
cavernoso del pene, hasta que el animal alcance una ereccion parcial. Luego se
presiona sobre el bulbo del glande protruyéndolo fuera del prepucio, con una
presion moderada. El eyaculado se recoge fraccionadamente con la ayuda de un
embudo de vidrio o de tubos de plastico graduados, evitandose el contacto
directo entre el pene y el material de recoleccién para evitar un sangrado. En
ocasiones es util realizar presion pulsatil sobre el proceso uretral para facilitar la
eyaculacién en animales no entrenados. Luego de la fraccién espermatica
comienzan movimientos pulsatiles de la uretra, iniciandose asi la tercera fraccién
prostatica. En este momento el pene se gira 180° hacia atras, simulando la
posicién tomada en el servicio natural (abotonamiento). De la fraccion prostatica
se colecta solo la cantidad suficiente para asegurar la recogida de toda la
fraccién espermatica. Una vez concluida la coleccion del semen, se controla la
reintroduccion normal del pene en el prepucio (Seager y Fletcher, 1972).

b) Vagina artificial

La primera vagina artificial para la especie canina fue creada en 1914 por un
fisidlogo italiano (Blonz, 1989). Las vaginas artificiales utilizadas a partir de 1940
son modificaciones. El uso de la vagina de latex permite introducir el pene luego
de protruirlo, previamente esta debe ser lubricada. Se debe colocar al final de la
vagina un tubo colector Con este método de coleccion las fracciones del
eyaculado se obtienen juntas. No obstante el plasma seminal es perjudicial para
el semen. Este método no es de mucha aceptacion y la presencia de lubricantes

puede afectar la motilidad espermatica. (Fontbonne, 1992).
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2.3 PRINCIPIOS GENERALES DE LA CRIOPRESERVACION DE SEMEN

La conservacion de los espermatozoides y su capacidad de fertilidad exige la
reduccion o interrupcion del metabolismo celular. Este objetivo se consigue por
medio de la refrigeracién o de la congelacion, utilizando temperaturas reducidas
que depriman el metabolismo. La refrigeracién permite mantener la longevidad y
la capacidad fecundante de los espermatozoides por algunos dias, sin que su
metabolismo sea completamente abolido (Maxwell y Stojanov, 1996).

La criopreservacién de espermatozoides en varias especies, toma en cuenta las
propiedades biofisicas, osméticas, tolerancia a crioprotectores y tasas de
congelamiento durante un proceso de criopreservacion, ya que durante este
proceso la célula es expuesta a un estrés osmotico y térmico.

En el proceso de criopreservacion existen varios factores que determinan el éxito
de este proceso, un factor determinante es el tipo de diluyente usado, la eleccion
y la naturaleza del agente crioprotector mayormente utilizados son el glicerol el
dimetilsulfoxido (DMSO) y etilenglicol; segtn las especies ya se tiene establecido
el tipo y concentracion de agente crioprotector a usar. Para facilitar mejoras en el
proceso de criopreservacion de espermatozoides, se necesita comprender las
propiedades criobioldgicas fundamentales de éstas células, entre las cuales se
encuentran los limites de tolerancia osmética y la respuesta a la adicion,
remocién y penetracion de los agentes crioprotectores (Salomon y Maxwell,
1995)

El proceso de refrigeracién forma parte del proceso de congelacion del semen,
sin embargo, también puede utilizarse como método de conservacion a corto
plazo para lo que necesita medios diluyentes adecuados que deben contener
componentes especificos, es decir, una solucion tampdn, sales, azicares y
sustancias que aporten una cierta proteccién de la membrana contra el descenso

de temperatura, como la yema de huevo. A diferencia de la refrigeracién del

12



semen, el proceso de congelaciéon necesita también del empleo de un agente
crioprotector que permita un descenso mayor de la temperatura (Silva, 2007).

El concepto de congelacion de las células, gametos, organos e incluso los
organismos que son luego descongelados, no es nuevo. La teoria detras de la
criopreservacion es que si las células vivas pueden ser congeladas y mantenidas
a temperaturas extremadamente bajas, entonces la tasa de los procesos
bioldgicos necesarios para la vida puede ser reducida a un punto de animacion
suspendida. El proceso de criopreservacion incluye 5 etapas: dilucion,
refrigeracion, adicion del crioprotector, congelacién y descongelacion. Las etapas
mas criticas son la refrigeracion y la congelacién (Watson, 1995). Cada etapa del
protocolo 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 cualquier momento del proceso
(Watson, 1995). Por otra parte, las etapas del protocolo de congelacion se
influencian mutuamente, asi que los ritmos de cambio de temperatura elegidos
en una determinada etapa del proceso afectan directamente a los que se
utilizaran en la etapa siguiente. Por tanto, el logro de una longevidad celular
maxima requiere que el ritmo de descongelacion esté en concordancia con el
ritmo apropiado de congelacion (Mazur, 1984).

Desde el descubrimiento del glicerol como agente crioprotector efectivo (Polge ef
al, 1949) y del establecimiento de las técnicas basicas de criopreservacion, el
semen de una variedad de especies se congela y se utiiza con éxito en la
inseminacion artificial. A excepcion de los bovinos, la utilizacién generalizada de
semen congelado no se ha extendido a las otras especies domésticas, en parte
porque los protocolos de congelacién no proporcionaron resultados aceptables
de fertilidad (Parks y Graham, 1992). Las diferencias entre especies se deben

principaimente a diferencias en la fisiologia, la bioquimica del espermatozoide,
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también a las variaciones en la anatomia y fisiologia del tracto reproductor
femenino que dan lugar a importantes diferencias en las caracteristicas del
transporte espermatico (Holt, 2000).

La reduccién de la temperatura por debajo de los 37°C, principaimente a partir
de los 20°C induce una serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el
espermatozoide. El mayor desafio para las células en el proceso de congelacion
no es resistir a las bajas temperaturas del nitrégeno liquido, sino mantener la
viabilidad en un rango de temperaturas, entre los —15 y —60°C, que las células
experimentan por dos ocasiones, es decir, durante la congelacién y la
descongelacion. A —196°C no se producen reacciones térmicas, puesto que
debajo de los —130°C no existe agua en el estado liquido (Mazur, 1984).

Con el enfriamiento de la suspension celular por debajo de los 0°C, se produce
una serie de procesos nocivos para la célula que comienzan con la formacion de
hielo en el compartimento extra-celular. La membrana plasmatica actiua como
barrera, impidiendo la expansién de los cristales de hielo del medio exterior hacia
el compartimento intra-celular. Las sales no forman parte de los cristales de
hielo, de modo que habra una considerable concentracion de sales en la porcion
remanente del agua no-congelada. El aumento del gradiente osmobtico a través
de la membrana plasmatica provoca la difusién del agua intracelular hacia el
“ambiente extracelular, causando deshidrataciéon de la célula y de la membrana
plasmatica. Por tanto la deshidratacion osmética, mas que la formacioén de hielo
intracelular, es la principal causa de las alteraciones ultraestructurales de la
membrana y una de sus consecuencias es la pérdida de la selectividad de la
membrana (Parks y Graham, 1992).

Cuando las células estan sujetas a temperaturas inferiores a 0°C, el modo en
que recuperan el equilibrio depende del ritmo de refrigeracion y de su

permeabilidad al agua. Si el ritmo de enfriamiento es lento o si la permeabilidad
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al agua es elevada, las células se equilibran por la transferencia del agua intra-
celular hacia el hielo externo, o sea, se equilibran por deshidratacién; pero si son
refrigeradas rapidamente o si su permeabilidad al agua es baja, éstas se van
equilibrar, en parte, por congelacién intracelular. El ritmo de enfriamiento debe,
por tanto, tener en cuenta estos fendmenos (Amann y Pickett, 1987).

La presencia de hielo extra-celular, aunque puede deformar las células, no
causa ruptura de la membrana plasmatica ni tampoco dafos irreversibles. Por el
contrario, la formacién de cristales de hielo intra-celulares provoca lesion y
muerte de la célula. Dado que la formacién de hielo intracelular es dependiente
del ritmo de congelacion y descongelacion, el estricto control del ritmo del
descenso y del aumento de la temperatura puede minimizar las lesiones
celulares causadas por el hielo intracelular. Sin embargo, si el ritmo de
congelacion es extremadamente rapido el hielo intracelular constituye
microcristales y los dafios derivados son muy reducidos (Amann y Pickett, 1987).
La refrigeracién y la congelacion son acontecimientos que pueden conducir a la
muerte o bien a alteraciones funcionales del espermatozoide. Las lesiones
causadas en la membrana y en los distintos organulos del espermatozoide
derivan de dos principales motivos de estrés de la criopreservacion: las
alteraciones de la temperatura, formacion y disoluciéon de los cristales de hielo.
Ademas de la cristalizacién, también estan implicadas alteraciones osméticas,
que conducen a dafos celulares evidentes. En consecuencia, la motilidad e
integridad acrosémica disminuyen de modo significativo, tras la congelacién y
descongelaciéon (Watson, 1995).

2.31 Impacto de la refrigeracion y congelacion en la estructura, funcién
espermatica

La reducida fertilidad del semen descongelado se atribuye principaimente a las

alteraciones en la estructura y funcién de la membrana durante los procesos de
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refrigeracién, congelacion y descongelacidon. En trabajos realizados con
eyaculados de morueco, se observa que tras el proceso de congelacion y
descongelacién solamente entre el 40 y 60 % de los espermatozoides preservan
su motilidad, aunque a penas un 20-30% se mantienen biolégicamente integros.
Esto es indicativo de que la motilidad y la estructura del espermatozoide son
afectadas en distinto grado, desconociéndose si las alteraciones se producen
simultaneamente o en distintas fases del proceso de congelacion vy
descongelacion (Salamon y Maxwell, 1995).

2.311 Susceptibilidad al choque térmico

Uno de los problemas mas evidentes en los procesos de conservacion del
semen es el conjunto de alteraciones que sufre el espermatozoide, designadas
colectivamente como “choque térmico”. Dichas alteraciones se ponen en
evidencia por la pérdida irreversible de viabilidad que se produce cuando el
espermatozoide se enfria rapidamente a 0°C y cuya sefial mas evidente es la
pérdida de motilidad tras el calentamiento, observandose movimientos circulares
de los espermatozoides y pérdida precoz de la motilidad. Ademas se observan
otras lesiones como son la disminucién de la produccién energética y el aumento
de la permeabilidad de la membrana. Debido a este fendmeno, la refrigeracion
previa a la congelacion se lleva habituaimente a cabo con mucha precaucion, de
modo que el enfriamiento se realiza lentamente, aunque ésto no evita que los
cambios de temperatura originen alteraciones en las membranas (Watson,
2000). Las membranas celulares y la estructura acrosomal son las regiones
espermaticas mas afectadas por dicho proceso, de igual modo la estructura
celular sufre alteraciones, la bioquimica espermatica es susceptible de
modificaciones por el choque térmico. Asi se han referido cambios en el
metabolismo espermatico de los hidratos de carbono, perdida de ciertas

enzimas, eliminacion de algunos lipidos de membrana y desequilibrio en la
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distribucion de cationes. A partir de entonces numerosos autores han explicado
estos hechos por una pérdida de componentes de membrana que aumenta la
permeabilidad celular (Watson, 1990).

La susceptibilidad al choque térmico viene determinada por el contenido de
colesterol en las membranas y la proporcion de acidos grasos polinsaturados
que estan presentes en los fosfolipidos, ya que ambos fenémenos influyen en la
fluidez de las membranas celulares. La relacién colesterol-fosfolipidos es un
hecho determinante en la fluidez de las membranas por interaccién de los acidos
grasos. Las especies que tienen elevadas relaciones colesterol-fosfolipidos son
las que mejor resisten los cambios de temperatura, considerandose los
espermatozoides de toro y de cerdo entre los mas sensibles donde se manifiesta
alteraciones marcadas en el movimiento de iones, con acumulacién de Ca** y
pérdidas de K* y Mg®*. Por el contrario, los espermatozoides del hombre, aves,
perro y conejo no evidencian alteraciones tan marcadas. Ademas en los
espermatozoides de toro y cerdo se ha detectado acumulacién dé Na* (De
Leeuw et al,, 1990).

Oftros factores que influyen en la sensibilidad al choque térmico, ademas de la
especie de la cual procedan los espermatozoides, son el grado de maduracién
celular, la variabilidad individual y la presencia de plasma seminal estos
parametros van a incidir en la composicion de la membranas celulares,
originando variaciones en la estructura lipidica de las mismas, siendo estos
hechos determinantes en la fluidez de la membrana plasmatica (England, 1999).
2.3.2 Alteraciones morfo-funcionales causadas por la refrigeracion y
congelacién

2.3.2.1 Refrigeracion

Los principales dafios celulares inducidos por la refrigeracion incluyen

alteraciones morfoldégicas como ruptura de la membrana plasmatica (principal
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estructura afectada durante la refrigeraciéon), degeneracion acrosomal y lesiones
en las mitocondrias (De Leeuw ef al, 1990). La pérdida de las propiedades de
selectividad en la permeabilidad de la membrana es uno de los hechos que mas
precézmente se producen en el proceso, como hemos visto, esta asociada a las
fases de transiciéon de los lipidos de la membrana debido ai chogue térmico. Esta
pérdida de selectividad puede observarse mediante tincion intracelular con
colorantes capaces de atravesar la membrana cuando ésta permanece intacta
(Medeiros et al., 2002).

En el cerdo, los dafios en la membrana plasmatica del espermatozoide
asociados a la criopreservacion estan atribuidos a Ia refrigeracion de las células
hasta 5°C, mas que a los procesos de congelacion-descongelacion (Maxwell et
al., 1997). En el toro, la dilucién y refrigeracion a 5°C provocan edema del
acrosoma en el 50% de los espermatozoides. La actividad respiratoria del
espermatozoide disminuye, asi como la glucdlisis, lo que provoca una reduccion
en los niveles de ATP y por ello, la pérdida de la motilidad. Por otra parte, el ADN
sufre degeneracion. Las alteraciones bioquimicas del espermatozoide estan
causadas sobre todo por la pérdida de la selectividad de la membrana, por la
perdida de enzimas y de fosfolipidos.

La refrigeracién anticipa las modificaciones de la membrana plasmatica que
normaimente se producen durante la capacitacion, observandose un incremento
en la tendencia de las células a mostrar patrones tipicos de los estadios de
capacitacion, cuando son tefiidas con colorantes especificos. Estos datos
indican que la refrigeracion induce un estadio equivalente a la capacitacion,
fenébmeno también observado a nivel de la reactividad y de la fluidez de la
membrana y en las concentraciones celulares de iones, como es el caso del

Ca”, ya aludido. Ademas, el aumento de Ca* intracelular durante la
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refrigeracion contribuye a las alteraciones de capacitacion y al fenémeno de
fusion entre las membranas plasmatica y acrosomal externa (Watson, 2000).

Sin embargo, estas alteraciones no reflejan la totalidad de los cambios
detectados durante la capacitacién in vitro, dando lugar a un estado de
capacitacion “intermedia’. Estos espermatozoides muy probablemente no
permanecerian viables el tiempo suficiente para alcanzar el lugar de fecundacion
y por eso, no proporcionarian porcentajes de fertilidad normales in vivo
(principalmente cuando son inseminados en el tracto genital posterior). Por ofra
parte, podrian sufrir la reaccién acrosémica precoz y serian incapaces de
fecundar el ovocito (Green y Watson, 2001).

2.3.2.2 Congelacion

En cuanto a los dafos sufridos tras la congelacion, Salamon y Maxwell (1995),
esclarecen que la membrana plasmatica y el acrosomal son mas sensibles que
el nicleo y la porcién intermedia; que en el acrosoma, la membrana externa es
mas vulnerable que la membrana interna, es decir, que el acrosoma propiamente
dicho. Las principales situaciones de estrés para las membranas en los procesos
de congelacién y descongelacion son de tipo térmico, mecanico, quimico y
osmético; incluyendo: la adicién del crioprotector antes de la congelacién,
alteraciones del volumen de la célula, las contracciones y expansiones de la
membrana, en respuesta a las soluciones hiperosmoticas crioprotectoras, la
deshidratacion derivada de [a congelacion, las fases de transicion de los
fosfolipidos de membrana, asi como los efectos de la elevada concentracion de
solutos y la formacién intracelular de hielo (Parks y Graham, 1992). En
consecuencia, los dafios en la membrana del espermatozoide incluyen
alteraciones en su organizacion, fluidez, permeabilidad y en su composicién
lipidica (Watson, 1995). Ademas de estos cambios se produce la pérdida de

algunas proteinas de la membrana durante estos procesos de congelacion. Los
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dafios acrosomales de muchas células, incluyendo la region ecuatorial, se
manifiestan por la vesiculacién acrosémica, conocida como reaccion acrosomica
“falsa” o por degeneracion celular. Esta reaccién consiste en la pérdida del
acrosoma debido a la desintegracion de las membranas acrosomal y plasmatica
durante la muerte celular a diferencia de la reacciéon acrosémica “verdadera” o
fisiolégica, estos espermatozoides no representan la poblacion espermatica con
posibilidades de fertilizar ovocitos (Way ef al/., 1995).

Las alteraciones acrosomicas observadas en una elevada proporcion de los
espermatozoides y la alteracion en la composicion de las cabezas sugieren que
las modificaciones inducidas por la criopreservacion pueden afectar a su
longevidad y a su capacidad fertilizante (Stréom ef a/., 1998).

Las lesiones ultra-estructurales del espermatozoide durante la congelacion y la
descongelacion se acompafan de alteraciones bioguimicas y de la pérdida de
algunos constituyentes vitales (Salamon y Maxwell, 1995). La pérdida de
enzimas en el proceso de congelacion estd asociada al declive de la actividad
metabdlica (Pace et al.,, 1981).

Otro aspecto de la funcién espermatica afectado por la congelacién es el
proceso de capacitacion. El espermatozoide congelado y descongelado puede
desarrollar reaccion acrosémica y fecundacién con mas rapidez que un
espermatozoide fresco no-capacitado, presentando un estado semejante a la
capacitacion que contribuye a su reducida longevidad y su rapidez en penetrar
los ovocitos sin incubacién (Watson, | 1995). Una vez capacitado, el
espermatozoide exhibe una tasa metabdlica elevada, motilidad hiperactiva,
aumento de la fluidez y de la permeabilidad de la membrana y sino llega a
alcanzar la fecundacion, sufré reaccion acrosémica espontanea debido al influjo
descontrolado de Ca®* (Cormier ef al, 1997). Sin embargo, una vez alcanzado

un determinado grado de desestabilizacion, el espermatozoide continda
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progresivamente con la degeneracion de la funcién de membrana hasta un punto
en que es incapaz de mantener la integridad de la misma, de modo que la
capacitacion conduce inevitablemente a [la muerte celular de los
espermatozoides que no fecundaron (Curry, 2000).

Las consecuencias de la congelacion sobre el espermatozoide canino pueden
ser: Alteraciones en la estructura proteico-lipidica de la membrana, disminucion
de la fluidez de la membrana, aumento de la permeabilidad de la membrana,
pérdida de enzimas y de fosfolipidos, disminuciéon de la actividad metabdlica,
disminucion del consumo de ATP, plegamientos de la membrana plasmatica,
edema y rarefaccion del acrosoma, vesiculacién acrosomica y formacion de
radicales de oxigeno; lo que implicaria en la funcionalidad espermatica, muerte
celular, disminucién de la motilidad, aumento de los espermatozoides
incapacitados, reaccién acrosémica precoz y reduccién de la longevidad

(Watson, 1995).

24 DILUCION Y EMPLEO DE CRIOPROTECTORES

Tras la obtenciéon del semen, el primer paso a seguir es la dilucion en un medio
adecuado para la supervivencia de las células durante su procesamiento y
conservacion. El tipo de diuyente elegido y los ritmos especificos de
refrigeracién, congelacion y descongelacién son factores altamente importantes
en la calidad del semen calentado o descongelado, pues influencian la
morfologia y la motilidad de los espermatozoides y éstas, a su vez, influencian
los indices de concepcion tras la inseminacién artificial. En esencia, los
diluyentes deberan mantener la osmolaridad, el pH y la concentracion adecuada
de iones del eyaculado (Concannon y Battista, 1989). Es fundamental que el

diluyente aporte una fuente de energia y proteja a los espermatozoides de los
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dafios causados por la congelacion y la descongelacién (England, 1993) y
también por la refrigeracion y posterior calentamiento.
En los afos 80 y 90 los diluyentes utilizados para refrigeracion estaban
constituidos esencialmente por yema de huevo o leche. Tanto la yema de huevo
como la leche aportan lipoproteinas de baja densidad, principalmente
fosfolipidos que actuan estabilizando las membranas nucleares sin que se
produzcan cambios aparentes en la composicion de las mismas (Parks y
Graham, 1992).
2.41 Medios de dilucién del semen
Silva (2007), refiere que los dilutores son sustancias que deben presentar las
siguientes propiedades:
1. Presién osmética.lo mas isotdnica posible con el esperma y manteneria
durante el almacenamiento (entorno a 320 miliosmoles/kg).
2. Contener sustancias tampdén que permitan mantener un pH invariable y
neutro.
3. Contener sustancias coloidales capaces de proteger a los espermatozoides.
4. Poseer sustancias nutritivas o elementos que favorecen el metabolismo,
vitalidad y longevidad de los zoospermos.
5. Estar libres de sustancias todxicas, productos bacterianos u organismos
infecciosos perjudiciales para los espermatozoides.
Los diluyentes pueden ser divididos en dos grupos:
a) Diluyentes ionicos: Se utilizan cuando se pretende inseminar con semen
fresco.
b) Diluyentes organicos: Se utilizan para periodos de conservacion mas largos
en refrigeracion o congelacion.
Cabe mencionar que para la conservacion de semen es necesario la utilizacion

de medios de procedencia biolégica o sintética, entre ellos se encuentra la yema
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de huevo debido a su valor de descenso microscopico, similar al de semen y a
su funcion protectora frente al “shock por frio”, atribuible a la fraccién lecitinica, a
que sus fosfolipios y proteinas de baja densidad protegen al espermatozoide del
shock de frio (Quinn ef al., 1980).

La presencia de yema de huevo en el dilutor (5-20%) se comporta como un
protector ante los efectos del choque frio. La adicion de agentes crioprotectores
es necesario para la sobrevivencia de los espermatozoides. La valoraciéon de la
concentracion espermatica es muy importante para realizar una buena dilucién,
por tanto estara en funcion del nimero minimo de espermatozoides necesarios
en cada dosis (Foulkes, 1977).

2.4.2 Agentes crioprotectores (ACPs)

La utilizacion de un agente crioprotector es indispensable en la minimizacion de
los dafos que se producen en los espermatozoides durante el proceso de
criopreservacion, pues los crioprotectores tienen efectos notables sobre los
fenébmenos que acompafan a la congelacion y la descongelacion de las células
vivas, proporcionando proteccién contra las fuertes alteraciones que se producen
en las estructuras celulares y extra-celulares y en la composicién quimica (Fahy
et al., 1990).

La yema de huevo y la leche han sido los primeros componentes utilizados para
preservar a los espermatozoides del efecto del frio. Estas son sustancias
crioprotectoras puesto que durante los procesos de refrigeracién y congelacion
minimizan la pérdida de los lipidos de membrana aportandole fosfolipidos de
bajo peso molecular (Graham y ‘Foote, 1987). Los crioprotectores se han
clasificado segin su capacidad para atravesar la membrana: en penetrantes
como glicerol, DMSO, etilenglicol y en no-penetrantes incluyendo determinados
azlcares. En la actualidad se incorporan a los diluyentes otras sustancias como

detergentes y aminoacidos, combinadas generalmente con glicerol, esperando

23



preservar mejor la capacidad métil y fecundante de los espermatozoides en los
procesos de refrigeracion y congelacion.

Los ACPs son esenciales para la supervivencia celular durante la
criopreservacion, su adicion y remocion subsiguiente crean un ambiente
anisosmotico para las células produciendo cambios en el volumen y dafio
osmatico potencial.

2421 Agentes penetrantes o permeables

Son de bajo peso molecular y permeable a través de la membrana celular. Son
utilizados: el glicerol, etilenglicol, el dimetilsulfoxido (DMSO) y propanediol
(PROH).

a) 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 ef al. (1949) y ha
marcado .un avance notable en la preservacién del semen, por medio de la
congelacion. Esta sustancia ocupa simultaneamente la membrana y los
compartimentos exira e intracelulares. Sin embargo, sugieren que su principal
efecto crioprotector se ejerce a nivel extra-celular. Su funcion a este nivel
consiste en aumentar el volumen del medio extra-celular y la proporcion de agua
en estado de no- congelacién, haciendo disminuir las concentraciones de los
electrdlitos y por tanto, minimizando los “efectos de solucion”, ademas mediante
la estimulacién osmoética de la deshidratacion celular, consigue disminuir el
volumen del agua intra-celular disponible para congelarse (Medeiros et al,
2002). Los efectos sobre la osmolaridad celular no son los Unicos, el glicerol
también parece ejercer un efecto directo en la membrana plasmatica (Parks y
Graham, 1992).

Por otra parte, existe consenso en que a pesar de que el glicerol protege las

membranas del espermatozoide durante la criopreservacion, también ejerce una
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espermatozoide descongelado, que el EG podria sustituir al glicerol si se utiliza
en fa misma concentracion que éste (3%), o incluso mas reducida. Asimismo, los
trabajos en esta especie lo han sugerido, y ademas puntualizan que el EG, solo
o en combinacion con dlicerol, ha proporcionado buenos resultados en fa
motilidad progresiva y en la preservacion de fa integridad de fa membrana del
espermatozoide y del acrosoma. La posibilidad de que el EG provoque menores
“lesiones” osméticas que otros crioprotectores en el espermatozoide equino,
considerado como un espermatozoide con limitada capacidad de tolerancia a
condiciones aniso-osméticas, tendria como consecuencia un menor perjuicio
para la motilidad y la viabilidad tras la descongelacién. Por otra parte, los
trabajos de Alvarenga et al, (2000) han concluido que las propiedades
crioprotectoras del EG han sido semejantes a las del glicerol en la congelacion
del espermatozoide equino, a niveles de conservacién de la motilidad y de
integridad acrosomal.

En otras especies como el ratén, en que la congelacién del eyaculado es
considerada mas dificil que en las restantes especies domésticas el EG parece
un crioprotector prometedor, capaz de minimizar las lesiones de la membrana
plasmatica. Por el contrario, Storey et al., (1998) evidenciaron en esta especie
una répida pérdida de la integridad del espermatozoide fresco en presencia de
6% de EG. La adicion de EG a 4°C al semen de la Chinchilla lanigera aporté
mayor proteccion que fa adicion de glicerol (Carrascosa ef al., 2001).

En la congelacién del semen de perro, el EG parece aportar resultados
comparables a los del glicerol, al nivel de motilidad y velocidad espermatica, asi
como en la preservaciéon de su estructura e incluso podria sustituir al glicerol.
Ademas, la buena respuesta del espermatozoide tras la exposicién a soluciones
hipertonicas de EG hace sugerir que este puede ser utilizado como crioprotector

alternativo al glicerol (Songsasen et al, 2002). Sin embargo, ofro estudio
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muestra que la integridad y la motilidad han sido mejor preservadas con dlicerol
al 7% que con EG al 7 y 4%.

2422 Agentes no penetrantes o no permeables

Son sustancias de alto peso molecular, efectivas a velocidades altas de
congelacion, son importantes por ejercer su accién crioprotectora promoviendo la
répida deshidratacion celular y suelen usarse asociados a los agentes
penetrantes. Los mas utilizados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano.
Estos compuestos‘generalmente son polimeros que forman puentes hidrégeno
con el agua, reduciendo la actividad de agua a una magnitud mucho mayor que
la que se predeciria por su concentracién molar (Aisen et al., 2000).

La adicion del criopreservante genera estrés osmoético sobre las células porque
aumenta la osmolaridad del medio. Las células inicialmente se deshidratan para
compensar la fuerza osmética inducida por la presencia de los ACPs y después
se hidrata. La definicion de los pardmetros biofisicos de cada célula y el estudio
de la interaccién con los ACPs durante la congelacién y descongelacion de las
células deben ser definidos para establecer los limites fisicos que aseguren la
supervivencia de la célula. Estos suelen usarse en asociacién con los agentes

crioprotectores penetrantes (Molinia et al., 1994).
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] MATERIALES Y METODOS
3.1 UBICACION
La evaluacion de los diferentes pardmetros del presente trabajo de investigacion
se realizé en el Laboratorio del Centro de Investigacién y Ensefanza en
Transferencia de Embriones (CIETE), perteneciente a la Facultad de Zootecnia
de la Universidad Nacional Agraria La Molina, durante los meses de octubre -

marzo del 2009-2010.

3.2 SISTEMA DE MUESTREO

3.2.1 Poblacién |

Estaba conformada por los animales de las diferentes razas de la especie Canis
familiaris “perro” de la ciudad de Lima, octubre, 2009 — marzo, 2010.

3.2.2 Muestra

Como unidad de muestra se tom6 06 eyaculados de cada uno de los 06 machos
caninos de varias razas, edades y pesos, colectados por manipulacion digital.
Las muestras fueron tomadas de manera no probabilistica es decir que sélo se
tomé las muestras que presentaban motilidades mayores o iguales al 70%, por

las caracteristicas de las mismas.



3.3 METODOLOGIA

3.3.1 SELECCION Y ENTRENAMIENTO DE LOS MACHOS

Se seleccionaron 06 animales de razas medianas a grandes (01 Samoyedo, 02
Sibefianos, 01 Pastor Francés, 01 cruce de Fila con Dogo argentino y 01 Bull
Terrier), con un peso promedio de 36.5 + 7.2 kg y edad promedio de 4.5 + 1.5
anos.

La seleccion se hizo basicamente por la condiciéon corporal, estado sanitario,
tamano, forma, consistencia, elasticidad de los testiculos y epididimo, asi como
las condiciones sanitarias del prepucio y el pene.

Los animales fueron entrenados 2 veces a la semana por un periodo de cuatro
semanas consecutivas antes del periodo experimental, para su
acostumbramiento al personal.

3.3.2 DILUTORES

Se preparé un dilutor en dos fracciones (A y B). Ambos contenian basicamente
los mismos ingredientes en su composicion y la diferencia se basa en el uso de
una concentracién mayor de glicerol y etilenglicol en el dilutor B. Los
componentes de los dilutores fueron: TRIS, acido citrico, glucosa, penicilina,
estreptomicina, yema de huevo, glicerol, etilenglicol y agua bidestilada. El dilutor
A fue utilizado para equilibrar el semen antes de la congelacion. El mientras que
el dilutor B fue adicionado antes del proceso de congelacion.

3.3.3 COLECCION Y EVALUACION DEL SEMEN

La coleccion de semen se llevd a cabo con una frecuencia de 2 veces a la
semana, mediante la estimulacion sobre el bulbo peneano depositando el
eyaculado en un tubo de centrifuga de 50 ml, de cada eyaculado sélo se tomo la
fraccion espermatica lo cual fue trasladado al laboratorio previamente diluido en

PBS en una proporcion 1:1.
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En las muestras de semen fresco fueron evaluadas el volumen, color, motilidad,

concentracién espermatica, integridad de membrana, porcentaje de vivos y

muertos y porcentaje de anormalidades (Bohérquez ef al, 2005). Para la dilucién

del semen se utiliz6 el dilutor tris-glucosa-yema. La motilidad fue estimada sobre

platina caliente temperada a 38 °C a un aumento de 400X

Estas evaluaciones se realizaron en el semen fresco y descongelado.

Sdlo fueron congeladas las muestras seminales consideradas como éptimas y

que presentaran: color y volumen normal de acuerdo a la talla del macho.

3.3.4 PROCESADO DEL SEMEN

Los eyaculados de cada animal fueron procesados de forma individual. Cada

eyaculado fue centrifugado a 1200 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante fue

retirado con una micropipeta de 1000 pl para proceder a diluir el precipitado. A

continuacion, los espermatozoides fueron resuépendidos con el dilutor A

dependiendo de la concentracion espermatica previamente determinada;

posteriormente, el semen fue refrigerado a 4°C por 1.5 h; al cabo de este tiempo

una cantidad similar del dilutor B fue afiadido en tres partes cada 15 minutos, al

final de la dilucidon fue evaluada la motilidad espermatica post refrigerado, para

luego ser empaijillado y congelado.

3.3.5 EVALUACION DE ESPERMATOZOIDES EN SEMEN FRESCO Y POST
DESCONGELACION

3.3.5.1 Motilidad individual de los espermatozoides del perro

La motilidad fue evaluada mediante la observacién directa al microscopio a 400X

sobre platina caliente, de una gota de semen fresco colocada en un portaobjeto

temperado a 38 °C, y se procedié a observar (Feldman y Nelson, 2000).

Se evaluaron de acuerdo al porcentaje de espermatozoides en movimiento (de 0

a 100) y la calidad del mismo. El valor de la motilidad individual se expres6 en

porcentajes.
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3.3.5.2 Reaccién hiposmética de la membrana (HOS)

La determinacion de la integridad de la membrana plasmatica del
espermatozoide de perro, consistio en someter al espermatozoide a una solucién
hipoosmética, provocando el paso del agua a través de la membrana desde el
medio extracelular hacia el interior de la célula espermatica para lograr el
equilibrio osmético. La prueba de enddésmosis varia en cuanto a la presion
osmotica de la solucion y tiempo de exposicion de los espermatozoides a la
misma, dependiendo de la especie utilizada.

En fa técnica de Kumi, (1993), citada por Bohorquez 2005, se sefala que se
utilizé una solucion hipoosmética de citrato de sodio y fructosa (55 mOsm/Kg)
para la determinacion del porcentaje de enddsmosis.

Se mezclaron 50 pl de semen diluido con 200 pl de la solucion hipoosmotica de
55 mOsm/kg y se llevd a incubar a 3%°C durante 20 minutos. Luego se realizd un
frotis en una lamina portaobjeto para observar el porcentaje de espermatozoides
con endosmosis total, asi como los que no sufrieron ningin cambio morfologico
a nivel del flagelo espermatico.

Se contabilizaron un total de 200 espermatozoides por muestra mediante la
utilizacién de un microscopio compuesto a 400X, expresando el porcentaje de
espermatozoides con endosmosis total.

3.3.5.3 Porcentaje de vivos y muertos

Esta tincién se realizé6 para diferenciar aquellos espermatozoides vivos de los
muertos. La técnica empleada para determinar vivos y muerios es la coloracion
eosina — nigrosina (Hewitt y England., 1998).

1. Se prepararon los colorantes: primero la eosina al 5% en citrato de sodio y la
nigrosina al 10% también en citrato de sodio como se indica (Cuadro 03, anexo)

cada uno por separado, se homogeneiza bien para luego ser utilizado.
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2. Luego se colocaron en una lamina portacbjeto a un centimetro del final una

gota de eosina preparada, de igual modo se colocd dos gotas de nigrosina y al

final se colocé la muestra de semen para luego mezclarias y homogeneizarlas,
con otfra lamina portaobjetos sobre la primera se realiz6 el frotis.

3. Rapidamente se secaron las laminas coloreadas sobre una platina caliente.

4. Los espermatozoides muertos absorbieron el colorante y tuvieron un color

similar al del colorante, los espermatozoides vivos resistieron a la tincion y

quedaron sin colorante. Vivos (no teflidos) y muertos (tefidos) se contaron como

minimo 200 espermatozoides bajo € objetivo de inmersioén.

3.3.6 CONGELACION DEL SEMEN CANINO

La técnica de congelacion segun Bohérquez ef al., (2005), fue la siguiente:

1. Se realizé una dilucién de 50 millones de espermatozoides/ml.

2. Se enfrié progresivamente hasta alcanzar los 4°C, en un tiempo aproximado

de 1.5 h.

3. Al cabo de este tiempo se anadid el dilutor B en 3 partes cada 15 min.

4. Se aspiraron los espermatozoides diluidos y refrigerados en pajuelas de
plastico de 0.25cc.

5. Luego las pajillas con semen fueron sometidos en vapor de nitrégeno liquido,
a 10 cm sobre el nivel del mismo, por un periodo de 8 minutos para luego ser
sumergidos completamente en nitrégeno liquido a -196 °C.

6. Luego fueron almacenados en tanques de nitrégeno liquido.

3.3.7 DESCONGELACION DE LAS PAJILLAS

E!l semen fue descongelado en agua a la temperatura de 38°C por 20 segundos.

Luego de secar perfectamente la pajuela, la misma fue vaciada y sometida a su

evaluacion final.
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados sobre volumen, concentracidn espermatica, motilidad inicial,
vitalidad, integridad de membrana y anormalidades del espermatozoide de perro
fueron analizados por ANVA dentro y entre tratamientos, la prueba de Tukey
para hacer analisis de [as medias y la prueba T de estudent para la igualdad de
medias antes y después del congelamiento del espermatozoide canino.

Se utilizé el paquete estadistico SPSS versién 15 considerandose, para todos

los analisis un nivel de significancia de a = 0.05.
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Iv. RESULTADOS

Cuadro N°01: Distribucién de raza, edad y peso de los animales muestra

para la coleccion de semen de Canis familiaris “perro”, Lima 2009-2010.

N° Animal Raza Edad (afos) Peso (Kg)
1 Beauceron 6 45
2 Siberiano 4 38
3 Bull terrier 3 25
4 Fila-Dogo 3 43
5 Siberiano 6 35
6 Samoyedo 6 33




Cuadro N°02: Promedio de las caracteristicas seminales obtenidos de seis

machos caninos, Lima 2009-2010.

Integridad
Motilidad de
N° Volumen espermatica | Concentracion Anormalid. | membrana
animal| (mi* Color (%) * (10%/ml) * Vivos(%) (%) (%)
6.33 + Blanco 70.83 + 508.00 86.17 + 21.50 + 78.58 +
1 1.36° opalescente 10.21° 283.232° 8.73 9.00 14.60
495+ 70.00 + 22817 + 8742 + 18.37 + 71.58 +
2 1.38*"° | Blanco claro 548" 152.13° 5.45 8.27 16.69
3254 Blanco 67.50 + 376.75 + 78.70 + 2250 + 68.22 +
3 266> | opalescente 8.80° 317.95° 535 563 11.76
575+ 88.33 + 70167 + 89.75 + 13.58 + 7167 +
4 1.21** | Blanco claro 4.08° 199.65%° 9.07 3.71 6.20
192 + 68.33 + 413.00 + 83.42 + 16.75 + 6467 +
5 1.39° | Blanco claro 408" 193.28° 6.08 3.08 13.22
233+ 7333 ¢ 1094.08 + 86.75 + 18.25 + 7283
6 1.37%° | Blanco claro 5.16" 656.16° 467 4.29 10.55

Media(%)t Desviacion tipica
*a, b, ¢, d Rangos asignados por el test de Tukey (a=0.05)
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Cuadro N°03: Promedio de las caracteristicas de semen canino utilizando

glicerol y etilenglicol después de la congelacion, Lima 2009-2010.

Motilidad
N° espermatica Espermatozoides Integridad de | Anormalidades
animal (%) * vivos(%)* membrana (%) * (%) *
1 29.581 9.41° 485447 87° 57.79+11.83% | 3154+13.24°
b
2 18.1743,61 29.75+8.27" 3383% 11,72°° | 27.33 +7.43%"
b
3 16.5£678 34,50 + 8.28°° 3008 + 1229° | 2938 +6.218°
4 28.33% 6.512 3058+ 8.122° 57.42+ 13.15° | 23.93+ 5362°
5 14 58+ 2.58° 27.42+ 8.98° 36.92+ 6.84°°¢ 2113+ 5.18°
16.82+ 4.04° .
6 2027+ 12.15°¢ 4605+ 16.182° | 2391+4.143°

Media(%)+ Desviacion tipica

* a, b, ¢ Rangos asignados por el test de Tukey (a=0.05)
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Grafico N°03. Valor promedio del porcentaje de motilidad espermatica inicial de seis
machos de Canis familiaris, Lima 2009-2010.
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Gréfico N°04. Valor promedio del porcentaje de motilidad espermatica post-
descongelacion de seis machos de Canis familiarls, Lima 2009-2010.
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Grafico N°05. Valor promedio del porcentaje de espermatozoides vivos post-
descongelacién de seis machos de Canis familiaris, Lima 2009-2010.
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V. DISCUSION

5.1 Caracteristicas seminales en fresco

En el semen fresco, las caracteristicas seminales macroscopicas y
microscopicas mostraron ligeras variaciones entre individuos, pero generalmente
se mantuvieron bastante homogéneas dentro del mismo animal (Cuadro N°02).
El volumen eyaculado (22 fraccion) mostraron una importante variabilidad (rango:
1.9 - 6.3 ml) entre los diferentes animales, presentando mayores volimenes los
animales 1y 4, los resultados obtenidos fueron similares a los descritos por otros
autores (Alamo, 2007; Concannon et al, 1993; Romagnoli, 2002). Asimismo,
dentro de cada individuo, el volumen aportado también fue bastante variable en
todas las colectas efectuadas. Resulta ampliamente aceptado que el rango de
volumen de semen eyaculado obtenido en los diferentes estudios puede ser
consecuencia de numerosos factores: raza, edad, frecuencia de coleccion,
tamarfio testicular, reserva espermatica extragonadal. (Concannon et al., 1993,
England, 1999), si bien queda fuera de toda duda, que la razén principal de las
oscilaciones parece ser la variabilidad individual propia de cada ejemplar, como

se muestra en el Grafico N°01.



Con referencia a la motilidad individual progresiva, ios valores obtenidos fueron
variables enfre individuos, presentando el animal 4 (88.3 % + 4.08) y 3 (67.50 +
8.80) mayor y menor porcentaje de motilidad espermatica respectivamente.
Estos valores se encuadran dentro de los descritos por otros autores, hay
estudios que describen resultados bajos de motilidad (valor medio: 69.4%;
England, 1999), si bien, la mayoria de los autores utiliza semen con una
motilidad comprendida entre un 70-80% (Thomas ef al, 1993; lvanova-Kicheva
et al., 1997, Yildiz et al, 2000) y otros autores utilizan muestras seminales con
motilidades superiores al 90% (Silva y Verstegen, 1995; Pefia y Linde-Forsberg,
2000).

El parametro microscopico que mayor oscilacion mostré fue la concentracion
espermatica (rango: 228 - 1094 x 10° esp/ml); estas variaciones se presentaron
entre diferentes individuos como dentro del mismo macho (Grafico N°02). Al
igual que la vitalidad espermatica, las diferencias entre individuos pudieron
deberse a que los machos pertenecian a diferentes razas y presentaban
distintas edades. Asimismo, varios autores deﬁénden la teoria de que Ia
produccidon espermatica depende de la cantidad de parénquima testicular
presente; de hecho, se ha establecido que los ejemplares de razas grandes
producen mayor cantidad de espermatozoides que los de razas pequefias que
tienen menor tamano testicular (Alamo, 2007; Johnston ef al, 2001, Batista et
al, 2007) y queda perfectamente claro que las reservas espermaticas del
epididimo dependen del tamafio del animal (Alamo, 2007; England, 1999). Con
respecto a la variaciéon dentro de un mismo individuo, las concentraciones
espermaticas fueron mayores a partir de la 2 recogida, conforme la eyaculacién
espermatica adquiria cierta regularidad.

En cuanto a la viabilidad espermatica, en el presente trabajo los porcentajes

medios observados oscilaron entre un 78.7 y un 87.4%. Este parametro no
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mostré diferencias entre individuos, siendo éstos resultados comparables a los
obtenidos en fresco por otros autores que describen valores de viabilidad que
oscilan entre 80-95% (Silva y Verstegen, 1995; Alamo, 2007; Batista ef al,
2007). Las diferencias encontradas en los porcentajes de vitalidad fueron
debidas probablemente a la utiizaciébn de animales de diferentes razas, con
edades no similares, ademas de la propia variabilidad individual que se puede
presentar entre distintos ejemplares.

Finalimente, aunque se observé una cierta variabilidad en algunos individuos
concretos, el porcentaje medio de anormalidades fue de (18.5 %) e integridad de
membrana espermatica (71.3 %) presentaron valores intermedios por debajo del
20% y del 30%, respectivamente, estos valores son semejantes a los descritos
para espermatozoides caninos por Sanchez ef al, 20086; England, 2000;
Sanchez ef al, 2002, aunque no hubo diferencias significativas entre individuos.
Esta circunstancia podia asociarse a que los ejemplares empleados se
encontraban en una condicién corporal, estado sanitario y rango de edad normal
para los procesos de generacidn de espermatozoides normales. Aunque el
animal 1 y 3 presentaron mayores anormalidades con respecto al resto de
animales, hay estudios que demuestran que un mayor porcentaje de
anormalidades puede aparecer como consecuencia de inflamaciones localizadas
a nivel genital, hipertermia, infecciones del tracto reproductivo, disminucién de la
secrecién de testosterona, edad avanzada, etc. (Alamo, 2007, Kawakami ef al.,

1998; Pena, 2004).

5.2 Caracteristicas seminales post-descongelacion
Al realizar la comparacién de la eficiencia de los agentes crioprotectores
permeables (10% dlicerol y 10% etilenglicol) en el proceso de congelacién de

semen canino (Grafico N° 08), los resultados obtenidos demostraron que el
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glicerol presenta un efecto crioprotector similar al etilenglicol (p>0.05), en todos
los parametros evaluados después de la descongelacion (motilidad espermatica,
vitalidad, anormalidades e integridad de membrana) no observandose
diferencias significativas, los resultados obtenidos en este trabajo fueron
comparables a los publicados por otros autores que utiizaron diferentes
concentraciones de glicerol en el diluyente (3%, 4%, 5%, 6%, 8% y 10 %) como
concentracion final (Louise, 2001, Sanchez et al, 2002; Andrade, 2005;
Bohérquez et al., 2005; Silva, 1996; Alamo; 2007), con valores que oscilan entre
un 20 y un 59% de motilidad individual progresiva.

Algunos autores obtienen resultados elevados (motilidad post-descongelacion >
60%), cuando se utiliza el glicerol y etilenglicol en combinaciéon de los mismos
con diluyentes comerciales y la adicién de aminoacidos como la taurina en el
proceso de dilucién seminal (Silva y Verstegen, 1995; Silva et al., 1996; Andrade,
2005; Batista et al., 2007)).

En este estudio realizado se pudo comprobar que al afiadir un 10% de glicerol y
10% etilenglicol al diluyente, provoca un estrés osmético que disminuye el
porcentaje de la viabilidad espermatica post-descongelacién, algunos estudios
demuestran que a elevadas concentraciones éstos crioprotectores tienen un
efecto toxico sobre los espermatozoides como alteraciones fisico-quimicas que
pueden llevar a la ruptura de la membrana espermatica, remocién de
importantes proteinas en la membrana u originar dafios acrosomales. También
pueden inducir a la modificacién de la estabilidad de la estructura lipidica y la
permeabilidad de la membrana celular esto contribuye en la reduccién de la
supervivencia y la aceleraciéon de la capacitacién espermatica (Watson, 1995;
Curry, 2000).

Otros autores, que han realizado estudios utilizando diferentes concentraciones

de glicerol han obtenido resultados diversos, asi Olar ef al, (1989) demostraron
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gue la motilidad post-descongelaciéon de los espermatozoides era mejor con un
2-4% de glicerol que cuando se utilizaba un 8%, mientras que Fontbonne (1990)
no encontré diferencias utilizando diluyentes con un 4 o un 8% de glicerol.
Finalmente, Fontbonne y Badinand (1993) observaron que no se presentaban
diferencias cuando se utilizaba un 3.2 o un 6.4% de dlicerol en la concentracion
final, mientras que cuando se utilizaba un 1.6% se provocaba un descenso
significativo de la motilidad post-descongelacion, utilizando otros envases de
conservacion y con un 6% de glicerol de concentracién final en el diluyente,
obtienen resultados de motilidad individual progresiva del 291 + 1.3 y 341 %
2.4% en pellets y tubos de aluminio de 5 mi respectivamente (Ilvanova-Kicheva et
al, 1997). Cuando la concentracién final de dlicerol se incrementa al 8%, se
detectaron valores medios de motilidad del 20.5 + 1.3 y 25.9 + 2.4% para pellets
y tubos de aluminio de 5 mi, respectivamente (lvanova-Kicheva ef al,, 1997).

En el Cuadro N°03, se puede apreciar los resultados obtenidos tras la
descongelacion donde se puede observar claramente la disminucion de la
motilidad progresiva existiendo un cierto gradd de variabilidad individual en el
semen descongelado. Dentro de cada animal, la motilidad individual mostraba
valores dispersos, que podrian explicarse por un efecto del shock térmico, estrés
osmético, la reduccién del metabolismo espermatico y dafos causados sobre las
células espermaticas (Watson, 1995), por tanto el logro de una longevidad
celular maxima requiere que el ritmo de descongelacion este en concordancia
con el ritmo apropiado de congelaciéon (Mazur, 1984), algunos de los machos
empleados presentan descensos en la motilidad post-descongelacion mas
evidentes que otros, existiendo diferencias significativas (p<0.05), en la calidad
seminal post-descongelacién entre las diferentes razas, la baja calidad, podria
disminuir la viabilidad y la capacidad fertiizante del espermatozoide canino

(Grafico N°04).
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Con respecto a la viabilidad espermadtica (Grafico N° 05), los resultados
obtenidos evidencian diferencias significaiivas (p<0.05), entre las muestras
congeladas de los diferentes animales siendo el animal 1 y 5 que presentaron un
mayor y menor porcentaje de espermatozoides vivos post-descongelacién (48.5
y 27.4% respectivamente). Estos resultados son similares a otros estudios que
utilizaron concentraciones similares de dilutores y agentes crioprotectores,
presentando valores de viabilidad espermatica que oscilan entre un 50-65% de
espermatozoides vivos (Bohérquez ef al, 2005; Alamo, 2007; Batista et al,
2007). Otros autores también describen valores de viabilidad comprendidos entre
70-85%, pero el diluyente empleado en estos estudios contenia un 8% de
glicerol (Silva et al., 1996; Yildiz et al., 2000).

En base a los resultados observados, parece légico suponer que pueda existir
cierta predisposicion individual a la congelacién, ya que hay individuos que
mantienen valores medios de viabilidad del 84% (animal 1 y 5), la motilidad sufre
un notable descenso (48% y 27%, respectivamente). Este hecho fue constatado
por Batista et al., (2007) en un estudio realizado en perros de la raza Dogo
Canario, donde observaron que de los 5 animales empleados en su estudio, dos
de ellos manifestaron una disminucién significativa en la motilidad seminal, pero
los valores de viabilidad espermatica permanecian relativamente altos.
Asimismo, Pefia ef al, (2000) proponian la posibilidad de que el deterioro de la
calidad seminal se deba a la disminucién en la concentracion de calcio
intracelular, por un mal funcionamiento de la bomba de Ca® presente en la
membrana celular del espermatozoide, debido a la agresién que suponia los
procedimientos de criopreservacion; esta modificacion en el funcionamiento de la
bomba de Ca®* podria tener reflejo primero sobre la motilidad espermatica, para
posteriormente terminar afectando a la vitalidad espermatica, ademas la

formacion de cristales de hielo intracelular, alteraciones de la temperatura, el
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grado de maduraciéon celular y el proceso de capacitacion espermatica que
provoca un grado de desestabilizacion que causa la degeneracién espermatica
que conduce inevitablemente a la muerte (Watson, 1895).

Luego de ser sometidos a la prueba hipo-osmoética los espermatozoides
presentaron cambios morfolégicos evidenciados por la curvatura de la cola y la
pieza intermedia. En los animales 1 y 4 se pueden observar (Cuadro N° 03) que
no hay diferencias significativas (p>0.05), al realizar la comparacién con el
animal 3 que presenté mayor porcentaje de alteraciones a nivel de la membrana
espermatica (70%) las diferencias individuales son bastante evidentes (Grafico
N°06).

La diferencia en la respuesta a la prueba hiposmética entre el semen fresco y el
descongelado se podria explicar por dafio a la membrana espermatica durante el
proceso de congelacion, la deshidratacion osmoética mas que la formacion de
hielo intracelular, es la principal causa de las alteraciones ultra-estructurales de
la membrana y una de sus consecuencias es la pérdida de la selectividad de la
membrana (Parks y Graham, 1992), porque cada etapa del proceso son criticas
que ejerce una interacciéon especial con la estructura, funcién de la membrana y
con el metabolismo celular, pudiendo el espermatozoide perder su capacidad de
funcionamiento normal en cualquier momento del proceso (Watson, 1995).
Diferentes autores postulan que el glicerol, ademas de los efectos osméticos
beneficiosos para la congelacion seminal, actia directamente sobre Ia
membrana espermatica y aunqgue no se conoce con exactitud la naturaleza de
esta accion, puede relacionarse con la alteracion directa de la membrana
espermatica, la interaccion con los enlaces de proteinas y glicoproteinas, o bien
la induccion de un incremento de la demanda bioenergética propone que la
interaccion de todos estos factores, podria explicar porqué la adicién de

concentraciones elevadas de glicerol provocan mejores fresultados de motilidad,
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pero ello va en el aumento del porcentaje de anomalias en los espermatozoides
presentes en las muestras descongeladas (Alamo, 2007).

Al estudiar cada animal por separado, se observa que en 3 de los perros (1, 4y
6), los valores promedios de integridad de membrana fueron mayores al 50%,
independientemente del agente crioprotector, en los machos restantes (5, 2 y 3)
se observaron porcentajes superiores al 65% de alteraciones membranarias.

Los ejemplares que tenian valores de motilidad espermatica mas homogéneos (1
y 4) post-descongelado mostraron este mismo comportamiento cuando se
valoraban las alteraciones presentes en las muestras. Asimismo, los perros 1y 4
también evidenciaban un comportamiento correlacionado entre ambos
parametros, el resto de los individuos presentaron comportamientos mas
arbitrarios en correlacion entre parametros se refiere.

En las alteraciones morfolégicas no se detectaron diferencias entre los
resultados obtenidos con respecto a los agentes crioprotectores utilizados (10%
glicerol y 10% etilenglicol) post-descongelado, pero las diferencias entre
individuos son significativas (p<0.05) aunque se observé un porcentaje mayor de
anormalidades en el animal 1, 3y 2 de 31.5%, 29.4% y 27, 3% respectivamente
(Grafico N°07), estas alteraciones se pueden producir principalmente durante la
refrigeraciéon y la congelacién que afectan su longevidad y capacidad fertilizante.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por ofros autores (Silva et al,
1996; Bohérquez et al, 2005; Silva et al, 2003) que presentan un promedio de
27% de anormalidades, también describen valores inferiores al 15% de
anormalidades (Batista et a/, 2007; Alamo, 2007), e incluso niveles superiores
al 50% (Hay et al., 1997).

Hay estudios donde se han intentado utiizar sistemas informaticos para la
determinaciéon de alteraciones morfoldgicas, porcentaje de espermatozoides

moviles, porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva y la velocidad
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del movimiento, como el sistema CASA (Computer Assisted Semen Analysis),
resultando este sistema costoso y necesita una exacta calibracion (Nufez-
Martinez et al, 2005). No obstante, otros autores ya proponen este modelo
automatizado para la determinacion de las morfoanomalias espermaticas

(Rijsselaere et al., 2005).
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VL CONCLUSIONES
En los resultados obtenidos se determinaron la viabilidad espermatica
mediante la motilidad pre-congelacion que fue de 73 + 95 % y pos-
descongelacion de 20.68 + 8.37, espermatozoides vivos por la tincion
eosina-nigrosina pre-congelaciéon 85.37 + 7.22 % y post-descongelacion
de 3492 + 11,41, integridad de membrana evaluada por hipo-6smosis
(HOST), pre-congelacion 71.26 £ 12.45 % y post-descongelacion 43,79 +
16,23 y anormalidades pre-congelacion 1849 % 6.38 vy post-
descongelacion 26,24 + 8,15.
De éstos resultados se puede concluir que €l proceso de congelacion en
el nitrégeno liquido a -196 °C afecta la viabilidad espermatica (Grafico
N°08).
Al evaluar el efecto del glicerol al 10% y etilenglicol al 10% sobre el
espermatozoide canino post-descongelacién se puede concluir que
disminuyen significativamente (p<0.05) la viabilidad, afectando sobre la
motilidad individual, vitalidad e integridad de membrana del semen
criopreservado.
No hay diferencias significativas (p>0.05), al determinar el agente

crioprotector que mejor mantiene la calidad y viabilidad del semen post-



descongelacion, es decir que el glicerol y el etilenglicol tienen efectos
crioprotectores similares sobre el espermatozoide canino, sin embargo
éstos crioprotectores pueden mantener los espermatozoides viables en

condiciones hipotérmicas.
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V. RECOMENDACIONES

Probar otros crioprotectores a diferentes concentraciones a las utilizadas
en el presente trabajo.

Realizar el proceso de congelacion rapida bajo la forma de pellets.

Probar distintos tiempos y temperaturas de descongelacion.

Evaluar el efecto de los agentes crioprotectores en combinacion con los
aminoacidos.

Evaluar los espermatozoides caninos post-descongglacién, teniendo en
cuenta la integridad de acrosoma, fertilizacién in vitro e inseminacion

artificial.
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Cuadro N° 04.Composicion del dilutor para criopreservacion de semen

canino tris- yema-glucosa (TYG).

FRACCION A B
Tris 2449 24¢g
Glucosa 08g 084g
Acido citrico 1449 14g
Yema de huevo 20ml 20mi
Penicilina 1000 Ul 1000UI
Estreptomicina 019 0149
Agua destilada 100 mi 100 mi
Glicerol 3ml 7mi
Etilenglicol 3mi 7m]i

Fuente: Bohérquez ef al (2005)
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Cuadro N° 05. Composiciéon quimica de la soluciéon de endosmosis (Test de

HOS)
Fructosa 0.0675¢g
Citrato de sodio 0.0268 g
Agua bidestilada 100mli

Fuente: Bohorquez et al (2005).
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Cuadro N° 06. Solucion de eosina al 5% y nigrosina al 10%, parala tincion
de vitalidad espermatica.

Eosina 5049
Nigrosina 100g
Citrato de sodio 03g
Agua bidestilada 100 mi

Fuente: Hewitt y England., (1998).
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N° 01. Microfotografia de prueba de hipo-6smosis realizada en espermatozoides de
perro en semen fresco, a 40X.

N° 02. Microfotografia de prueba de hipo-6smosis realizada en espermatozoides de
perro post-descongelacién, a 40X.
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N° 03. Microfotografia de la tincién de eosina-nigrosina para prueba de vitalidad
espermatica en semen fresco, espermatozoides no tefiidos (vivos) y los teiiidos
(muertos), a 40X.

N° 04. Microfotografia de la tincién de eosina-nigrosina para prueba de vitalidad
espermatica en semen post-descongelacién, a 40X.
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N° 05. Microfotografia de las anormalidades observadas en los espermatozoides
de perro, a 40X.
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R.D N° 211-2010-FCB-D
Bach. Tania NUNEZ JANAMPA.

En Ayacucho, siendo las cinco y treinta de la tarde en el auditorio de la Facultad de Ciencias
Biolégicas se reunieron los docentes el viernes 03 de diciembre del dos mil diez bajo la
presidencia del Decano MS Elmer Avalos Pérez, con la asistencia de los miembros Mg
Carlos Piscoya Sarmiento, Mg Fidel Mujica Lengua, (asesor), Mg Paula Garcia Godos
Alcazar y Blgo Yuret Miranda Tomasevish, actuando como secretaria docente la Mg
Maricela Lopez Sierralta, para' recepcionar la sustentacion de tesis: “Evaluacion de
criopreservacion permeables sobre la viabilidad de espermatozoides de Cannis Familiares “
perro” Ayacucho 2009, presentado por la bachiller en Ciencias Biolégicas: Tania Nufiez
Janampa, - quien pretende obtener el titulo Profesional de Bitloga con especialidad en
Biotecnologia.

Luego de la verificacion de la documentacion el decano instruye a la sustentante y solicita a
la secretaria docente la lectura de la resolucion Decanal N° 211-2010-FCB-D, para que la
sustentante dé inicio a la sustentacion en el tiempo establecido de cuarenta minutos.

El decano cede la palabra para su evaluacion y observaciones a la profesora Paula Garcia
Godos; quien pfegunta sobre Criopreservantes no permeables; Cuadro 1 y 3 sobre; Razas,
Edades de los caninos; Relacion y Evaluacién de ambos criopreservantes y cual fue el
interéé del tema. Luego el decano cede la palabra al cuarto jurado Prof. Yuret Miranda
Tomasevich quien manifiesta la falta de cuadro de comparacién de los dos criopreservantes
y cuales fueron los criterios de seleccion de Canes; porque el proceso de congelacion es
paulativo?; también pregunta ;Cual es la importancia de la viabilidad de la célula? ;Que es
la prueba hipoosmotica? ;Qué colorante utilizé? ;Cual es la caracteristica de la Eosina?,
luego felicitd a la sustentante antes de culminar su participacion. El doctor Piscoya inicia su
participacion dando mérito a la investigacion: ;Cuales son etapas criticas en la
criogenizaciéon? ;Metodologia de la Toma de Muestra-Riesgos?

El decano pregunta lugar de toma de muestra? En el cuadro dice solo 6 muestras ¢Con
~repeticion? ;Qué disefio estadistico utiliz6? ¢Es o no es significativo? ;Qué es
congelamiento?, luego, cede la palabra al docente Asesor quien aclara algunas dudas y
observaciones que quedaron no resueltas.

Luego el decano solicita a la sustentante y al pablico que abandonen el auditorio para que el

jurado puede deliverar y realizar la evaluacion como sigue:



JURADO CALIFICADOR Exposicion Rpta a Preguntas  Promedio

Mg Carlos Piscoya Sarmiento 17 16 17
Mg Fidel Mujica Lengua 16 16 16
Mg Paula Garcia Godos Alcazar 16 16 16
Blgo Yuret Miranda Tomasevich. 17 17 17

Como resultado la sustentante obtuvo el promedio de diecisiete (17), de lo cual dan fé
estampando su firma al pie de la presente. Concluye el acto de sustentacion siendo las siete

y treinta de la noche.

C_

L
MS &I{er Avalos Pérez (Presidente) Mg Carlos Piscoya Sarmiento (Miembro)

5 Pl Tkl

MQ Fidel Mujica Lengug (Miembro-Asesor) Mg Paula Garcia Go dos A. (Miembro)

.f/.m’-

i

\Yd
Blgéf/urmma Tomasevich (Miembro) Mg Maricela Lopez S. (Secretaria Docente)
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