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RESUMEN

Se realiz6 un estudio de semen refrigerado en caninos, con la técnica de
CANIPROm CHILL 10 con el fin de comparar, evaluar la motilidad y anormalidades
primarias y secundarias del semen refrigerado; y compararlo con el semen fresco;
para verificar el resultado del proceso utilizado; por otra parte se comprobara por
medio de la inseminacion artificial en otro estudio comprobando la calidad
espermética con el porcentaje de gestacion obtenida. Este experimento alterno

sera realizado por el tesista EMVZ. Alejandra de Jesus Gonzéalez Reveles.

En el estudio se utilizaron 5 machos, con diferente peso, raza, edad y
clinicamente sanos. El estudio para este experimento fue realizando un examen de
calidad espermética (motilidad, morbilidad, morfoanomalias), aceptando los
animales que tuvieran por lo menos una concentracion de 200 millones de
espermatozoides por mililitro; siendo este el promedio normal en caninos, sabemos
que aun en el limite minimo de concentracién tenemos riesgo de que de la

inseminacion se vera afectada.

Para realizar esta técnica, se utilizo el kit comercial CANIPROw CHILL 10
para la refrigeracion del semen; las caracteristicas microscopicas en el semen
fresco fueron practicamente similares entre machos; sin embargo, tras el proceso
de refrigeracion, se observaron diferencias entre individuos en la calidad seminal,
especialmente en la motilidad espermatica, la cual disminuyo paulatinamente
conforme el experimento avanzo entre un 5% a 8% por dia.

Cabe mencionar que el promedio de volumen eyaculado fue de 2.5 ml, lo cual nos
da un promedio de diez pajillas por eyaculado, para la preservacion.

Los resultados in vitro obtenidos en el estudio confirmaron que el uso de la
refrigeracion del semen es una alternativa potencial para conservar semen canino
durante periodos cortos de tiempo. Concluyendo asi, la técnica con semen

refrigerado a diez dias es eficiente y es de gran utilidad cuando tenemos un



namero mayor de hembras en las cuales podemos dosificar la cantidad de semen

obtenido para posteriormente utilizarla.

Por otro lado, en la mayoria de estudios desarrollados en la especie canina,
antes del procesado del semen, se realiza un pool seminal de los eyaculados de
machos diferentes (Hay y col, 1997; Pefa y Linde-Forsberg, 2000a; Pefia y col,
2003), por lo que resulta imposible establecer si existe variacion individual.

En la especie canina, se han desarrollado diferentes protocolos de crio
preservacion seminal utilizando diferentes tipos de diluyentes (Dobrinski y col.,
1992; Fontbonne y Badinand, 1993; No6thling y col., 1997; Strém y col., 1999) El
porcentaje de fertilidad tras realizar una inseminacion con semen refrigerado varia
entre un 50-60% (Silva y Verstegen, 1995; Silva y col., 1996). Por otro lado, los
perros muestran una gran variabilidad en la calidad seminal pos refrigeracion,
(Pefay col., 2003). Por tanto, parece necesario desarrollar nuevas técnicas de crié
preservacion seminal para obtener mayores porcentajes de fertilidad tras la
realizacion de una inseminacién artificial con semen refrigerado. Sin embargo, el
bajo numero de animales utilizados en este trabajo, hace necesario completar esta
investigacion utilizando un mayor nimero de animales y conservando las muestras

durante periodos de tiempo mas largos.

El aumento del valor y las posibilidades de comercializacion de los cachorros
de raza pura asi como el aumento de 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.

La Inseminacion Artificial (IA) ha beneficiado el mejoramiento genético en los
perros de raza pura. El desarrollo de IA (la primera generacion de biotecnologias
reproductivas), junto con la crid6 preservacion de semen ha hecho posible la
distribucion por el mundo de material genético a un bajo costo. Diversas

metodologias de crid preservacion de semen, se estan aplicando cada vez con



mas frecuencia con el fin de establecer bancos de reserva genética para conservar
las diferentes especies en el futuro (Luvoni GC.). Las especies en vias de extincion
son los principales impulsores y receptores de esta corriente (Fastard W.).

Es asi que en el mundo, por aproximadamente 5 décadas, muchas camadas
han nacido a partir de IA con semen fresco, refrigerado y congelado. Sin embargo
las tasas de prefiez obtenidas a partir de 1A usando semen refrigerado son aun
poco satisfactorias y esto ocurre en particular con las obtenidas bajo condiciones

clinicas.

En la clinica reproductiva diaria las variables asociadas al manejo del semen
en la refrigeracién, la técnica de IA implementada y a la deteccion del momento de
mayor fertilidad estan fuertemente influenciadas por el entrenamiento del operador
actuante, a la infraestructura de la clinica en la que se realiza el procedimiento y al
estado de salud y nutricion de los reproductores utilizados (9, 10, 11, 12, 13). Estos
hechos se relacionan tanto con las particularidades de la fisiologia reproductiva de
la hembra como con la especial sensibilidad del semen canino a los procesos de
crié preservacion y la falta de desarrollo en esta area. (12, 14). Es asi que son
necesarias investigaciones dirigidas a mejorar la habilidad para mantener la
capacidad fecundante del semen refrigerado en caninos y obtener asi tasas de

prefiez y tamafios de camada satisfactorios. (15, 16).

PALABRAS CLAVE:

CANIPRO™ CHILL 10.
Reproduccién Canina
Semen Canino.
Refrigeracion de Semen.
Inseminacion Artificial.
Motilidad espermatica.
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INTRODUCCION

En los ultimos 20 afos, las técnicas de inseminacion artifici
preservacion seminal en la especie canina han experimentado un enorme
desarrollo. El porcentaje de gestaciones obtenido en perras inseminadas con
semen en fresco es muy elevado, tanto si se realiza una inseminacion intravaginal
profunda (Farstad y Andersen Berg, 1989; Forsberg, 1989) como si se utiliza una
técnica de inseminacion intrauterina (Silva y Verstegen, 1995; Silva y col., 1996).
Cuando se utiliza semen refrigerado, el porcentaje de gestaciones obtenido es
menor, particularmente si se realiza una técnica de inseminacion intravaginal
(Linde-Forsberg y Forsberg, 1989; Fontbonne y Badinand, 1993; No6thling col.,
1997). De manera general, se asume gque el semen canino refrigerado puede ver
reducida su capacidad fértil (Rijsselaere y col., 2002). La prueba definitiva para
evaluar la fertilidad del semen canino refrigerado mediante cualquier protocolo de
crié preservacion es comparar el porcentaje de gestaciones que se obtiene tras la
inseminacion artificial (Rota y col., 1995). Sin embargo, es dificil llevar a cabo una
comprobacién experimental, ya que es necesario el uso de un gran namero de
animales para obtener conclusiones definitivas. En muchos estudios realizados in
vitro, la calidad seminal del semen refrigerado se valora mediante la determinacion
de diferentes parametros seminales como la motilidad, la integridad de la
membrana plasmatica, las acrosomias y las morfoanomalias (Thomas y col., 1993;
lvanova y col., 1997; Pefia y Linde-Forsberg, 2000a, b; Pefia y col., 2003; Alamo y
col., 2005). Diferentes autores han intentado establecer una correlacion entre la
fertilidad obtenida con una muestra de semen y la valoracion seminal in vitro de los
diferentes parametros mencionados anteriormente (Rota y col., 1995). La motilidad
post-refrigeracion parece ser el mejor indicador de la fertilidad seminal (N6thling y
col., 1997).



| . ANTECEDENTES

Hasta hace poco tiempo, se practicaba IA exclusivamente con semen fresco,
posteriormente comenzd a utilizarse semen refrigerado. En muchos paises de
Europa asi como en Estados Unidos, la IA con semen refrigerado es una practica
rutinaria. Este método de crid preservacion de semen puede ser implementado con
bajo costo, facil manejo y moderada infraestructura, mejorando asi las

posibilidades del uso del semen de reproductores valiosos (28).

La prueba definitiva para evaluar la fertilidad del semen canino refrigerado
mediante cualquier protocolo de crio preservacién es comparar el porcentaje de
gestaciones que se obtiene tras la inseminacién artificial (Rota y col., 1995). Sin
embargo, es dificil llevar a cabo una comprobacidn experimental, ya que es
necesario el uso de un gran numero de animales para obtener conclusiones
definitivas. En muchos estudios realizados in vitro, la calidad seminal del semen
refrigerado se valora mediante la determinacion de diferentes pardmetros
seminales como la motilidad, la integridad de la membrana plasmatica, las
acrosomias y las morfoanomalias (Thomas y col., 1993; Ivanova y col., 1997; Pefa
y Linde-Forsberg, 2000a, b; Pefia y col., 2003; Alamo y col., 2005). Diferentes
autores han intentado establecer una correlacion entre la fertilidad obtenida con
una muestra de semen y la valoracion seminal in vitro de los diferentes paradmetros
mencionados anteriormente (Rota y col., 1995). La motilidad post-refrigeracion
parece ser el mejor indicador de la fertilidad seminal (N6thling y col., 1997). Por
otro lado, en la mayoria de estudios desarrollados en la especie canina, antes del
procesado del semen, se realiza una prueba seminal de los eyaculados de machos
diferentes (<biblio>), por lo que resulta imposible establecer si existe variacion
individual. Por tanto, parece necesario desarrollar nuevas técnicas de crio
preservacion seminal para obtener mayores porcentajes de fertilidad tras la

realizacién de una inseminacion artificial con semen refrigerado.



Il. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL PERRO

2.1. Organos genitales del macho
2.1.1. Escroto

Es un saco membranoso dividido por un séptum medio en dos cavidades,
ocupadas cada una por los testiculos, epididimo y parte distal del cordon
espermético. Esté situado entre la region inguinal y el ano (Sisson et al., 1993).

Un masculo especial en la piel del escroto, el dartos, regula la proximidad de
los testiculos a la pared abdominal influyendo asi sobre su temperatura (Allen,
1992). La red compleja de suministro de sangre también contribuye a mantener la
temperatura de los testiculos por debajo de la temperatura normal del cuerpo. Esto
facilita el desarrollo 6ptimo de los espermatozoides (Cunningham, 1999; Davol,
2000).

2.1.2. Testiculos

Los testiculos del macho canino son relativamente pequefios, tienen forma
oval o redondeada, su eje mayor es oblicuo y esté dirigido dorsal y caudalmente
(Allen, 1992; Sisson et al., 1993). Atraviesan el canal inguinal entre los 4 y 5 dias
de edad (Cunningham, 1999), y alcanzan su ubicacién en el escroto en 35
dias (Allen, 1992).

2.1.3. Epididimo

El epididimo es largo, extremadamente enrollado sobre si mismo e
intimamente unido a lo largo de la parte dorsal de la superficie lateral del testiculo
(Allen, 1992; Sisson et al., 1993). Es una estructura formada por cabeza, cuerpo y
cola. Los espermatozoides maduran en su paso a traves de él, y en el perro, este
recorrido se efectda en 14 dias (Allen, 1992).

2.1.4. Conductos deferentes

Los conductos deferentes, son la continuacion de la cola del epididimo, con

una ampolla estrecha en el perro y entran a la superficie craneodorsal de la



prostata (Cunningham, 1999; Davol, 2001; Sisson et al., 1993). Este conducto
transporta los espermatozoides desde el epididimo hasta la uretra, y tiene un
diametro de 1 mm aproximadamente (Allen, 1992).

2.1.5. Cordén espermatico (funiculos spermaticus)

El cordon espermatico comienza en el anillo inguinal profundo, donde sus
partes constituyentes se juntan, se extiende oblicua y centralmente a través del
canal inguinal y pasa junto al pene para terminar en el borde de insercion del
testiculo.

Esta formado por las siguientes estructuras :
1. Arteria testicular.
Venas testiculares.
Linfaticos que acompafan a las venas.
Plexo testicular de nervios autbnomos.
Conductos deferentes, arteria y vena.
Haces de tejido muscular liso alrededor de los vasos.

N o gk~ b

Capa visceral de la tanica vaginal.

El corddn espermatico y la tlnica vaginal son largos y cruzan al lado del pene
muy oblicuamente. El extremo mas superior de la tlnica estd algunas veces
cerrado, de modo que no existe anillo vaginal (Sisson et al., 1993).

2.1.6. Canal inguinal

Los vasos espermaticos y el conducto deferente penetran en el abdomen a
través de un espacio estrecho en los musculos de la pared abdominal, que se
conoce como el canal inguinal (Allen, 1992)..

2.2. Glandulas genitales accesorias

2.2.1. Glandulas vesiculares

Las glandulas vesiculares no estan presentes en el perro (Cunningham,
1999; Sisson et al., 1993).



2.2.2. Prostata

Allen (1992), considera a la préstata como la Unica glandula accesoria en el
perro. La préstata es relativamente grande y a menudo esta alargada,
especialmente en los animales viejos (Cunningham, 1999; Sisson et al., 1993). Es
de color amarillento y con una estructura densa. Se localiza a la altura del borde
craneal del pubis o cerca de él, rodeando el cuello de la vejiga y la uretra (Sisson et
al., 1993). Es una estructura bilobulada en la entrada de la pelvis. La uretra
atraviesa la glandula antes de llegar a la base del pene. La préstata aumenta
normalmente de tamafio segin avanza la edad. Esta glandula produce una
secrecion transparente que es expulsada al interior de la uretra; ésta secrecion es
conocida como fluido prostatico, y constituye la primera y tercera fraccion del

eyaculado; tiene poder bactericida (Allen, 1992).

2.2.3. Glandulas bulbouretrales

Las glandulas bulbouretrales no estan presentes en el perro (Cunningham,
1999).

2.3. Genitales externos
2.3.1. Pene

El pene esta compuesto de raiz, cuerpo y glande. En su parte caudal existen
dos cuerpos cavernosos visibles, separados por un tabique medio. En su parte
craneal hay un hueso, el os penis, que es un hueso rodeado por el glande (Allen,
1992; Sisson et al., 1993). En los perros grandes alcanza una longitud de 10 cm. o
mas. Esta considerado como una parte del cuerpo cavernoso que se ha osificado
(Sisson et al., 1993).

El glande es muy grande y se extiende sobre toda la longitud del pene; su
parte craneal, llamada pars longa glandis, es cilindrica, con un extremo libre
puntiagudo, constituye las tres cuartas partes distales del glande y termina en la

abertura de la uretra; caudalmente existe un alargamiento redondeado, llamado



bulbo del glande, que sin ereccion es dificil de apreciar, pero que cuando el pene
se encuentra en ereccidn consiste en un abultamiento mas o menos esférico
responsable de la fijacion del pene en la vagina de la perra durante el
apareamiento (Allen, 1992; Sisson et al., 1993).

2.3.2. Prepucio

El prepucio forma una vaina completa alrededor de la parte craneal del
pene (Sisson et al., 1993). Cubre completamente el pene no erecto (Allen, 1992).
La capa mas externa es ordinariamente integumento. Las capas internas son
delgadas, de color rojizo y aglandulares. Presenta una mucosa que se contindia con
la mucosa del pene en el glande peniano. En estas capas hay muchos nddulos
linfaticos, que son especialmente grandes y a menudo prominentes en el fondo de
la cavidad prepucial (Allen, 1992; Sisson et al., 1993).
2.3.3. Uretra masculina

Este conducto tiene la misién de transportar tanto la orina como el semen al
extremo del pene (Allen, 1992). La parte pelviana de la uretra es relativamente
grande. Su primera porcion se extiende desde la vejiga y esta cubierta por la
prostata (Allen, 1992; Sisson et al., 1993).



l. ENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION
En los mamiferos, el proceso reproductivo esta controlado por dos sistemas
reguladores. El sistema endocrino y el nervioso tienen, cada uno, un papel
especifico, y es esencial una interaccion sutil entre ambos para que se desarrollen
de forma exitosa los eventos necesarios para un nacimiento y cria de una
descendencia sana.

3.1. Hormonas Hipotalamicas

3.1.1. Hormona liberadora de Gonadotropina (GnRH)

Es producida en el hipotalamo (en la base del encéfalo) y transportada hasta
la glandula pituitaria anterior (adenohipéfisis) mediante un sistema especializado de
vasos sanguineos. Esta hormona determina de forma selectiva la liberacion de la
Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y de la Hormona Luteinizante (LH) (Allen,
1992; Ruckebusch et al., 1991), éstas dos hormonas (FSH y LH) participan en el
control de la reproduccion en mamiferos machos y hembras (Ruckebusch et al.,
1991).

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), se libera en pulsaciones
casi cada dos horas. Su liberacién se aumenta por la noradrenalina y el estradiol.
También influyen en la liberacién de GnRH las feromonas que estimulan el bulbo
olfatorio y sefiales luminosas que actian en la retina. La dopamina, opiodes y
endorfinas inhiben la descarga de GnRH. También el tratamiento prolongado con
corticosteroides y el estrés tienen una retroalimentacién negativa en la produccion
de GnRH por el hipotdlamo. Cuando los niveles de estradiol son altos, el GnRH
favorece la produccion de la Hormona Luteinizante (LH) en lugar de Hormona
Foliculo Estimulante (FSH). En contraste, altas concentraciones de progesterona y
bajas de estrogenos apoyan una produccion hipotaldmica de GnRH, dando asi
prioridad a producir FSH (Ruckebusch et al., 1991).

3.2. Hormonas Hipofisiarias
3.2.1. Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

Es sintetizada y liberada en la adenohipdfisis por estimulacion de la

hormonaliberadora de gonadotropinas hipotalamicas (GnRH) (Ruckebusch et al.,
1991).



En la hembra es la responsable de estimular el desarrollo de los foliculos en los
ovarios (Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991). No han sido bien determinadas las
concentraciones circulantes en la perra (Allen, 1992). La sintesis y liberacion de
Hormona Foliculo Estimulante (FSH), estd bajo la influencia de altas
concentraciones sostenidas de estradiol. Por el contrario una elevacion de
progesterona aumenta la produccion de GnRH, estimula la produccion de
FSH (Ruckebusch et al., 1991). En el macho es responsable de la estimulacion de
algunos de los procesos en la espermatogénesis (Allen, 1992; Ruckebusch et al.,
1991).

3.2.2. Hormona Luteinizante (LH)

Es producida en la adenohipdfisis por estimulacion de la hormona liberadora
de gonadotropinas hipotalamicas (GnRH) (Ruckebusch et al., 1991). En la hembra
es liberada en forma de pulsaciones cortas y la frecuencia de éstas pulsaciones
aumenta 1 6 2 semanas antes de comenzar el proestro. Las concentraciones
circulantes aumentan hasta alcanzar un maximo 48 horas antes de que ocurra la
ovulacién, por eso se le conoce como hormona ovulatoria (Allen, 1992;
Ruckebusch et al., 1991). Su funcidén es estimular la maduracién, luteinizacién y
ovulacion de los foliculos ovaricos (Allen, 1992), y mantiene la luteinizacion folicular
en la hembra que ovula (Ruckebusch et al.,, 1991), por lo cual se considera
luteotrofica (mantiene el funcionamiento de los cuerpos luteos) (Allen, 1992).

En el macho es la responsable de la estimulacion de las células intersticiales
(células de Leydig) en el testiculo para producir testosterona y dihidrotestosterona,
y por lo tanto se le conoce como hormona estimulante de las células intersticiales
(ICSH) (Allen, 1992; Ruckebusch et al., 1991).

Al inicio de la pubertad, los niveles altos de Hormona Luteinizante inducen a
los testiculos para producir testosterona, que llevard a la maduracién de los
espermatozoides (Davol, 2001).

3.2.3. Prolactina
Producida y liberada por la adenohipdfisis. Actda sobre la glandula mamaria

para estimular la produccién de leche. Sus concentraciones en sangre suelen



aumentar de acuerdo a la disminucion de las concentraciones de progesterona,
aunque en algunos casos la progesterona puede estimular la liberacion de
prolactina. La prolactina también es considerada luteotrofica (mantiene el
funcionamiento del cuerpo lateo) (Allen, 1992).

3.3. Hormonas foliculares
3.3.1. Estrégenos

Hormonas esteroides producidas en la perra por foliculos en crecimiento.
Los principales son 17a-estradiol, 17p3-estradiol y estrona, algunos de los cuales
pueden ser conjugados. Las concentraciones circulantes aumentan poco dias
antes del inicio del proestro, posteriormente se produce un aumento brusco de sus
concentraciones en sangre, alcanzando su maximo 48 horas antes de la oleada de
LH (Allen, 1992).
Los estrogenos determinan cambios que tienen lugar en el proestro, como
pueden ser: (Allen, 1992)
a) Flujo vaginal
b) Engrosamiento de la mucosa vaginal
c) Cambio en la consistencia de la mucosidad cervical
d) Tumefaccion de la vulva
e) Produccion de feromonas
3.3.2. Progesterona
Es una hormona esteroide producida por foliculos maduros y por el cuerpo
liteo. Las concentraciones circulares aumentan cuando los estrogenos alcanzan su
méaximo, al final del proestro. La hormona es producida por las células de la
granulosa en vias de luteinizacion en los foliculos intactos (Allen, 1992).
Los valores en el plasma aumentan de forma constante a un promedio de 2
a 3 ng./ml. y se incrementan en el momento de la ovulacién a mas de 5 ng./ml. (5 a
8 ng./ml.), las concentraciones maximas se alcanzan unos 20 dias después de
finalizado el estro, se encuentre la perra en gestacion o no. Posteriormente se
produce un descenso gradual hasta sus valores minimos, que son alcanzados 60 a
70 dias después de la ovulaciéon (Allen, 1992 Davol, 2000 Hutchison, 2001).



3.3.3. Prostaglandinas

En la perra la produccidon espontanea de prostaglandina por el Utero no es
responsable de la lisis de los cuerpos lUteos, tal como sucede en otras especies.
Los cuerpos luteos en la perra dejan de ser funcionales de forma gradual debido a
la ausencia de un apoyo tréfico (LH y/o prolactina) o porque tienen un ciclo vital
limitado (Allen, 1992), de 63 dias en las hembras prefiadas y de 100 dias en las

hembras no gestantes (Esquivel, 2002)

3.3.4. Andrbgenos
Son producidos por células en los testiculos que forman pequefios islotes
entre los tubulos seminiferos; estas son las células intersticiales o células de
Leydig (Allen, 1992).

La conversion de testosterona a dihidrotestosterona inducira el desarrollo de
la glandula prostata, la uretra masculina, el pene, y el escroto (Allen, 1992; Davol,
2001). Después, los testiculos descienden al escroto y completan el desarrollo del
sistema reproductor masculino (Davol, 2001). Los efectos adicionales de la
testosterona incluiran la induccién de otras caracteristicas fisicas del género asi
como los rasgos de conducta, incluyendo la conducta de apareamiento y marcando
de territorio con orina (Allen, 1992; Davol, 2001). En los perros adultos las
concentraciones de testosterona en plasma varian entre 0,5 y 5,0 ng./ml. En perros
castrados, los valores son inferiores a 200 pg./ml. (Allen, 1992).

Se desconocen las funciones de éstas hormonas en la perra, pero se sabe
que sus concentraciones circulantes alcanzan un maximo al mismo tiempo que la
oleada de LH (Allen, 1992).

3.3.5. Inhibina

Esta es una hormona producida en los testiculos por las células de Sertoli que
inhibe la liberacion de FSH (Allen, 1992; Davol, 2000; Ruckebusch et al., 1991). No

se ha demostrado su existencia en el perro (Allen, 1992)
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IV FISIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

4.1. Fisiologia de la Reproduccion del Macho

El testiculo es el 6rgano de apoyo para el sistema reproductor masculino; sin
embargo hay que recordar que todas las funciones testiculares se encuentran

influenciadas por el sistema neuroendocrino (Cunningham, 1999).

4.1.1. Espermatogénesis

Constituye un proceso complejo mediante el cual se producen Ilos
espermatozoides (células germinativas masculinas) en los tubos seminiferos de los
testiculos (Allen, 1992; Cunningham, 1999; Davol, 2001). Las células llamadas
espermatogonias, que son las precursoras de los espermatozoides, se dividen de
forma normal (mitosis) para dar origen a muchos espermatocitos. Los
espermatocitos se dividen posteriormente mediante meiosis, por lo que el nUmero
normal de cromosomas queda reducido a la mitad (39) en las células resultantes
que son llamadas espermatidas y se describen como haploides (con la mitad del
ndamero normal de cromosomas; las células con 78 cromosomas son llamadas
diploides; en este numero se incluyen los dos cromosomas sexuales). Las
espermatidas se transforman en espermatozoides mediante un complejo
reagrupamiento de los organelos; basicamente el nlcleo pasa a formar la cabeza
del espermatozoide, el aparato de Golgi forma el acrosoma, y las mitocondrias y
centriolos intervienen en el desarrollo de la cola. La mayor parte del citoplasma
queda en las células de Sertoli que aparecen sobre la membrana basal de los
tubos seminiferos que regulan la metamorfosis de espermatida a
espermatozoide (Allen, 1992; Cunningham, 1999).

La espermatogénesis comienza a los 4 meses de edad aunque los
espermatozoides no aparecen en el eyaculado hasta los 10-12 meses (Allen,
1992). En el macho reproductor, la produccibn de semen es directamente
proporcional al tamafo testicular. El semen se guarda en los compartimientos
extragonadales del epididimo y el conducto deferente (Cunningham, 1999; Davol,

2001). La cantidad de semen reservada dependera de la frecuencia e intervalos
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entre eyaculaciones. Subsecuentemente la eyaculacién frecuente puede causar
una reduccién en el rendimiento del semen, ya que las reservas de semen se
vacian segun informes recibidos practicando una eyaculacion por dia, durante 5a 7
dias. Por consiguiente, una vez que se vacian reservas, el numero de
espermatozoides total sélo sera representado por la produccion diaria de semen
por los testiculos. Por ésta razon la recoleccion de semen se realiza cada dos dias,
para permitir que vuelva a tener reservas de espermatozoides (Davol, 2001).

Existen pocas pruebas a favor de que el eyaculado de un perro que realiza
cubriciones de forma infrecuente contendr& un numero elevado de
espermatozoides anormales (Allen, 1992). Por el contrario, los machos con alta
demanda pueden experimentar fertilidad menos Optima en ciertos momentos a lo
largo de sus afios reproductores. La calidad del semen, por consiguiente, es
afectada a menudo por factores como la edad, el grado de excitacion, frecuencia
de eyaculacién, técnica de la coleccion y manejo de la muestra (Davol, 2001).

El ciclo de la espermatogénesis, es decir, desde la division del
espermatogonio hasta la aparicion del espermatozoide en el eyaculado, tarda 8
semanas; durante 2 de éstas semanas los espermatozoides maduran en el
epididimo (Allen, 1992).

4.1.2. Control de latemperatura

La espermatogénesis no puede producirse con la temperatura normal del
organismo en la mayoria de los mamiferos. Los mecanismos que mantienen los
testiculos del perro méas frios que el resto del organismo segun Allen (1992),
Cunningham (1999) y Davol (2001) son:

a) Los testiculos se alojan fuera de la cavidad corporal en el saco escrotal.

b) El masculo cremaster puede influir sobre la distancia que media entre el

cuerpo y el testiculo.
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c) El masculo dartos en la pared escrotal puede influir sobre el tamafio del
escroto y, en consecuencia, sobre la posicion de los testiculos.

d) La disposicion de los vasos sanguineos en el cordon esperméatico
permite la refrigeracion de la sangre arterial mediante el retomo

sanguineo en el plexo pampiniforme.
4.1.3. Transporte del semen

Los espermatozoides llegan inmaduros a la cabeza del epididimo; presentan
una gota de citoplasma residual en el cuello. Las células maduran durante su paso
a lo largo del epididimo que se debe posiblemente a la produccién constante de
mas semen en el testiculo. Al entrar en el conducto deferente la gota (perla) se
mueve hacia el extremo distal de la pieza media o es expulsada del
espermatozoide, que ahora se considera maduro (Allen, 1992). Una vez maduros,
los espermatozoides emigran de los testiculos al epididimo donde se almacenan.
Un extremo del epididimo se adelgaza en el conducto deferente, el tubo a traves

del cual el espermatozoide maduro pasa para dejar el escroto (Davol, 2001).

4.1.4. Ereccion

La ereccidon es un acontecimiento psicosomatico en el que intervienen los
sistemas vascular, neurolégico y endocrino (Cunningham, 1999). Consiste en la
tumescencia del pene como resultado de una acumulacion de sangre en sus
tejidos provocada por la constriccion del retorno venoso (Allen, 1992; Cunningham,
1999). Los factores que estimulan la ereccion en la mayoria de los animales son el
olor de una hembra en celo (estro) y la asociacion entre rutina y coito, las vias
mediante las que tales estimulos inician la ereccion son probablemente nerviosos,
aungue no se conocen completamente (Allen, 1992).

Lo primero que aparece es un engrosamiento del bulbo del glande. Entonces
el collar del glande se engruesa parcialmente. Este engrosamiento se propaga a
todos los espacios cavernosos. Cuando el pene estd completamente erecto, el
epitelio estd muy tenso y las venas superficiales son prominentes (Sisson et al.,
1993).
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En los perros solamente se produce una ligera ereccion antes del coito; la
penetracion se ve favorecida por la rigidez del hueso peniano y la ereccion total se
produce una vez que el pene ha sido introducido en la vagina de la perra (Allen,
1992), el bulbo del glande se alarga tanto que no puede ser retirado de la
vagina (Allen, 1992; Sisson et al., 1993); por tanto, el macho y la hembra quedan
enlazados juntos durante 5 6 hasta 60 minutos (Sisson et al., 1993). So6lo después
de disminuir la ereccién puede separarse el macho de la hembra (Allen, 1992). La
ereccion disminuye porque después de la eyaculacion se produce un aumento en
el tono del musculo liso mediado por el nervio simpético a nivel sacro, aumentando
la salida de sangre de los espacios cavernosos, ademas de producir una
contraccion del musculo retractor del pene que retira el pene hacia el interior del
prepucio (Cunningham, 1999), en el perro la detumescencia del bulbo, ocurre antes
qgue en la corona y en el collar del pene (Sisson et al., 1993).

4.1.5. Eyaculacion
Las contracciones del musculo uretral impulsan los fluidos procedentes de los
conductos deferentes y de la prostata hacia la uretra (Allen, 1992), es decir durante
la eyaculacion, el espermatozoide se arrastrara del epididimo a través del conducto
deferente y se combinara con liquido seminal, secretado por la glandula de la

préstata, en la uretra de la prostata antes de expelerse (Davol, 2001).

El perro eyaculara el semen en tres fragmentos (Allen, 1992; Davol, 2001).

e Primera fraccion:

La primera fraccion del eyaculado es la fraccibn preespermética que es un
volumen pequefio de fluido claro (Davol, 2001) que se elimina durante la
excitacion sexual inicial. Su volumen es variable aunque generalmente es de
unos 0,5 ml. Puede ser eyaculada mientras el perro esta empujando al intentar
introducir su pene en la vagina de la perra, o puede ser expulsada tras la
penetracion. Procede de la préstata y su funcion puede ser la de lavar la vagina
de restos de orina (Allen, 1992).
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e Segunda fraccion

La segunda fraccion es eyaculada generalmente después de la penetracion,
cuando el macho deja de empujar (Allen, 1992), sin embrago hay quien afirma
que durante la eyaculacion de este segundo fragmento, el perro empujara
vigorosamente (Davol, 2001). Esta porcion del eyaculado es rica en
espermatozoides y su volumen suele ser de 0,5 a 1 ml. (Allen, 1992; Davol,
2001). Procede de los conductos deferentes y es depositada en la mitad anterior
de la vagina al completarse la ereccion del pene (Allen, 1992). Durante y poco
después de la eyaculacion de esta fraccion, el perro desea instintivamente girar,
e incluso intentard caminar encima del brazo de la persona que realiza la
recoleccion si se esta realizando la recoleccion de semen por medio de una
vagina artificial (Allen, 1992; Davol, 2001).

e Tercera fraccion:

La tercera fraccion procede de la prostata, suele ser expulsada mientras los
perros permanecen en pie, grupa con grupa y unidos (Allen, 1992; Davol, 2001).
Su volumen puede ser de 15 a 20 ml. en razas grandes y depende
probablemente del tiempo que permanecen unidos. La funcion de la tercera
fraccion del eyaculado consiste probablemente en arrastrar a la segunda
fraccion, rica en espermatozoides, desde la vagina craneal hacia el Utero de la
perra (Allen, 1992), sin embargo, no siempre es favorable el efecto de la tercera
fraccion sobre los espermatozoides ya que se trata de fluido prostatico (Davol,
2001). Al final de la eyaculacion se produce la desinflamacién del pene y su
retirada de la vagina (Allen, 1992).

5. PROTOCOLO DE CONSERVACION

5.1 Dilucion y empleo de crioprotectores

Tras la obtencion del semen, el primer paso a seguir es la diluciébn en un

medio adecuado para la supervivencia de las células durante su procesado y

conservacion. El tipo de diluyente elegido y los ritmos especificos de refrigeracion,

congelacion y descongelacion son factores altamente importantes en la calidad del
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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
inseminacion artificial. En esencia, los diluyentes deberan mantener la osmolaridad,
el pH y la concentracion adecuada de iones del eyaculado. Es fundamental que el
diluyente aporte una fuente de energia y proteja a los espermatozoides de los
dafios causados por la congelaciéon y la descongelacion (England, 1993) y también
por la refrigeracion y posterior calentamiento (Province y col., 1984; Bouchard y
col., 1990).

Existen referencias de inseminaciones artificiales en la perra de los siglos
dieciocho practicadas por Spallanzani y diecinueve por Rissi y Heape (Oettlé,
1993). Los primeros trabajos publicados sobre conservacién del eyaculado de
perro mediante refrigeraciéon son de 1952 (Brochart y Coulomb, 1952), mientras
que el primer registro de inseminaciéon artificial exitosa con semen diluido y
refrigerado data de 1954 (Harrop, 1954). Los diluyentes utilizados en estos
estudios contenian yema de huevo con solucion de citrato de sodio o fructosa
(Brochart y Coulomb, 1952), o bien la leche pasteurizada (Harrop, 1954). Tras
estos trabajos, otros autores aportaron mas conocimientos sobre los efectos de
distintos diluyentes en la refrigeracion del semen de perro (Foote, 1964; Foote y
Leonard, 1964; Gill y col., 1970; Seager y Fletcher, 1972). En 1975, Andersen
adapto al semen canino el diluyente TRIS-Fructosa-Acido Citrico con 20% de yema
de huevo y glicerol al 8%; sin embargo, hoy se considera que para la conservacion
en refrigeracion del semen de perro estd desaconsejado el uso de glicerol, ya que
presenta un efecto depresivo en la motilidad (Province y col., 1984).

En los afios 80 y 90 los diluyentes utilizados para refrigeracion estaban
constituidos esencialmente por yema de huevo o leche (Province y col., 1984;
Bouchard y col.,, 1990). 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 composicion de las mismas (Parks y Graham, 1992).

La primera referencia de inseminacion artificial exitosa con semen congelado

de perro data de 1969 y fue realizada por Seager, consiguiéndose el nacimiento de
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2 cachorros tras deposicion intra-vaginal del semen. La misma técnica de
inseminacion fue empleada en los trabajos siguientes del mismo autor (Seager y
Fletcher, 1973), y por Andersen (1972); pero los malos resultados de este Ultimo
hicieron que el autor diera importancia al lugar de deposicion del semen, asi que
opto por la deposicion intra-uterina a través del canal cervical con el auxilio de un
espéculo apropiado y de un catéter metélico (Andersen, 1975), que se conoce

como catéter transcervical escandinavo.

En los primeros trabajos sobre congelacion de semen de perro se utiliza el
formato de pellets o pildoras (Seager, 1969), mientras que en los trabajos
posteriores Andersen (1972; 1975) emplea pajuelas de polivinilpirrolidona para el
envasado y almacenamiento del semen. Pese a que los trabajos relacionados con
la congelacién en pellets refieren resultados exitosos (Thomas y col., 1993) se
reconoce actualmente que es preferible la utilizacién de las pajuelas, ya que los
pellets comportan un mayor riesgo de contaminaciones, por agentes infecciosos o
por espermatozoides de otros perros; ademas del inconveniente de que su
identificacion es mas dificil (Linde-Forsberg, 2002). También es unanimemente
reconocido que la utilizacion de las pajuelas permite un mejor control de la
descongelacion.

5.1.1 Situacion actual de los procesos de refrigeraciéon y congelacion
para el semen canino

En las distintas especies domesticas, incluida la especie canina, se han
realizado una considerable cantidad de investigaciones con el objetivo de mejorar
la viabilidad y la motilidad del semen preservado y, consecuentemente, la fertilidad.
Para ello, los protocolos de refrigeracion y congelacién han sido objeto de distintos
estudios sobre el uso de distintos diluyentes, diferentes proporciones de
crioprotectores, ritmos de refrigeracion, equilibrio y protocolos de congelacion y
descongelacién (Salamon y Maxweel, 1995; Farstad, 1996), llevados a cabo por
diversos grupos de investigacion en las dos ultimas décadas. Los avances en los
eguipamientos y en las técnicas de evaluacion del semen han posibilitado analizar

y conocer mas ampliamente el impacto de los diluyentes en la longevidad,
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motilidad y velocidad de los espermatozoides tras la refrigeracion (Rota y col.,
1995; England y Ponzio, 1996; Pinto y col.,, 1999; Iguer-Ouada y Verstegen,
2001a) y la congelacion (Silva y Verstegen, 1995; Rota y col., 1997; 2001; Szasz y
col., 2000a).

En la actualidad, el diluyente de semen canino mas utilizado en situaciones
practicas y experimentales sigue siendo el TRIS-Fructosa-Acido Citrico, con 20%
de yema de huevo y glicerol al 8%, si se pretende la congelacion (Dobrinski y col.,
1993; Silva y Verstegen, 1995; Rota y col., 1997), diluyente éste conocido por
proporcionar indices de concepcion razonables. Sin embargo, las investigaciones
mas recientes estudian las posibilidades de suplementacion de este diluyente con
diversos azlcares como la trehalosa, la xilosa y la maltosa (Yildiz y col., 2000),
metilxantinas como la pentoxifilina (Koutsarova y col., 1997) y detergentes
biolégicos como la Pasta Equex (Rota y col., 1997, 1999b; Pefia y col., 1998c;
Tsutsui y col., 2000 a,b; Pefa y Linde-Forsberg, 2000; Pefia y col., 2003a); los
Unicos aminoé&cidos estudiados en esta especie han sido la prolina y la glicina-
betaina (Pefia y col.,, 1998a), obteniéndose con la adicion de prolina buenos
resultados post-descongelacion.

Los estudios mas recientes siguen investigando y comparando los
protocolos de congelacion a fin de mejorar la supervivencia espermatica post-
descongelacién. Pero no podemos olvidar, para obtener un elevado porcentaje de
nacimientos en esta especie, la necesidad de una rigurosa monitorizacion del ciclo
estral de la perra y el uso de una apropiada técnica de deposicion intra-uterina del
semen descongelado; factores éstos tan importantes como el método utilizado en
la criopreservacion.

El uso de semen congelado fue aprobado por el AKC (American Kennel
Club) en 1981, y tras 6 afios y medio se contabilizaron 101 registros de camadas
(Concannon y Battista, 1989). La dificultad en canalizar el cérvix canino para
realizar la inseminacion intra-uterina puede ser el origen del poco interés suscitado
hasta entonces por la congelacion del semen de esta especie (Smith, 1986), pero
los autores coinciden en que este método proporciona resultados bastante mas

satisfactorios (Fontbonne y Badinand, 1993). Durante el afio 2000 el AKC registro
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658 camadas obtenidas con semen congelado, lo que denota la existencia de un
gran interés entre los criadores por estas técnicas, en la actualidad (Linde-
Forsberg, 2002). En la bibliografia se encuentran referenciados indices de
nacimientos tras inseminacion intra-uterina con semen descongelado del orden de
67% Yy 74% (Farstad, 1984; 1996) y de 73,6% (Fontbonne y Badinand, 1993).

5.2 Papel de los crioprotectores

El proceso de criopreservacion ideal debe preservar, en la mayor proporcion
posible, la integridad de las diferentes estructuras del espermatozoide (Watson,
1995). La utilizacion de un agente crioprotector es indispensable en la minimizacién
de los dafios que se producen en los espermatozoides durante el proceso de
criopreservacion (Gao y col.,, 1995); pues los crioprotectores tienen efectos
notables sobre los fendmenos que acompafian a la congelacion vy la
descongelacién de las células vivas, proporcionando proteccion contra las fuertes
alteraciones que se producen en las estructuras celulares y extra-celulares y en la
composicién quimica (Fahy y col., 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 refrigeracion y congelacion
(Pickett y Komarek, 1966) minimizan la pérdida de los lipidos de membrana
aportandole fosfolipidos de bajo peso molecular (Graham y Foote, 1987). Los
crioprotectores se han clasificado segun su capacidad para atravesar la membrana:
en penetrantes como glicerol, DMSO, etilenglicol, y en no-penetrantes incluyendo
determinados azucares (Hammerstedt y col., 1990). Como se describe mas
adelante, en la actualidad se incorporan a los diluyentes otras sustancias como
detergentes y aminoacidos, combinadas generalmente con glicerol, esperando
preservar mejor la capacidad motil y fecundante de los espermatozoides en los

procesos de refrigeracién y congelacion.
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5.2.1. 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
(1940). 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; Kampschmidt y col.
(1953) precisaron que la yema contribuia beneficiosamente de dos maneras
distintas: por resistencia, protegiendo contra el choque térmico y por conservacion,
consiguiendo la supervivencia del espermatozoide. Asi, la porcidén lipidica
constituida por los fosfolipidos, lecitina y cefalina, es efectiva en la proteccion
contra el choque térmico; hecho confirmado por Blackshaw (1954), quien preciso
que la lecitina era el principal fosfolipido protector. También Quinn y White (1966),
constataron que la lecitina impide el influjo y la acumulacién de Ca2+ en el
espermatozoide de toro y morueco. Durante el tiempo en que se desarroll6 esta
investigacion sobre el empleo de la yema de huevo, algunos trabajos atribuyen la
actividad protectora de la yema, contra los choques térmicos y la pérdida de
motilidad, a la interaccién con la membrana (Watson, 1975a), mas concretamente,
a la débil interaccién de los fosfolipidos de la yema con la membrana plasmatica
(Quinn y col., 1980).

Ademas de Graham y Foote (1987) han sustentado que las lipoproteinas de
baja densidad son los componentes de la yema que consiguen el efecto
crioprotector, evitando el choque térmico y preservando la integridad de la
membrana (Pace y Graham, 1974; Foulkes, 1977; Watson, 1981b).

También se atribuyen a la yema propiedades protectoras contra los efectos
toxicos del plasma seminal que desestabilizan la membrana del espermatozoide.
De modo que, la cantidad de yema contenida en el diluyente deberia ser
proporcional a la cantidad de plasma seminal en el semen diluido. Asi, en casos en

que el semen esté muy diluido existe, consecuentemente, una reducida
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concentracion de plasma seminal y por ello, las concentraciones de yema pueden

ser reducidas sin impacto negativo en la fertilidad (Shannon y Curson, 1983 a; b).

La estabilizacién de la membrana del espermatozoide humano por efecto de
la yema ha sido también confirmada por los trabajos de Bielfeld y col. (1990);
quienes comprobaron que la eliminacion de la yema por lavado originaba un
aumento significativo del nimero de espermatozoides con reaccion acrosémica,
siendo posible que mientras la yema se elimina haya una aceleracion en la pérdida
de colesterol y fosfolipidos, lo que causaria la desestabilizacion de la membrana vy,
de este modo, la reaccidén acrosomica.

Las investigaciones posteriores sobre la naturaleza de esta proteccion han
revelado que la fraccion cationica e hidrosoluble de la yema, debido a su carga,
compite con los péptidos catidnicos del plasma seminal en la union a la membrana
del espermatozoide, evitando los efectos negativos de los péptidos (Vishwanath y
col., 1992). Otro trabajo reciente se refiere nuevamente a las lipoproteinas de baja
densidad, esta vez, como responsables del secuestro de las proteinas del plasma

seminal en el semen de toro (Manjunath y col., 2002).
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VI. IMPACTO DE LA REFRIGERACJON Y CONG'ELACIC')N EN LA
ESTRUCTURA Y FUNCION ESPERMATICA.

La reducida fertilidad del semen descongelado se atribuye principalmente a
las alteraciones en la estructura y funcion de la membrana durante los procesos de
refrigeracion, congelacion y descongelacion (Parks y Graham, 1992). En trabajos
realizados con eyaculados de morueco, se observa que tras el proceso de
congelacion y descongelacion solamente entre el 40 y 60 % de los
espermatozoides preservan su motilidad, aunque apenas un 20-30% se mantienen
biolégicamente integros. Esto es indicativo de que la motilidad y la estructura del
espermatozoide se afectan en distinto grado, desconociéndose si las alteraciones
se producen simultdneamente o en distintas fases del proceso de congelacion y

descongelacion (Salamon y Maxwell, 1995).

6.1 Susceptibilidad al choque térmico

Uno de los problemas mas evidentes en los procesos de conservacion del
semen es el conjunto de alteraciones en 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 (Quinn y White, 1966); observdndose movimientos circulares
de los espermatozoides y pérdida precoz de la motilidad. Ademas se observan
otras lesiones como son la disminucién de la produccion energética y el aumento
de la permeabilidad de la membrana (Watson, 1981a). Debido a este fenbmeno, la
refrigeracion previa a la congelacién se lleva habitualmente 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).

La bibliografia consultada demuestra que el espermatozoide se hace

susceptible al choque térmico en la region proximal del cuerpo del epididimo,
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cuando la gota citoplasmatica se mueve en direccion a la porcion distal de la pieza
intermedia; por tanto, durante la maduracién del espermatozoide en el epididimo,
éste adquiere la motilidad pero también la susceptibilidad al choque térmico (White,
1993).

Existen evidencias de que el choque térmico y las lesiones irreversibles
asociadas Resultan de alteraciones en la organizacion de los lipidos de la
membrana del espermatozoide o fases de transicion lipidica (Drobnis y col.,
1993). A la temperatura fisioldgica, los fosfolipidos de membrana estdn en un
estado mas o menos fluido y sus cadenas de &cidos grasos son flexibles (De
Leeuw y col.,, 1990). Se sabe que algunos lipidos de la membrana del
espermatozoide, los lipidos no-bicapa, asumen una disposicion hexagonal,
estando implicados en la formacion de un anillo alrededor de las proteinas que
integran la membrana (Parks y Graham, 1992). Asi que, la temperatura de la
membrana disminuye por debajo de la temperatura de transicion de cada uno de
los fosfolipidos individuales que la componen. Estos sufren la fase de transicion
termotropica del estado liquido-cristalino al estado gel, comenzando a agregarse
(Quinn, 1989). Concretamente, las cadenas de acidos grasos toman rigidez y se
aislan en dominios de gel, de los cuales son excluidas las proteinas de la
membrana que se concentran en areas fluidas; como se ha demostrado mediante
microscopia electronica (De Leeuw y col., 1990). Este fendmeno afecta las
funciones de las proteinas, por ejemplo, en los canales proteicos i6nicos (Watson,
2000).

Los lipidos no-bicapa son los que probablemente sufren en primer lugar la
fase de transicion, agregandose en micro-dominios de gel bi-capa. Tras la
refrigeracion y principalmente tras el calentamiento, los micro-dominios de lipidos
bi-capa no restablecen las asociaciones con los restantes componentes de
membrana y las regiones resultantes de agregados hexagonales pueden
potencialmente desestabilizar la membrana (Quinn, 1989).

La reorganizacién de los lipidos perturba principalmente las asociaciones

normales lipido-lipido y lipido-proteina que son imprescindibles para una funcion
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normal de la membrana (Parks y Graham, 1992). La disposicion anormal de los
fosfolipidos puede permitir la rapida entrada de moléculas que en situaciones
normales atravesarian la membrana lentemente (Amann y Pickett, 1987). Tras la
descongelacion, la capacidad de fusion y las respuestas de la membrana a las
sefales de transduccion pueden también verse alteradas, lo que conduce a la
capacitacion precoz y, en consecuencia, a la reduccién de la longevidad del semen
tras la descongelacion (Watson, 1995). La figura 2.1 muestra la estructura de la
membrana plasmatica del espermatozoide y las alteraciones que sufre por el

choque térmico.
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Figural Estructura de la membrana celular del espermatozoide y de las alteraciones
inducidas por el choque térmico (Tomado de Serres, 2003).

La susceptibilidad al choque térmico varia con las especies, considerandose
los espermatozoides de toro y de cerdo entre los mas sensibles donde se
manifiesta por marcadas alteraciones en el movimiento de iones, con acumulacion
de Ca2+ y pérdidas de K+ y Mg2+

Por el contrario, los espermatozoides del hombre, aves, perro y conejo no
evidencian alteraciones tan marcadas (Quinn y White, 1966). Ademas en los
espermatozoides de toro y cerdo se ha detectado acumulacion de Na+ (De Leeuw
y col., 1990).
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Algunos constituyentes de la membrana espermatica son altamente
importantes en el grado de susceptibilidad de los espermatozoides de las distintas
especies al choque térmico, esto es, los fosfolipidos y los acidos grasos (Poulos y
col., 1973; Darin-Bennett y col., 1974).

De hecho, espermatozoides de toro, cerdo y morueco, conocidos por su
elevada susceptibilidad al choque térmico, presentan una elevada ratio entre
acidos grasos poli-insaturados y saturados de aproximadamente 2,5-3,3, mientras
gue espermatozoides de conejo y hombre presentan una ratio de 1. Dicha ratio
tiene un efecto significativo en algunas propiedades de los sistemas de membrana
y estd correlacionado con la sensibilidad del espermatozoide al choque térmico
(Poulos y col., 1973). Asimismo, comparando la composicién de fosfolipidos y de
acidos grasos de la membrana espermatica de animales considerados como
relativamente resistentes al choque térmico, como es el caso del perro y del gallo,
se han observado también algunas diferencias en las proporciones relativas de
estos componentes. Sin embargo, la composicion en aldehidos y la ratio &cidos
grasos poli-insaturados/saturados son semejantes en ambas especies, de

proximadamente 1 (Darin-Bennett y col., 1974).

Otro factor también correlacionado con la susceptibilidad del espermatozoide
al choque térmico es la ratio colesterol/fosfolipidos, habiéndose observado que
una ratio superior a 0,5 confiere una mayor resistencia al choque térmico. Dadas
las propiedades del colesterol en la estabilidad e impermeabilidad de la membrana
y en el control de la fluidez de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos,
éste proporciona una estructura cohesionada en un determinado rango de
temperaturas. El colesterol existente en el espermatozoide de toro y de morueco
es la mitad del existente en el espermatozoide del conejo o del hombre (Darin-
Bennett y White, 1977). El papel inhibidor del colesterol en la desestabilizacion del
acrosoma quedé probado en el trabajo de Cross (1996), quien identifica al
colesterol como el agente del plasma seminal que decapacita los espermatozoides.
En el espermatozoide humano se observé durante el choque térmico una pérdida

relativamente menor de K+, que se consideré como una sefial caracteristica de las
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lesiones del choque térmico, asi como un menor descenso de la motilidad; hecho
coexistente con el contenido particularmente elevado en colesterol de su
membrana (Drobnis y col., 1993).

En resumen, estos datos sugieren una fuerte relacion entre las ratios
mencionadas y la reaccion al choque, variable segun la especie, pese a la
heterogeneidad de la membrana del espermatozoide (Darin-Bennett y White, 1977)
y a la especializacion de las membranas plasmaticas y acrosomales en zonas o

dominios (Holt, 1984), lo que dificulta el establecimiento de generalizaciones.

6.2 Alteraciones morfo-funcionales derivadas de la refrigeracion

6.2.1 Refrigeracion

Los principales dafios celulares inducidos por la refrigeracién incluyen
alteraciones morfolégicas como ruptura de la membrana plasmatica (principal
estructura afectada durante la refrigeracion), degeneracién acrosomal y lesiones en
las mitocondrias (De Leeuw y col.,, 1990). La pérdida de las propiedades de
selectividad en la permeabilidad de la membrana es uno de los hechos que mas
precozmente se producen en el proceso (Quinn y col., 1980), y que, como hemos
visto, estd asociada a las fases de transicion de los lipidos de la membrana
debidas al choque térmico (Watson, 1981a; 1995; Drobnis y col., 1993). Esta
pérdida de selectividad puede observarse mediante tincién intra-celular con
colorantes incapaces de atravesar la membrana cuando ésta permanece intacta
(Medeiros y col., 2002).

En el cerdo, los dafios en la membrana plasmatica del espermatozoide
asociados a la criopreservacion estan atribuidos a la refrigeracion de las células
hasta 5°C, mas que a los procesos de congelacion-descongelacion (Maxwell y
Johnson, 1997). En el toro, la dilucién y refrigeracion a 5°C provocan edema del
acrosoma en el 50% de los espermatozoides (Jones y Stewart, 1979). La actividad
respiratoria del espermatozoide disminuye, asi como la glucolisis, o 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
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espermatozoide estan causadas sobretodo por la pérdida de la selectividad de la
membrana y por la pérdida de enzimas y de fosfolipidos (De Leeuw y col., 1990).

La refrigeracidn anticipa las modificaciones de la membrana plasmatica que
normalmente se producen durante la capacitacion (Watson, 1995); 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
(Watson, 1996; Green y Watson, 2001); fendmeno 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 Ca2+, ya aludido (Green y Watson, 2001).

Ademas, el aumento de Ca2+ intracelular durante la refrigeracion contribuye
a las alteraciones de capacitacion y al fenomeno 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 capacitacion 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 otra parte, podrian sufrir la
reaccion acrosémica precoz y serian incapaces de fecundar el ovocito (Green y
Watson, 2001).
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VIl. CARACTERISTICA DEL SEMEN FRESCO Vs. REFRIGERADO

7.1 Semen fresco vs. Refrigerado

7.1.1. SEMEN FRESCO

Solamente se utiliza la segunda fraccion (rica es espermatozoides); la
misma se recoge en forma independiente (Allen, 1992). La recoleccién de la
fraccion espermatica es suficiente para realizar la 1A, parte de la fraccion prostéatica
puede recolectarse sOlo para asegurarse que se ha recolectado toda la segunda
fraccion. Si el volumen de la fraccion espermética es escaso, La fraccion prostética
puede servir para aumentarlo y facilitar el manejo del semen (Storrnelli et al.,
2001).

Para cada inseminacion se utiliza un eyaculado, es decir no constituye un
procedimiento para aumentar el nimero de perras inseminadas (Allen, 1992).

La inseminacion debera efectuarse en un plazo no mayor a 15 minutos (Allen,
1992; Esquivel ,2002).

El semen fresco usado en intervalos de inseminacion de 48 horas se ha
demostrado favorable, considerando que con semen conservado el intervalo de la
inseminacion no debe exceder 24 horas (Gunzel,1986).

La tasa de gestacion obtenida con el semen fresco es 60%
aproximadamente (Allen, 1992, Esquivel, 2002). Con el semen refrigerado
disminuye notablemente este porcentaje y el tamafio de camada es 21.5% mas
pequeiio en perras inseminadas con semen fresco, comparando con perras

naturalmente apareadas ( Linde-Forsbergy Forsberg, 1989).

28



7.1.2. SEMEN REFRIGERADO

Enviar el semen en lugar de enviar la perra se ha hecho comun. Los
criadores han escogido la utilizacion del semen refrigerado por inseminacion
intrauterina para sus perras, en espera de buenas proporciones de concepcion
( Hutchison, 2001).

Mediante el agregado de diluyentes, el semen puede ser refrigerado y de
esta manera conservado y transportado. Las bajas temperaturas disminuyen las
tasas metabdlicas de los espermatozoides y prolongan su longevidad. Los
diluyentes protegen a las membranas del espermatozoide del dafio causado por los
cambios de temperatura, proveen energia y mantienen estables el pH vy la
osmolaridad. Los antibidticos agregados a los diluyentes evitan la proliferacion
bacteriana, en especial en los que contienen yema de huevo (Stornelli et al.,
2001). Sin embargo, el refrigerar el semen produce un aumento inmediato en el
namero de anormalidades del cromosoma y una disminucion subsecuente en la
en la viabilidad del semen (Burgess et al., 2001).

Las tasas de prefiez obtenidas utilizando semen refrigerado son de 50-60%
(W. Edward, 1992). Segun (Linde- Forsberg, 2000) la tasa de paricion con este

mismo semen es de 45.1% y el tamafio de camada es de 5.8+/-3.0.
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VIIl.- OBJETIVOS

Refrigerar semen canino a diez dias, utilizando el diluyente
CANIPROw CHILL 10.

Conservar la motilidad espermatico a lo largo del experimento
Evaluacion del semen, una vez procesado.

Determinar el porcentaje de efectividad una vez realizada la inseminacion

artificial.
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IX.- HIPOTESIS
La Preservacion del semen canino con el diluyente CANIPROw CHILL 10
tendra buena motilidad una vez procesado.
El semen canino refrigerado aun en el decimo dia, tendr4 un porcentaje

aceptable para producir una fecundacion.
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X. MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio en la Ciudad de Torreén, Coahuila, dentro de las
instalaciones del Hospital de Pequefias Especies de la UAAAN UL; para
determinar el porcentaje de motilidad del semen canino refrigerado a diez dias con
diluyente CANIPROw CHILL 10, utilizando aparte yema de huevo para como
nutriente auxiliar para la conservacion del mismo. Para este trabajo de
investigacion se ocuparon 5 machos de diferentes; edades, pesos Yy razas,
clinicamente sanos. Se utilizaron hembras tezzer, para el mejoramiento de la
calidad espermética al momento de la coleccion de la misma.
10.1 Material
Material utilizado para la Toma y procesamiento de la muestra del semen:
e Guantes latex
e Vagina Atrtificial
e Porta objetos
e Microscopio Optico
¢ Tincion de Diff Quick
¢ Diluyente CANIPROw CHILL 10.

10.2 Evaluacion del macho
En los perros se realiz6 un examen androldégico completo, para asi saber si
los machos se encontraban en 6ptimas condiciones para su reproduccion (Feldman
y Nelson, 1996).
Protocolo para el medio CANIPROw CHILL 10 sensacién térmica cultivo 10
de semen canino (14574/0105)
La preparacion:
Caliente el CANIPROw CHILL 10 a temperatura ambiente
La extensién del semen:
e Utilice inicamente la fraccidn rica en espermatozoides del eyaculado
(segunda fraccién) para la inseminacion. No incluya la primera

fraccidon del eyaculado (fraccion prostatica claro antes de la fraccion
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rica en espermatozoides) o la tercera fraccion (fraccion prostatica
posterior a la fraccion rica en espermatozoides) de la eyaculacidon en
la muestra porque la calidad del semen puede disminuir.

Después de la recoleccibn evaluar la calidad de semen
concentracion, motilidad, morfologia.

Diluir una parte del semen en tres a cinco partes de los extensores.
(es decir: 1 ml en 3-5 ml de CANIPROw CHILL 10) La base sobre la

concentracion de esperma inicial.

La concentracion del semen canino (106) | La relacién de semen por ml de extensor
250 - 750 1-3
750 - 1.25 1-4
Por encima de 1.25 1-5

CUADRO 1. RELACION DE SEMEN CON EL EXTENSOR CANIPROTM CHILL 10TM CHILL 10

El semen puede ser conservado durante un maximo de 10 dias a 4°C (39 F)

con la preservacion de un minimo de 70% de motilidad inicial. Evite cambios de

temperatura durante la conservacion mediante la colocacion de la sonda con el

semen mediante un bafio Maria.

En el momento de la inseminacion, caliente el semen a temperatura
ambiente y llevar a cabo una evaluacién de motilidad.

Para fines de envio de semen refrigerado- ponga el semen diluido a
4°C (39 F) durante al menos 2 horas antes de empaquetarlo y envio.
Realizar una evaluacién de la motilidad antes del envio y retener una
pajilla de control para la evaluacion futura.

Se es necesario para alcanzar el volumen ideal de inseminacion,
afiadir un poco de extension en el tubo de 15 ml en la caja de

transporte del semen canino.
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Xl. RESULTADOS

La Tabla 1, muestran la calidad seminal en fresco de los donantes. Al valorar el
volumen y la concentracion seminal, se observaba que el macho 4 presentaba un
menor volumen (p<0.05) que los machos 2 y 3, y una concentracion
significativamente mayor (p<0.05) que los machos 1 y 5. No se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de motilidad y vitalidad cuando se
comparaban entre si los diferentes ejemplares; la motilidad tenia un valor alrededor
del 70% (rango individual: 68-73%) mientras que la vitalidad media era superior al
90% (rango individual: 89-95%). EI niumero de morfoanomalias era inferior al 6% en

todos los perros.

Tabla 1. Media de: Volumen, concentracion, porcentaje de motilidad, viabilidad, y
morfoanomalias; en los eyaculados de los ejemplares utilizados.

volumen Concentracion
(x 10 ®células | Motilidad | Viabilidad ]
Perros (ml)/ mi o o Morfoanomalias (%)
eyaculado m) (%) (%)
1 2.0 770 68.4 89 3
2 3.0 800 78.1 95 4
3 3.5 1100 74.1 90 4
4 2.5 1300 74.7 90 6
5 2.5 700 72.5 95 5
Media 2.61 884.08 73.56 91.72 4.17
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El porcentaje de motilidad (media) obtenido a lo largo del periodo

experimental se expresa en la Tabla 2 y Graficas 1y 2. Con la utilizacién de
CANIPROw CHILL 10; la motilidad se situaba alrededor del 60-70% (rango:

73.561%), no existiendo diferencias significativas dentro de cada macho a lo largo

de todo el periodo experimental.

24h | 48 h 72 h 96h | 120h | 144h | 168 h | 192h [216 h| 240 h
Perros
Doberman | 68.4 | 60.5 | 53.4 | 49.1 41.9 334 29.7 24.8 19.7 | 13.3
Pastor 50.6
Aleman | 781 | 776 | 763 | 755 | 737 | 104 | 647 | 59.4 | 52.6
(1)
Pastor
Aleman 74.1 | 72.8 68.4 66.6 61.6 58.4 54.7 49.8 448 | 41.6
2)
Basset
Hound 74.7 | 70.1 68.5 66.9 64.2 63.0 62.2 55.1 458 | 40.9
Gran
725 | 72.1 71.3 71.9 70.1 69.5 69.3 56.5 494 | 48.8
Danes
Media 73.56| 70.6 | 67.58 | 66.0 62.3 58.94 | 56.12 | 49.12 |33.71| 30.86

Grafica 1. Comportamiento diario de la motilidad (Media) a lo largo del periodo

Tabla 2; Motilidad esperméatica del semen canino a las 24, 48, 72, 96, 120,
144, 168, 192, 216 y 240 horas. (%) al inicio y final del experimento.

experimental.

Motilidad Media por Dia

70

/0.5 6758 66
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Grafica 2. Comportamiento Diario de cada donador.

En este grafico lineal se representan la tendencia de descendente en cuanto a la

motilidad del semen refrigerado,

Unicamente sefalando el

en porcentaje

(Concentracion de 10x 6/ml). Los valores se reflejan unicamente del donador cuyo

semen perdié6 més motilidad a lo largo del experimento
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X. DISCUSION

Este trabajo experimental muestra, en primer lugar, que los resultados obtenidos
después de refrigerar y conservar el semen canino con CANIPROw CHILL 10,
confirman plenamente los resultados obtenidos en estudios realizados por otros
autores. Ademas, los resultados de este estudio demuestran claramente que
existen variaciones individuales no significativas en la calidad seminal post-
refrigeracion.

Existe un gran niumero de trabajos que han tratado de establecer la calidad del
semen canino, antes y después de la refrigeracién (Olar y col., 1989; Silva y col.,
1996; Nothling y col., 1997; Rigau y col., 2001). La mayoria de esos trabajos de
investigacion han sido desarrollados utilizando machos de diferentes razas y sélo
existen unos pocos trabajos donde la calidad seminal se ha definido en una raza en
concreto. En nuestro estudio, en fresco, los valores medios de motilidad y vitalidad

eran similares o ligeramente superiores que los descritos para otras razas.

Ademas, el numero de morfoanomalias era inferior al 10%, siendo comparable con
los resultados descritos por la mayoria de los autores. Sin embargo, la
concentracién seminal de nuestros machos (valor medio: 150 x 10° esp/ml) esta

dentro de los descritos en otros estudios

La motilidad del semen refrigerado con CANIPRO™ Chill 10 oscilaba entre un 60-
70% durante el periodo experimental, siendo nuestros resultados comparables a
los obtenidos en otros trabajos que utilizan otras técnicas para refrigerar y
conservar semen canino. Dentro de cada ejemplar, la motilidad espermatica se
modificaba muy ligeramente a lo largo del periodo experimental, indicando que este

parametro seminal permanece inalterable durante la refrigeracion.
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Con respecto a la vitalidad espermatica, en la refrigeracion, los valores medios de
espermatozoides vivos eran practicamente similares a los de otros autores. En la
mayoria de estudios, tras la refrigeracion, el porcentaje de vitalidad del semen
canino variaba entre 89 y 95%. Estos resultados indican que la variabilidad
individual tiene menos influencia sobre el porcentaje de vitalidad post-refrigeracion

gue en el porcentaje de motilidad.

En la mayoria de los estudios, el porcentaje de morfoanomalias alcanza valores
entre el 10-25% tras la refrigeracion. En nuestro estudio, el porcentaje de

morfoanomalias mostraba un valor medio (4.7%).

En nuestro estudio, las caracteristicas seminales en fresco fueron practicamente
similares entre todos los machos; sin embargo, tras el procesado y refrigeracion
seminal, se observaron diferencias en la calidad seminal entre machos,

especialmente en la motilidad.

La motilidad progresiva es el parametro mas frecuentemente determinado para la
evaluacion de la calidad seminal del semen canino refrigerado. Ademas, otros
estudios muestras una correlacién positiva entre el porcentaje de motilidad
progresiva y el porcentaje de morfoanomalias. Se puede afirmar que la motilidad
podria ser un buen indicador de la calidad seminal post-refrigeracion, y por tanto,
ser un parametro basico para determinar la capacidad fértil del semen canino tras

la refrigeracion.
Los resultados obtenidos en el estudio confirman que el uso de la técnica de

refrigeracion utilizando CANIPRO™ Chill 10, para conservar semen canino es de

gran utilidad.
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Xl. CONCLUSION

Ante la necesidad de la conservacion de los espermatozoides, interrupcion de su
metabolismo celular asi como de su capacidad de fertilidad, se utilizan métodos de
refrigeracion o congelacion, utilizando temperaturas reducidas que depriman el
metabolismo, La refrigeracidon permite mantener la longevidad y la capacidad
fecundante de los espermatozoides por algunas dias, produciendo que su
metabolismo sea completamente abolido, obteniendo pocos dafios en sus
membranas gracias a la utilizacion de los adecuados diluyentes. Teniendo en
cuenta que los cinco perros utilizados en el experimento, respondieron
satisfactoriamente al método de refrigeracion de semen, gracias a la eficiente
planeacion que es clave para tener éxito en cualquier programa de cria. Esto es
muy importante cuando se trata de semen refrigerado. Ahora que nosotros
realizamos tanto colectas de semen como preparacion de un producto de buena
calidad de semen refrigerado, pensamos en la perra reproductora.

En situaciones donde tenemos una cantidad muy limitada de semen, 0 no
tenemos un numero muy grande de dosis para inseminar, es muy importante
planear una cria con una perra probada. Es mejor una perra que ha sido buena
reproductora en el pasado. Lo que quiero decir; es que tenga ciclos estrales
normales, concibe sin dificultad, y llega al término de la gestacibn  sin
complicaciones.

Todas las perras, primerizas o no, debe examinarse para: Brucella canis y
Micoplasma. Estas infecciones se transmiten durante el apareamiento y el contacto
casual podria transmitir estas enfermedades de un animal a otro sin reproducirse.
Considero que viendo las tablas y graficas anexadas, que a pesar de tener unos
perros con las mismas caracteristicas de peso, talla, y condiciones optimas de
reproduccion, dejo mucho que desear el primer donante, ya que el desempefio del
semen, vario en gran proporcion en comparacion con los demas, provocando una
variable en las medias y resultados; pero aun asi teniendo posibilidad de utilizar el
semen para la IA, y obteniendo un 80% de efectividad en diagnostico de gestacion

post inseminacion.
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