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UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

TITULO: “Crioconservacion de Semen en Perros Domésticos (Canis Lupus Familiaris), en

la Clinica Animal Kingdom.”
RESUMEN

La finalidad del proyecto fue determinar las caracteristicas microscopicas del semen canino
crioconservado en diferentes tiempos de evaluacion, basandose en los parametros fundamentales
de motilidad y vitalidad de muestras espermaticas que determinan la viabilidad del semen
crioconservado, proponiendo asi implementar otras técnicas de reproduccion con el fin de brindar
bienestar animal y evitar el contagio de enfermedades sexuales a las mascotas. Las muestras que
se utilizaron fueron recolectadas por el método de extraccion manual de 5 machos caninos de raza
Schnauzer Miniatura con edades comprendidas entre 2.5 a 3 afios, tras los analisis correspondientes
se elabord tres pajuelas de cada ejemplar, las cuales fueron almacenadas a una temperatura de -
196°C en nitrogeno liquido en tiempos comprendidos de 15, 30 y 45 dias de congelacion
respectivamente. Los datos obtenidos de cada una de las muestras realizadas fueron evaluados,
procesados y analizados. Se obtuvo un promedio de 87.2% de motilidad espermatica a los 15 dias
post congelamiento, 86.4% de motilidad espermatica a los 30 dias post congelamiento y 86.2% de
motilidad espermaética a los 45 dias post congelamiento; y una vitalidad espermatica del 83.8% a
los 15 dias post congelamiento, vitalidad espermatica del 83% a los 30 dias post congelamiento y
una vitalidad espermaética del 83% a los 45 dias post congelamiento, indicando a la descongelacion
a los 15 dias como el mejor resultado, siendo valores aceptables en cuanto a la calidad de semen
se refiere. Los resultados obtenidos en esta investigacion generan informacién para dar inicio a
proximas investigaciones, evidenciandose en los resultados obtenidos y asi aportar conocimientos
al desarrollo de técnicas de biotecnologia de la reproduccion canina en el Ecuador.

Palabras clave: Motilidad Espermaética, Vitalidad Espermatica, Crioconservacion Seminal,
Canino.



ABSTRACT

Determining the microscopic characteristics of cryopreserved canine semen at different
evaluation times was the main objective of this research, through the fundamental parameters
of sperm samples motility and vitality that determine from cryopreserved semen viability, thus
proposing to implement other reproduction techniques in order to provide animal welfare and
prevent the spread of sexual diseases to pets. The samples they will use were collected by the
manual extraction method of 5 canine males of the Schnauzer, Miniature breed between 2.5 and
3 years old, after the corresponding analysis, three straws of each specimen were prepared,
which were stored at a temperature of -196 ° C in liquid nitrogen in times of 15, 30 and 45 days
of freezing respectively. The data obtained from each of the samples made were evaluated,
processed and analyzed. An average of 87.2% sperm motility was obtained at 15 days post
freezing, 86.4% sperm motility at 30 days post freezing and 86.2% sperm motility at 45 days
post freezing; and a sperm vitality of 83.8% at 15 days post freezing, sperm vitality of 83% at
30 days post freezing and a sperm vitality of 83% at 45 days post freezing, indicating defrosting
at 15 days as the best result, being acceptable values as far as semen quality is concerned. The
results obtained in this research updated information to initiate future research, evidencing the
results obtained and thus contributing knowledge to the development of biotechnology
techniques of canine reproduction in Ecuador.

Keywords: Spermatic Motility, Spermatic Vitality, Seminal Cryopreservation, Canine
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2 JUSTIFICACION



El siguiente proyecto se realiz6 con el fin de demostrar la eficacia de la crioconservacion del
semen canino evaluando la motilidad y vitalidad de los espermatozoides durante el proceso de
post congelacion, manteniendo asi las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de un ejemplar,
ya que el constante desarrollo de la Biotecnologia de la Reproduccion en diferentes especies
brinda resultados 6ptimos en cuanto a estos parametros se refiere.

La crioconservacion es una de las técnicas que aportan grandes beneficios en el area de la
Medicina Veterinaria tanto en especies mayores como menores, sin embargo en pequefias
especies como es el caso de caninos, es considerada una practica poco frecuente debido a que
esta técnica es mas ocupada en el ambito de produccion, lo que se convierte en un limitante en
su difusion. Entre los aportes que brinda la técnica mencionada anteriormente se ha podido
encontrar que la congelacién espermaética es una herramienta esencial para conservar material
genético ya que la refrigeracion de las muestras, el transporte hasta laboratorios y su posterior
congelacién es la unica opcidn para preservar los genes de un animal. De esta manera se evita
posibles complicaciones como la incompatibilidad de los dos individuos por ejemplo en cuanto
al comportamiento entre macho y hembra, la presencia de alguna enfermedad de transmision
sexual o patologia que imposibilita la reproduccién como cualquier tipo de infertilidad u otro
origen como la artrosis en el macho, problemas de sobrepeso u obesidad; caninos que por su
altura no alcanzan a la hembra o perros braquiocefalicos, que poseen problemas de respiracion
por su anatomia, impidiendo que el aire fluya con normalidad, provocando asi problemas
respiratorios y cardiopulmonares e impidiendo la monta natural y tomando como un problema
frecuente la consanguinidad.

Por lo expuesto con anterioridad se distingue como beneficiarios del proyecto a propietarios de

mascotas, clinicas veterinarias, investigadores y estudiantes de Medicina Veterinaria con
afinidad por especies pequefias.

3 BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1 DIRECTOS

» Propietarios de caninos de distintas razas en el Ecuador.



3.2 INDIRECTOS

» Meédicos Veterinarios con afinidad en especies menores.

» Estudiantes de la catedra de reproduccion.

4 PROBLEMATICA

La crioconservacion de semen canino es un procedimiento muy minucioso de realizar en la
préactica de la Medicina Veterinaria debido a la falta de protocolos estandarizados para pequefias
especies, a diferencia de especies mayores (1); otro de los factores asociados a la dificultad de
esta técnica en caninos es que esta biotecnologia se encuentra apenas desarrollandose a nivel
mundial.

Factores como los cambios de sensibilidad especifica de los espermatozoides ante procesos de
congelacién y descongelacion al igual que las alteraciones de membrana disminuyen la
longevidad espermatica, relacionadas directamente con el uso de criopreservantes. (2)

En lugares como Europa y Estados Unidos se han realizado estudios que comparados con los
existentes en especies mayores solo representa el 15%. (3) Mientras que en América Latina en
paises como Perl, Venezuela, Argentina y Brasil se cuenta con el 5% de estudios
experimentales de conservacion de semen realizados en caninos, los cuales se han analizado

con diluyentes de especies mayores para comprobar su eficacia. (4)

Las entidades permitidas para congelar y almacenar el semen de perros, generalmente son
Escuelas y Facultades de Medicina Veterinaria. Los estudios realizados en nuestro pais no han
generado los datos suficientes acerca de los parametros que se deben tener en cuenta al realizar
los procedimientos de crioconservacion de muestras seminales en caninos limitando asi su uso
en la Biotecnologia de la Reproduccion, encontrando porcentajes extremadamente bajos, es
decir menos del 1% a nivel nacional; como el caso de las investigaciones existentes en la
Universidad Central del Ecuador y la Universidad Técnica de Ambato. (5)

5 OBJETIVOS:

5.1 Objetivo general



» Ejecutar la crioconservacion de semen de perros domésticos mediante el uso de pajuelas

para preservar las caracteristicas del ejemplar.

5.2 Objetivos Especificos

» Valorar las caracteristicas macroscépicas del semen canino
* Analizar la motilidad espermatica luego del proceso de crioconservacion

» Evaluar la vitalidad espermatica de las muestras procesadas

6 FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

6.1 Anatomofisiologia del aparato reproductor del canino

Imagen 1 Aparato reproductor del perro
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El aparato reproductor del canino esta conformado por diversos 6rganos, tanto internos como
externos; en los externos se encuentra el pene, testiculos y escroto, en la parte interna estan los
tubulos seminiferos, epididimo, conducto deferente, préstata, uretra, vesiculas seminales,
glandulas de Cowper.

6.1.1 Pene

El pene del perro es considerado de tipo vascular debido a que los cuerpos cavernosos y
esponjosos deben de llenarse de sangre para su ereccion y brindar la rigidez requerida para la



penetracion. En el interior del mismo se puede encontrar él 0s penis 0 hueso peneano en su
interior se encuentra la uretra, este hueso también ayuda a la rigidez del pene. (6)

La porcion mas sensible del glande es el bulbo ubicado cerca de la base del pene, por lo cual al
recibir un estimulo de temperatura y presion se produce la eyaculacion, dato que necesita ser
recordado al momento de la estimulacién para la toma de muestra. (7)

Funcion: El pene es encargado de transportar la orina al exterior del organismo, de igual manera

es responsable de depositar el semen en la vagina de la hembra ya que es el 6rgano copulador.

(8)

6.1.2 Testiculos:

También llamados génadas masculinas, es un érgano par de forma ovoide, desde la gestacion
se encuentran ubicados en la zona intra-abdominal al mismo nivel que los ovarios en las
hembras. Con el crecimiento, aproximadamente a los seis meses de edad cuando alcanzan la
pubertad se desplazan para alojarse en el escroto ubicandose en la region inguinal. Los
testiculos estdn conformados por estructuras enrolladas denominados tubulos seminiferos
donde se producen los espermatozoides. (9)

Funcion: Los testiculos cumplen con dos funciones importantes en la reproduccién animal, una
funcion endocrina y una exocrina. La endocrina se encarga de la produccion de los andrégenos
que son hormonas sexuales masculinas, la funcién exocrina consiste en la produccion de los
gametos (espermatozoides); ambas funciones estan dominadas por las gonadotropinas
hipofisarias FSH y LH. (10)

6.1.3 Escroto

Esta conformado de vainas musculares finas conocidas con el nombre de musculo cremaster,
posee glandulas sudoriparas y sebaceas, presenta piel ligeramente gruesa, posee un surco
exterior separandole en dos. (6)

Funcion: la funcion del escroto es de proteger a los testiculos, y mantenerlos a una temperatura
de 2°C inferior a la corporal para no afectar en la espermatogénesis, con ayuda del masculo

cremaster acerca al testiculo a la pared abdominal cuando la temperatura ambiente esta baja.(11)

6.1.4 Tubulos seminiferos



Imagen 2 Tubulos seminiferos
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Estan formados por varias capas de células superpuestas, las células de Sertoli y las células
germinales en diferentes grados de maduracion; estos constituyen un aproximado del 80% de
masa testicular; externamente se encuentran limitados por el tejido intersticial y las células de
Leydig, productoras de testosterona.(12)

Funcidn: Los tubulos seminiferos son encargados de la produccion de espermatozoides. Como
ya se menciond anteriormente los tubulos estan compuestos por dos células, las
espermatogonias encargadas de originar los gametos masculinos, y las células de Sertoli que,
ademas de servir como sostén también brindan elementos nutritivos al desarrollo inicial de las
espermatogonias. (13)

6.1.5 Epididimo

Posee la forma de un tubulo largo enrollado, se encuentra localizado en la porcion lateral y
superior de los testiculos y se divide en tres partes; la primera es la cabeza del epididimo que
se encuentra firmemente unido en el extremo proximal del testiculo, el cuerpo del epididimo
esta fijado por medio del meso epididimo y la cola que se encuentra fijada al testiculo mediante
el ligamento propio del testiculo. (14)



Funcion: La parte de la cabeza del epididimo recoge los espermatozoides provenientes de los
tibulos seminiferos, los espermatozoides terminan de madurarse en el conducto del epididimo
para luego ser almacenados en la cola del epididimo hasta su eyaculacion. (15)

6.1.6 Conducto deferente

Se difunde desde la cola del epididimo hasta el cuello de la vejiga; se encuentra ubicado en
posicion medial con relacion al epididimo, posee una tunica de musculo liso muy desarrollada,
estd compuesto por una membrana mucosa interna originaria de la uretra y una membrana

externa fibrosa. (16)

Funcién: Cumple la funcién de transportar los espermatozoides hasta depositarlos en la uretra,
ya que el conducto deferente junto con los conductos de las glandulas forma el conducto
eyaculador. (17)

6.1.7 Préstata

Es una glandula bilobulada por medio de un tabique longitudinal, contenida dentro de una
capsula, es un 6rgano aplanado dorsalmente y redondeado central y lateralmente, se encuentra
localizada sobre el cuello de la vejiga y el comienzo de la uretra, abrazandola. Su tamafio varia
de una raza a otra, de manera que en todos los perros terrier (como es el caso de los schnauzer)
es mas grande que en otros de similar tamafio sin que sea un problema para el perro. (18)

Funcidn: La prostata secreta un liquido alcalino de aspecto lechoso rico en lipidos, hexosas,
espermina, fosfatasa acida y protidos dandole al eyaculado la capacidad de proteger y nutrir a

los espermatozoides. (19)

6.1.8 Uretra

La uretra es un conducto comun entre el aparato urinario y el aparato reproductor, posee una
longitud diferente a la de las hembras, y es méas estrecha ya que pasan por el hueso peneano,
posee tres porciones, la primera denominada porcion pre-prostatica esta localizada antes de la
prostata desde el orificio interno de la uretra hasta el coliculo seminal y es la porcion mas
pequefia de la uretra; la segunda porcion se denomina pélvica porque transcurre por esa region,
y la tercera parte se denomina entra pélvica o porcion esponjosa ya que posee tejido
esponjoso.(20)



Funcion: La uretra cumple una funcion mixta al transportar orina desde la vejiga y liquido

seminal al momento del eyaculado. (21)

6.1.9 Prepucio

Es una vaina tubular que se origina y es continuacion de la piel del abdomen. Posee una mucosa

interna lisa y una capa de piel externa cubierta de pelos que confluyen en el orificio prepucial.

(6)

Funcion: La funcion primordial del prepucio es cubrir y proteger el pene, pero también secreta
un liquido de color verdoso que es denominado esmegma el cual lubrica el pene y que es

completamente normal. (22)

6.2 Espermatogénesis

Se denomina espermatogenesis a la serie de procesos o cambios que sufren las espermatogonias
para dar lugar al almacenamiento, maduracion y formacion de los espermatozoides. Este
proceso inicia cuando el animal alcanza su pubertad hasta culminar su vida reproductiva, debido

a que esta conducido por las gonadotropinas hipofisarias y los andrégenos. (23)

Imagen 3 Representacion esquematica de la espermatogénesis en caninos
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La edad en la que el perro comienza su pubertad dependeréa de la raza, por lo general las razas
mas pequefias inicia a partir de los seis meses de edad, en el caso de las razas medianas

aproximadamente a partir de los ocho a diez meses de edad, en las razas grandes y gigantes a



partir de los quince meses de edad ya que a partir de este momento el macho comienza a
producir espermatozoides fértiles; pero debido a que recién empieza el proceso de maduracion
no es recomendable usar estos perros como sementales hasta que estén completamente maduros
sexualmente, el perro empieza la pubertad al momento en el que este empieza a levantar su pata
al rato de orinar. (24)

En la espermatogénesis las células germinativas de tipo A: se dividen en 16 células
transformandose en espermatogonias latentes o también denominadas de tipo Az por una
divisién mitotica gracias a la hormona GH. Después estas células migran hacia las células de
Sertoli las cuales les nutre mientras se desarrollan en espermatocitos primarios y secundarios,
produciendo la primera divisién meiotica, luego se da otra division meiética formando cuatro
espermatides. (25)

Las espermatides durante algunos dias sufren una serie de cambios que se basan en la perdida
de una parte del citoplasma, la reestructuracién de la cromatida nuclear, la recoleccion del
material citoplasmatico, y la formacion de la cola. En el tiempo en que este proceso se realiza
las espermatides se mantienen cerca de las células de Sertoli, por la importancia vital que estas
realizan, ademas de las ya mencionadas también tienen una capacidad de sintesis enzimética y
esteroidogenica, permitiendo que se realice una adecuada maduracion espermatica. (26)

Estas células mediante la accion de FSH, producen la proteina fijadora de androgenos (ABP),
encargada de “sujetar” a la testosterona en los tibulos seminiferos y asi garantizar la apropiada
concentracion de dicha hormona. Cabe mencionar que la LH promueve la sintesis de
testosterona mediante la estimulacion de las células de Leydig. (27)

6.2.1 Termorregulacion testicular

Para que se realice la espermatogénesis de forma adecuada la temperatura de los testiculos debe
ser 2 grados menor a la del organismo en la mayoria de los mamiferos, esto se lleva a cabo por
cuatro sistemas de los testiculos. (23)

1) Ocurre en el plexo pampiniforme, donde la vena y la arteria testicular estdn profundamente
vinculadas, produciendo que la sangre arterial con temperatura igual a la del organismo se enfrié gracias
a la sangre venosa proveniente del testiculo que se encuentra a menor temperatura. (25)
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2) La constante contraccion y relajacion del musculo cremaster hace que el sistema
vascular funcione correctamente provocando que la temperatura corporal se encuentre
controlada. (11)

3) La termorregulacion esta contribuida por la propagacion de la temperatura al exterior
por medio de la tanica dartos que se encuentra intimamente relacionado con las tanicas

vaginales parietal y visceral. (15)

4) Las glandulas sudoriparas permiten que se disminuya la temperatura cuando existe
elevacion de la misma a nivel corporal o escrotal gracias al hipotdlamo que al detectarlo incita

la sudoracion escrotal. (6)

6.3 Eyaculacion

La eyaculacién no es mas que la expulsion del fluido biolégico hacia el exterior por medio de
un reflejo donde se contraen los elementos que conforman el aparato reproductor. Existen
diferentes tipos de eyaculacion que dependera de la especie animal, en el caso del perro, este
presenta un eyaculado trifasico, es decir que se compone de tres fracciones con una duracién
total de 22 minutos aproximadamente. (28)

« Laprimera fraccion la fraccion pre espermatica es llamada “uretral”, sin duda mal llamada,
ya que su origen consiste en la funcidn prostatica para lubricar, es de consistencia acuosa,
transparente y no se encuentran espermatozoides, ocurre al iniciar la ereccion por lo que es
rapida y corta. Corresponde al 2% o 3% del volumen total. (29)

En esta primera fraccion: Denominada pre espermatico el tiempo de emisién varia entre 30 y
50 segundos (30)

» La segunda fraccion proviene del epididimo es més retardada y lenta; posee un color que
varia entre blanco lechoso y gris ya que contiene a los espermatozoides, por lo que su
consistencia es mas viscosa que la anterior; coincide con los gestos de monta del animal.
31)

» La tercera fraccién o fraccion prostatica es la mas abundante y se libera de forma lenta

durante varios minutos la secrecién es de consistencia acuosa, se da luego de la fraccién
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espermatica, de color transparente se adiciona cuando los animales se encuentran enlazados
en direcciones contrarias. Esta fraccion representa el 90% del volumen total eyaculado. (32)

6.4 Evaluacion del semental canino

Para un chequeo adecuado se debe evaluar por lo menos dos veces por afio al macho, o después
de que este haya sufrido algin accidente, lesién o enfermedad; se debe tener en cuenta que
pequefias lesiones o patologias en el macho como son los procesos febriles afectan los procesos
reproductivos, es decir que pueden afectar la espermatogénesis. (33)

Se debe realizar un plan de exploracion clinica general del macho canino reproductor que consta
de:

Anamnesis

Toda anamnesis debe empezar con un conversatorio rutinario con el propietario sobre el
problema o los problemas de lo que le ocurre al paciente, al momento que esta conversando no
se le debe de interrumpir para no ocasionar que se le olvide o cambie la forma en la que se
estaba expresando, de la misma manera se deben evitar las preguntas que brinden respuestas
monosilabas (si 0 no), se debe de tener en cuenta a todas estas pautas para tener una idea clara
y poder realizar un historial clinico mas acertado. (34)

Historia clinica

Son fichas de identificacion individuales de los pacientes que deben tener ciertas caracteristicas
COMO son:

1 Resefna del animal

Proporcionan informacion clave sobre factores que pueden estar asociados con la raza, edad,
sexo, color. (35)

2 Constantes fisiologicas

Las constantes fisiol6gicas son parametros que se encuentran establecidos que nos ayudan a
determinar si el organismo de un paciente se encuentra en normalidad o sufre de alguna
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alteracion. En este punto se evalUa temperatura, llenado capilar (C.C), ritmo cardiaco (R.C),
frecuencia respiratoria (F.R), peso. (36)

3 Estado general

Se evallan las condiciones en las que se encuentra el animal, actitud, condicion corporal, estado
de hidratacion, mucosas. (37)

4 Examen androldgico

El examen androldgico consiste en la revision del aparato reproductor del macho desde lo méas
externo hasta lo mas interno es decir: escroto, testiculos, epididimo, prepucio, pene y prostata
en busca de afecciones o alteraciones como inflamacion, trauma, nédulos, adherencias y
neoplasias. (38)

Al examinar el escroto por medio de la inspeccién y palpacion se debe de evaluar color de la
piel, presencia o no de lesiones y la elasticidad. En el caso de los testiculos se debe evaluar el
namero, la localizacion, consistencia y sensibilidad. Estos en estado normal son firmes y
turgentes, es decir que al momento de sujetarles debe regresar a su forma natural. En el caso de
que estos se sientan planos al pueden indicar hipoplasia, y cuando se encuentran muy duros
pueden presentar signos de fibrosis. En el glande Se evalla su anatomia, si existen secreciones
anormales, presencia de lesiones o tumores. Y por Gltimo en el prepucio se observa que cubra
totalmente al pene, se inspecciona que no existan erosiones ni laceraciones y que permita la
salida y entrada normal del pene. Es normal observar una secrecion purulenta media verduzca,
esto se debe a la renovacion celular de la mucosa del prepucio. (39)

6.5 Recoleccion del semen canino

La recoleccion del semen se realiza para la evaluacion de exdmenes reproductivos, diagnostico
de diversos trastornos, inseminacion artificial con semen fresco, congelacion o
crioconservacion del mismo. (40)

Si el semental canino hace mas de un mes que no ha sido valorado, se recomienda no coger la

primera expulsion por ser de muy mala calidad, la eyaculacion que servira para estudiar debe
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ser a partir de la segunda muestra, en caso contrario se aconseja una abstinencia sexual de 5-7
dias antes de la recogida (41).

Al momento de la coleccion de semen el animal debe estar en un ambiente tranquilo y relejado,
donde no haya aromas fuertes, vistas y sonidos, que distraigan al ejemplar para obtener un
eyaculado apropiado. (42)

6.6 Métodos de extraccion de semen
6.6.1 Vagina artificial

Esta técnica consistente en aplicar suaves masajes ejerciendo una ligera presion sobre el cuerpo
del pene y especialmente sobre el bulbo cada cuatro segundos, hasta conseguir una ereccion
parcial, luego se retrae el prepucio y se sujeta el bulbo con la vagina artificial ejerciendo una
presidn constante sobre el mismo, para lograr una total turgencia y reflejo pélvico; cuando el
perro levanta alguna de sus extremidades posteriores, se dirige el pene hacia atras para colectar
el eyaculado. (43)

La vagina artificial o manga consiste en un frasco tipo embudo de latex, para generar presion y
temperatura adecuada. Este método brinda al animal la sensacion de estar con una hembra, sin
embargo para la persona le resulta un poco dificultoso al momento de dirigir el miembro hacia
atras. (44)

6.6.2 Técnica manual

Esta técnica es parecida a la anterior pues de la misma manera se emplean masajes con un
movimiento rapido y ritmico de atras hacia delante sobre la zona del bulbo, Cuando este se
comienza a agrandar, se desliza el prepucio hacia la base, y se desvaina el pene y el bulbo,
cuando esté completamente erecto y el perro levante alguno de sus miembros posteriores, se
hace un movimiento de 180°, enseguida se coloca el frasco donde se va a recolectar cerca del
mismo y haciendo presion se recoge la muestra. Si el desvainamiento del pene fracasa, por lo
regular se obtiene una ereccion pobre y la eyaculacion no se logra o es incompleta, como
consecuencia del dolor. (45) 6.6.3 Electro eyaculador

Esta técnica consiste en proporcionar cargas bajas de corriente eléctrica al animal solo se usa
con fines de investigacion , para lo cual debe estar previamente anestesiado para evitar algun
accidente tanto para el animal como para la persona, posteriormente se le coloca en un soporte
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que lo mantenga parado en sus cuatro patas con la cabeza un poco mas baja al resto del cuerpo,
se lubrica el ano y se inserta la probeta rectal la cual debe verificarse periédicamente para
asegurar que los electrodos estén dirigidos ventralmente durante todo el proceso electro
eyaculatorio. El perro recibe un total de 240 estimulos eléctricos, divididos en 4 conjuntos de
60 estimulos y un voltaje de 6 V, el intervalo entre estimulos es de 3,0 segundos. (46)

6.7 Caracteristicas del semen
6.7.1 Caracteristicas macroscopicas
6.7.1.1 Color

Presenta un color blanco acuoso o aperlado en condiciones normales, aunque puede variar
ligeramente el color de un semental a otro debido a que esta severamente relacionado con la
concentracion espermatica, también puede variar por el tipo de alimentacion. (47)

Alteraciones en la coloracion:

-El semen incoloro: puede ser indicativo a la ausencia de espermatozoides

- Coloracién amarillenta: presencia de pus u orina.
- Coloracién Rojiza: por presencia de sangre

- Coloracion amarillo Verdosa: presencia de pus o por Pseudomona aerugin

8.7.1.2 Olor

Por lo general tiene un olor proteico neutro, caracteristico de la especie, puede ser dificil de
detectar por lo cual se busca que no presente olor patrido, o urinoso. (48)

6.1.3 Volumen

El volumen va a variar en funcién de distintos factores como es la raza, el tamafio del animal,
la edad, tipo de alimentacion, excitacion, experiencia, entre otras; y esta constituido por las
secreciones de las glandulas que conforman el aparato reproductor. (49)
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La gran variacion del volumen de eyaculado se debe a la cantidad recolectada de la tercera
fraccion. Por lo tanto el eyaculado debe ser evaluado sin excluir ninguna de sus fracciones para
calculo de la concentracion espermatica. (50)

Segun varios estudios realizados en los diferentes tamarios de razas se ha determinado que en
canes de tallas pequefias como son el chihuahua, pekinés, pinchers, schnauzer miniatura, etc. el
volumen es aproximadamente de 1.5 a 5.0 ml; en canes de talla mediana como el husky, boxer,
dalmata, pit Bull, Pastor Aleman, etc. el volumen aproximado es de 4 a 10 ml; y en los canes
de talla gigante como el san Bernardo, gran danés, Lobero Irlandés, es aproximadamente de 20
a 48 ml; se debe de tener en cuenta estos datos al momento de examinar el eyaculado. (51)

6.1.4 pH

El pH del semen canino es de 6.5 a 7, para asi poder neutralizar el pH acido de la vagina de la
hembra y puede estar determinado en gran parte por el fluido prostatico. Una de las razones
para que exista una variacion de pH suelen ser por problemas inflamatorios y puede llegar a
disminuir la motilidad de la muestra. (52)

6.7.2 Caracteristicas microscépicas

El examen microscopico del semen es la parte mas importante para valorar, por lo cual se debe
tener las precauciones necesarias para que exista un buen manejo y no alterar los resultados o
dar resultados erroneos, por lo cual es necesario que todo el material de vidrio se encuentre a
37°C (frasco de recoleccion, porta objetos, pipetas, etc.), ya que esa es la temperatura en la que

se encuentran los espermatozoides (53)

6.7.2.1 Motilidad

Es el porcentaje de la capacidad motora que tienen los espermatozoides, debe de ser un
movimiento flagelar productivo en progresion rapida y lineal. (54)

6.7.2.1 Motilidad Individual

Los espermatozoides deben presentar un movimiento progresivo y avanzar con rapidez para
considerarle normal, se evalla colocando una gota de semen entre un portaobjetos y un
cubreobjetos previamente calentado, se le lleva al microscopio en objetivo de 400x. (54)
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Se le clasifica de acuerdo al porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva como:

Tabla 1 Motilidad Individual

Calificacion  Porcentaje

muy buena 80-100%
Buena 60-79%
Regular 40-59%

Pobre <40%

Fuente: (55)
La motilidad en semen fresco debe oscilar entre los 70-95 % para que sea considerado de buena

calidad y la motilidad seminal post-congelacién se describen valores superiores a 50% para
considerar que tiene buena calidad. (55)

Se toma en cuenta el total de espermatozoides que se encuentran en un campo y el nimero de
espermatozoides mdviles. Hay que tener en cuenta que los espermatozoides que presentan
movimientos ondulatorios no se contabilizan como moviles ya que generalmente reflejan
defectos morfolégicos. (56)

Motilidad Masal

Se determina la motilidad que posee la reunion de todos los espermatozoides de la muestra,
considerando la presencia de “oleadas”, colocando una gota de muestra en un portaobjetos pre

calentado a 37°C, y se evalla en el microscopio con un objetivo de 10x. (49)

La motilidad masal se clasifica en una puntuacion de 0-5 con porcentajes de acuerdo al
movimiento, como:
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Tabla 2 Calificacion de Motilidad Masal

Puntos Calificacion  Porcentaje Descripcion
5 Muy bueno 90% Ondas rapidas
4 Bueno 70-85% Movimiento vigoroso
3 Regular 45-65% Bajo movimientos en las
2 Pobre 20-40% Ausencia de ondas
1 Muy pobre 10% Solo el 10% muestra vitalidad
(10%)
0 Muertos 0% No existe actividad de ningun

espermatozoide

Fuente: (49)
La observacion depende de la experiencia del observador por lo cual la calificacion de normal

0 no es subjetiva, salvo en el caso de la ausencia total de movimientos; siendo 4-5 los valores
aceptados. (57)

Los espermatozoides pueden verse agrupados unos a otros y con otras células (células
epiteliales o macréfagos); se desconoce la importancia de este hecho en el perro, aunque a no
ser que afecte a la totalidad de la muestra no es probablemente un sintoma con pronéstico malo,
el valor adecuado de espermatozoides moviles en semen fresco debe ser de 150 millones para
obtener tasas de fertilidad. Al usar semen congelado se recomiendan que exista una cantidad de
espermatozoides moviles de 200 millones. (58)

6.7.2.2 Vitalidad

Para evaluar la vitalidad se realiza a través de técnicas de tincion vital con eosina-nigrosina al
2% donde se pueden apreciar los espermatozoides vivos y los muertos ya que las células que
presentan una membrana plasmatica funcional no permiten el paso del colorante, mientras que
si esta a sufrido alguna alteracion el colorante se introduce en el interior de la célula y aparece
tefiida. (59)
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Para este procedimiento se debe tefiir el semen con eosina-nigrosina al 2% posteriormente se
Ileva a bafio Maria a 37°C por 10 segundos, luego se procede a mezclar dos gotas de eosina mas
una gota de semen; se realiza un frotis en el portaobjetos, cuando la placa este seca, se evalta
los espermatozoides con el objetivo de 100x; se cuenta un aproximado de 100 espermatozoides
totales en diferentes campos y se obtiene un promedio. Con este paso también se puede verificar
las anormalidades que pueden presentar los espermatozoides. (60)

El semen fresco es considerado de buena calidad cuando tiene un 90 a 95% de vitalidad,
mientras que, el semen crioconservado debe de poseer minimo un 80% de vitalidad para ser
aceptable. (61)

6.7.3 Morfologia

La morfologia espermatica nos permite determinar cuales son las muestras idoneas para
garantizar resultados exitosos en la reproduccion asistida, debido a que las anormalidades
tienen gran relacion con la infertilidad. (48)

Un semen normal presenta méas del 70% de espermatozoides con morfologia normal, a mayor
porcentaje de espermatozoides anormales, menor fertilidad. (57)

Se emplean colorantes vitales para la observacion, una de las tinciones mas utilizada es la de
eosina-nigrosina al 2% aunque también se pueden emplear otras técnicas de tincion como la de
Azul de metileno, posteriormente se realiza una dilucion de 1:1, para evaluar la morfologia
espermética se debe de tomar en cuenta dos tipos de anormalidades; las primarias que son
anomalias producidas en el testiculo durante la espermatogénesis y las secundarias son a causa
de errores de manipulacion del semen por parte del examinador al momento de la obtencion del
mismo o durante el transito a través del sistema ductal. (62)

* Primarias: el porcentaje normal de malformacion es del 10-15%. malformaciones de la
cabeza, de la pieza intermedia y del flagelo. (53)

» Secundarias: el porcentaje normal de malformacién es del 10-20%. persistencia de la gota
citoplasmatica, flagelos doblados, ruptura del acrosoma. En la especie canina la presencia de
un flagelo doblado no tiene efecto sobre la fertilidad, sin embargo en caso de la gota
citoplasmatica proximal se ha determinado que si afecta a la fertilidad. (63)
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Tabla 3 Clasificacion de las anormalidades espermaticas

Clasificacion de las anormalidades
espermaticas

Anormalidades Cabeza Microcefalia
Primarias Cuello Macrocefalia

Doble Cabeza

Cabeza deformada
Edema

Gota Proximal

Muy Enrollada
Cola

Anormalidades Gota distal secundarias
Acrosoma Desprendido
Colas dobladas, enrolladas, enredadas

Fuente: (48)
6.8 Concentracion espermatica

La concentracion espermética es el nimero de espermatozoides existentes en el semen, Se
calculan los millones de espermatozoides por mililitro de semen eyaculado. Para el contaje de
espermatozoides se utiliza la camara Neubauer, la camara se llena con la suspension de
espermatozoides y el recuento se lleva a cabo usando un microscopio de luz.

El diluyente de la fraccién seminal utilizada debe detener el movimiento y prevenir el
agrupamiento de las células; se trabaja con una solucion de suero fisiolégico formulado con

cloruro de sodio 9 gr; formaldehido al 40% (3ml); y agua destilada (1000ml). (66)

La concentracion de espermatozoides normal es de 100 — 500 x 10%/ml; para una inseminacion
se necesita 200 millones de espermatozoides. (50)

Para el calculo se aplico la siguiente formula. (67)

Esp. /mm®=(AxBxCxD)




A: numero de espermatozoides contados

B: tamafio del cuadrado (400mm?)

C: dilucion realizada 1 ml

D: se multiplica por 10 para que el resultado quede expresado en mm?®

E: nimero de cuadros contados

6.9 Factores que afectan las caracteristicas del semen
Pubertad

Cuando recién un perro inicia su pubertad los espermatozoides no estan completamente
formados ya que aun no han alcanzado todo su proceso de maduracion, por esta razon los
eyaculados del  mismo son  pobres, obteniendo  baja
concentracion espermatica, espermatozoides deformes o muertos, en las eyaculaciones
posteriores estos defectos van a ir desapareciendo. (68)

Frecuencia de eyaculacion
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La frecuencia de eyaculacion tiene gran importancia en cuanto a volumen y concentracion

espermatica se refiere, a causa de tener una actividad sexual frecuente los espermatozoides no

se regeneran por completo y no puedan acumularse en los epididimos, por lo cual dichos

pardmetros tienden a bajar. (69)

Tamarno y patologia de la prostata

Existe una intima relacién ente el tamafio prostatico, sus patologias como la hiperplasia

prostatica glandular con el volumen seminal total por eyaculado. (28)

Tamano testicular.

Tanto la produccion espermatica como la concentracién de espermatozoides por eyaculado

aumentan a medida que el tamafio testicular se incrementa. (9)

6.10 Crioconservacién de semen
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La crioconservacion es un método de congelacion y almacenamiento de espermatozoides por
el cual se puede conservar semen por un periodo indeterminado de tiempo, el cual requiere una
manipulacion especial del mismo. (70)

Para crioconservar una muestra primero debe ser evaluar la calidad espermatica, para conocer
si la muestra obtenida estd apta para su posterior congelacién, posteriormente se debe contar
con un buen diluyente, debido a que ayuda a la proteccion y prolongacion de vida del
espermatozoide durante el congelamiento, también se debe contar con un tanque de nitrégeno
el cual debe mantenerse siempre con un volumen constante para no afectar las muestras. (71)

El semen antes de ser congelado se lo debe refrigerar a 5°C para estabilizar la temperatura y
luego se reevalla la calidad de semen para saber si se encuentra apto para congelar. (68)

6.11 Diluyentes para semen congelado

Los diluyentes son unas sustancias que se afiaden a la muestra seminal, para cumplir con varias
funciones con el fin de resguardar la viabilidad de los espermatozoides, sin importar el tiempo
que estos estén congelados. (72)

6.12 Caracteristicas de un buen diluyente

Para ser considerado un buen diluyente, debera cumplir con los siguientes requisitos en cuanto

a su funcion se refiere como son:

1. Debe evitar el shock térmico, el cual puede afectar al espermatozoide, para esto en algunos
diluyentes se le afiaden ciertas sustancias para ayudar a potenciar esta caracteristica como es

el caso de la yema de huevo. (73)

2. Brindar fuentes de energia y nutrientes ya que ambos son de vital importancia sobretodo en
la motilidad de los espermatozoides (74)

3. Contar con reguladores de pH o tampon ya que los espermatozoides y las bacterias
contenidas en el semen, producen algunos metabolitos como &cido lactico que pueden llegar
a alterar y dafar la muestra. (75)

4. Tener electrolitos para mantener una adecuada presiébn osmotica y también deben de
contener antibidticos cuya funcion es impedir la contaminacion del semen, estos a su vez no

deben dafiar la calidad del semen. (73)
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6.12.1 Composicion

El diluyente debe poseer una variedad de componentes que obstruyan el deterioro de la muestra
seminal. (72) Dichos componentes son:

Agentes crioprotectores que garanticen la integridad celular ante los cambios de estado del
agua penetrantes de la membrana.

= Agua bidestilada.
= Sustancias iénicas y no idnicas que aseguren el mantenimiento de la osmolaridad y pH del
medio.

= Un energético capaz de atravesar la membrana plasmaética
. Macromoléculas protectoras de membranas.

= Aditivos, como enzimas, aminoacidos y otros compuestos.

= Azlcares no permeables a través de la membrana plasmatica

. Antibidticos, para evitar el crecimiento bacteriano (75)

6.13 Agentes crioprotectores

Son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que reducen el punto eutéctico de una solucién
dada, es decir que disminuye la cristalizacion de la muestra, el descenso de este punto implica
que se alcanzara una concentracion dada de solutos a una temperatura menor, de forma que la
célula estara mas deshidratada y el gradiente osmotico al que estara sometido sera menor (71)

Bioguimicamente es posible distinguir tres tipos de crioprotectores, como son los azucares
(glucosa, lactosa, sucrosa, sacarosa), alcoholes (metanol, etanol, propanol, 1-2 propanediol y
glicerol), y el dimetil sulfoxido. (73)

Los crioprotectores pueden clasificarse también en agentes penetrantes y no penetrantes de
acuerdo a la permeabilidad celular.

= Los crioprotectores permanentes son de bajo peso molecular y permeable a través de la
membrana celular; como son: el glicerol, el dimetilsulfoxido (DMSQO) y propanediol
(PROH). Cuya accidn crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de prevenir
acumulacién excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de
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congelamiento, y la formacién de cristales de hielo que rompen la estructura de la
membrana, su bajo peso molecular permite la entrada rapida través de la membrana celular,
modula la estabilidad y fases de la bicapa de los fosfolipidos, asi como también afecta los
procesos de solvatacion de agua. (75)

= Los crioprotectores no permanentes; poseen alto peso molecular, son efectivos a
velocidades altas de congelacion, ejerciendo su accion crioprotectora promoviendo la
rapida deshidratacion celular y suelen usarse asociados a los agentes penetrantes; los mas
utilizados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano. (73)

6.14 Diluyente comercial triladyl

Es un diluyente concentrado que necesita la adicion de yema de huevo para cumplir con las
caracteristicas Optimas para la crioconservacion de semen. (76)

Composicién

TRIS

« Acido citrico

* AzUcar
« Tampones
* Glicerina

» Antibi6ticos

* Agua de extrema pureza

* 100 ml del diluyente

» Tilosina 5,7 mg
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» Gentamicina 28,6 mg

» Espectinomicina 34,3 mg

* Lincomicina 17,2 mg

6.14.1 Preparacion del diluyente

Para la preparacion del diluyente primero se debe realizar una solucion madre, para esto, se
vierte el concentrado de triladyl en un matraz graduado, posteriormente se afiade 750 ml de
agua pura estéril agregando den varios pasos, dicha solucién es viable alrededor de 7 dias a
temperatura de 5°C. (77)

La solucién madre para poder utilizarse debe ser mezclada con 250ml de yema de huevo, para
lo cual primero se separa la yema de la clara de huevo sin romper la yema, con el fin de
asegurarse que la yema no contenga residuos de clara, se pasa por un papel filtro haciéndola
rodar; luego se envuelve en el papel y se presiona para abrir la membrana, una vez realizados
estos procedimientos se coloca la solucion madre a la yema de huevo homogenizéandole
constantemente. (70)

6.15 Yema de huevo

La yema de huevo es un ingrediente que ha sido adicionada en los diluyentes para la congelacion
del semen gracias a que cubre y protege la membrana plasmatica, salvaguardando la motilidad
de la membrana; esta capacidad de proteccidn se adjudica a las lipoproteinas, fosfolipidos y
lecitinas que esta posee. Ademas de proteger también actia como una fuente proteica para la
célula y es un buffer osmotico. (78)

7 VALIDACION DE LA HIPOTESIS

Ho= No existe diferencia significativa en la vitalidad y motilidad espermética entre el tiempo
de descongelamiento.

Basandose en los resultados obtenidos luego de la evaluacion de las caracteristicas
microscopicas del semen canino; se acepta la hipotesis nula (Ho), debido a que al culminar la
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investigacion, se demostro que a pesar de los periodos de tiempo en los cuales se criopreservo
las muestras, no existio diferencia significativa de motilidad y vitalidad espermatica.

8 METODOLOGIA

8.1 Métodos

En la presente investigacion se utilizd la técnica de observacion, al registrar la informacion
obtenida en cada muestra estudiada basandose en los parametros de motilidad y vitalidad
espermatica para su posterior analisis.

Una vez recolectada la informacion, se aplicé el método cuantitativo y el método inductivo, los
cuales ayudaron a determinar si existieron cambios en las muestras descongeladas en los
distintos tiempos de estudio.

8.2 Localizacion y duracion del proyecto

La investigacion se llevd a cabo en la Clinica Animal Kingdom en la provincia de Chimborazo
canton Riobamba (1°40'15.5"S 78°38'49.6""), en la zona urbana de la ciudad, parroquia
Velasco, con una duracion de 120 dias.

8.3 Unidades experimentales

Para el desarrollo de la presente investigacion, se utilizaron las muestras seminales de 5 caninos
previamente entrenados de raza Schnauzer miniatura de 2.5 y 3 afios, obteniendo 3 pajuelas de
cada uno a través de la técnica de extraccion manual, las cuales fueron crioconservadas en
nitrégeno liquido a -196°C en periodos de 15, 30 y 45 dias.

9 DISENO DEL EXPERIMENTO

Luego de la evaluacion del semental y la toma del material seminal de cada ejemplar con el
método de extraccion manual, se proceden a analizar las muestras.

9.1 Andlisis de las caracteristicas macroscopicas de la muestra seminal
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Los equipos y materiales se encontraban a 37°C para no causar un shock téermico al momento
que se analizaron las muestras desde su recoleccion, se evaluo el olor con fines de no encontrar
una esencia putrida o urinosa, presentaron un color blanco acuso, posteriormente se colocé el
fluido en un tubo graduado para determinar su volumen, se substrajo una gota de semen, la cual

se colocd en el papel de pH, y se comparé con la escala de color.

9.2 Analisis de las caracteristicas microscépicas de la muestra seminal
9.2.1 Motilidad

El andlisis de la Motilidad masal se realiza colocando una gota de semen en un portaobjetos
calentada anteriormente a 37°C y llevandolo al microscopio en el cual se valora con un objetivo
de 10 x para motilidad masal observando las ondas y remolinos que presenten.

Segun el movimiento de las ondas y remolinos se califica con una puntuacion del 0 al 5 o con

porcentajes como:

Tabla 4 Calificacién de Motilidad Masal

puntos Porcentaje Descripcion
5 90% Ondas rapidas
4 70-85% Movimiento vigoroso
3 45-65% Bajo movimientos en las
2 20-40% Ausencia de ondas

1 10% Solo el 10% muestra vitalidad

0 0%  No existe actividad de ningln

espermatozoide

Fuente: (49)
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De la misma manera colocando una gota de muestra en un portaobjetos y adicionando un
cubreobjetos, se lleva al microscopio con objetivo de 40x se valora en varios campos y se
obtiene un promedio para valorar la motilidad individual.

Tabla 5 Calificacién de Motilidad Individual

Calificacion Porcentaje

Pobre <40%
Regular 40-59%
Buena 60-79%

muy buena  80-100%

Fuente (55)
9.2.2 Vitalidad

Se pre-calentd el colorante vegetal (eosina-nigrosina 2%) a 37°C por 10 segundos,
posteriormente se homogenizo una gota de la muestra con 2 gotas del colorante; se coloco la
muestra con el colorante vegetal al extremo del portaobjetos, con ayuda de otro portaobjetos a
45° sobre la gota de muestra y se realizd un frotis y se dejé secar un momento; se le llevo al
microscopio con un objetivo de 100x, se contd un aproximado de 100 espermatozoides entre
vivos y muertos para obtener la vitalidad.

10 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

10.1 Preparacion del semen con el diluyente

1. Se Colocd la muestra biologica en un tubo graduado, luego se incorporo el diluyente con una
relacién de 1:2 y se mezcl6 ligeramente para homogenizar
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10.2 Preparacion de las pajuelas 1

Identificacidn de las pajuelas.

2 Se introdujo la pajuela de 0.5 en un micro aspirador y se recogio la muestra.

3 Al llenar la pajuela se dejo una burbuja de aire de aproximadamente 0.5 cm.

4 Una vez aspirada la muestra se sell6 con las bolitas selladoras.

5 Se obtuvieron tres pajuelas de cada ejemplar.
10.3 Crioconservacion del semen

1 Se situaron las pajuelas en una gradilla y se les refrigerd por 4 horas intercambiando de lugar
hasta alcanzar los 5°C.

2 La primera hora se le dejé a 30°C en la puerta abierta del refrigerador.

3 La segunda hora se posiciond en la parte interna del refrigerador con una temperatura de 20°C
se mantuvo la puerta del refrigerador abierta.

4 En la tercera hora se colocé a una temperatura de 10°C con la puerta del refrigerador cerrada.

5 La cuarta hora se le dej6 a una temperatura de 5°C con la puerta cerrada.

6 Las muestras se colocaron en vapores de nitrégeno liquido por 10 minutos con una
temperatura de -120°C.
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7 Una vez culminado los 10 minutos las pajuelas se sumergieron en el tanque de nitrégeno a
una temperatura de -196°C.

10.4 Descongelamiento de pajuelas

1 Con cuidado se alz6 la canastilla y se tomo una pajuela.

2 Se coloco en bafio Maria a 37°C por un minuto.

3 Para analizar la muestra se realizé un corte en la parte posterior de la pajuela y un segundo
corte en la mitad.

11 ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Andlisis y discusion de caracteristicas macroscopicas

Tabla 6 Analisis del color del semen canino

COLOR
Reproductor PRE CONGELACION POST
CONGELACION
Semen fresco todos los
tiempos
Canino 1 blanco acuoso amarillento
Canino 2 blanco acuoso amarillento
Canino 3 blanco acuoso amarillento
Canino 4 blanco acuoso amarillento
Canino 5 blanco acuoso amarillento
Fuente: directa
Tabla 7 Anélisis del pH del semen canino
pH
Reproductor PRE CONGELACION POST
CONGELACION
Semen fresco todos los
tiempos
Canino 1 7.0 7.0

Canino 2 7.0 7.0
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Canino 3 6.8 6.8
Canino 4 7 7
Canino 5 6.7 6.7

Fuente: directa

Hernandez George (2013) afirma que el color de las muestras post descongelamiento pueden
variar segun el tipo de crioprotector utilizado en el diluyente como es el caso de la yema de
huevo, por otra parte un buen diluyente debe contar con sustancias reguladoras de pH o
sustancias tampdn generando que este se mantenga constante. Corroborando con lo anterior se
evidencio que el color de las muestras recolectadas en semen fresco es blanco acuoso, mientras
que post descongelacion presentaron un color amarillento propio de la yema de huevo, con un

pH constante en todas las muestras analizadas. (Tabla 6 y 7)

Andlisis y discusion de Motilidad Masal

Tabla 8 Analisis de Motilidad Masal

Pre congelacion Post congelacion

Reproductor Semen Fresco Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 45

Canino 1 95% 86% 85% 85% 85%
Canino 2 95% 88% 88% 87% 87%
Canino 3 90% 85% 85% 84% 84%
Canino 4 98% 89% 88% 88% 87%

Canino 5 96% 90% 90% 88% 88%

TOTAL 94.8% 87.6% 87.2% 86.4% 86.2%
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Fuente: directa

Atencio Victor (2017) indica que al momento de procesar el semen para la crioconservacion
existe una variacion del porcentaje en las caracteristicas de los espermatozoides entre el semen
fresco y el crioconservado ocasionado por el estrés osmotico y shock térmico que se producen
al adicionar un crioprotector, o por el efecto mismo de la congelacion en el cual algunas células
no resistieron. Podemos evidenciar el cambio sufrido en el presente trabajo al tener un total de
motilidad masal del 94.8% en semen fresco; tras la descongelacion horas después de haber
realizado el proceso se evidencidé un porcentaje del 87.6% de motilidad masal, pudiendo
confirmar lo que Atencio indica.

Porton Anay Lagos Johana (2014) manifiestan que la crioconservacion detiene completamente
a los espermatozoides, lo cual hace que se mantengan constantes las caracteristicas
espermaticas a pesar del paso de los dias, obteniendo asi en su investigacion resultados de una
motilidad de 84,37% post descongelacién a los 15 dias y una motilidad de 84,37% a los 60 dias
post congelacion. Sin embargo el porcentaje de las caracteristicas de las muestras
crioconservadas disminuyen en el analisis por errores del ejecutor al causar shock térmicos ya
sea por equipos que no se encuentran a 37°C, por dejar mucho tiempo al descongelar las
pajuelas en bafio Maria o por el ambiente del laboratorio. Caso similar ocurrié en el presente
proyecto en el cual se obtuvo un promedio del 87.2% de motilidad espermatica a los 15 dias
post congelamiento, 86.4% de motilidad espermatica a los 30 dias post congelamiento y 86.2%
de motilidad espermaética a los 45 dias post congelamiento.

Estas alteraciones podemos evidenciar en cada muestra de los caninos estudiados como en el
caso del canino 2 donde a los 15 dias se obtuvo una motilidad masal del 88% y en el dia 30 y
45 existié una motilidad masal del 87%; en el canino 5 podemos apreciar que fue mas notorio
los cambios sufridos ya que al dia 15 se consiguié una motilidad del 90% vy los dias 30 y 45 se
produjo un descenso al 88% de motilidad producido por factores predisponentes que pudieron
afectar en la realizacion de la practica causando un shock térmico.

Anélisis y discusion de la Motilidad Individual

Tabla 8 Analisis de Motilidad Individual
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congelacion

Post congelacion
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Reproductor Semen Fresco Dia0 Dial5 Dia30 Dia45
Canino 1 81% 80% 80% 79% 79%
Canino 2 82% 81% 79% 78% 5%
Canino 3 80% 79% 78% 76% 75%
Canino 4 83% 80% 79% 77% 7%

Canino 5 85% 85% 85% 84% 79%
TOTAL 82,20% 81,00% 80,20% 78,80% 77,00%

Fuente: directa

Escudero Luis (2015) Asegura que la motilidad individual varia segun el estimulo del

espermatozoide al cambio de temperatura, siendo una caracteristica propia de cada célula, sin

embargo se debe tener en cuenta que una muestra es aceptable cuando al descongelar el

promedio de toda la muestra es superior al 60% de motilidad individual. Lo cual se puede

constatar con los datos obtenidos en el presente proyecto en el que se obtuvo un promedio del

82.20% de motilidad individual en semen fresco, el cual fue variando en los dias analizados por

lo antes mencionado pero se mantuvieron dentro de las calificaciones adecuadas, adquiriendo

valores promedios en motilidad individual del 80.20% a los 15 dias, 78.80% a los 30 dias y el

77% a los 45 dias post congelamiento.
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Anélisis de la Vitalidad Espermética

Tabla 9 Analisis de la Vitalidad Espermatica

Pre
congelacion Post congelacion
Reproductor Semen Dia0 Dial5 Dia30 Dia45
Fresco
Canino 1 90% 85% 85% 83% 80%
Canino 2 98% 87% 87% 85% 85%
Canino 3 97% 78% 78% 78% 78%
Canino 4 97% 90% 90% 88% 88%

Canino 5 98% 87% 87% 85% 85%

TOTAL 96,00% 85,40% 85,40% 83,80% 83,20%

Fuente: directa

Carpio Samantha (2015) asegura que cuando se maneja adecuadamente los parametros de
descongelacion y utilizando un buen diluyente, se pueden alcanzar altos porcentajes de vitalidad
post congelacion obteniendo en su analisis el 82,5% de vitalidad; estos datos varian por errores
técnicos al momento de procesar las muestras. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
indican la vitalidad espermatica se encuentran sobre el 70%, lo cual nos indica que la

crioconservacion es un método totalmente eficaz para preservar muestras seminales caninas.

Porton Ana y Lagos Johana (2014); manifiestan que la crioconservacion detiene
completamente a los espermatozoides, lo cual hace que se mantengan constantes las
caracteristicas espermaticas, permitiendo que las muestras sean almacenadas por tiempo
indefinido, en su investigacién se determind una vitalidad del 77.13% a los 15 dias post
congelamiento y una vitalidad del 77% a los 60 dias post congelamiento. Caso similar ocurre
en el presente proyecto en el cual se obtuvo un promedio de vitalidad espermatica del 85.4% a
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los 15 dias post congelamiento, el 83.80% a los 30 dias post congelamiento y una vitalidad
espermatica del 83,20% a los 45 dias post congelamiento.

12 IMPACTOS

12.1 Impacto Técnico

El presente trabajo tiene un impacto técnico, pues genera informacion para dar inicio a nuevas
investigaciones, evidenciandose en los resultados obtenidos de los analisis microscépicos y la
obtencidn de datos estadisticos en pardmetros de motilidad y vitalidad espermatica de semen

crioconservado en distintos tiempos.

12.2 Impacto Social

El impacto social estd comprendido en informar a los propietarios caninos, otros métodos de
reproduccion menos riesgosas para sus mascotas teniendo en cuenta el bienestar del animal,

como la salud, cuidado y manejo, evitar la transmision de enfermedades sexuales.

13 CONCLUSIONES

» Lavaloracion de las caracteristicas macroscopicas determin6 que el color de las muestras
seminales vario debido a la adicion de la yema de huevo presentando un color amarillento,
y el pH se mantuvo constante gracias a las caracteristicas reguladoras de pH o sustancias

tampon que presenta el diluyente.

* La evaluacion de la vitalidad espermatica se analiz6 por medio del conteo de
espermatozoides vivos y muertos obteniendo valores de 83.8% a los 15 dias de
descongelarse, 83% a los 30 dias de descongelarse, y 83% a los 45 dias de descongelarse;
presentando datos homogéneos en los distintos tiempos de valoracion, indicando que la
muestras se encuentran dentro de los rangos establecidos de vitalidad.

» El analisis de la motilidad espermatica se realizd por observacion directa manteniéndose
dentro de los rangos establecidos en los distintos periodos de evaluacion, con resultados de
87.2% a los 15 dias de descongelado, 86.4% a los 30 dias de descongelado, 86.2% a los 45

dias de descongelado.
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14 RECOMENDACIONES
* Regular poco a poco la temperatura al momento de refrigerar las muestras hasta alcanzar

una temperatura de 5°C para evitar un shock térmico.

* En cuanto al mantenimiento del semen criopreservado, siempre debe controlarse el nivel
de nitrogeno del termo de almacenamiento, evitando llegar a niveles criticos que

podrian afectar a los espermatozoides.

»  Comparar el diluyente triladyl con varios diluyentes para comparar los resultados y poder
determinar cudl es el mas 6ptimo para la conservacién del semen canino.

»  Manejar bien las medidas de las soluciones utilizadas, para no comprometer los resultados.
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Anexo 1
AUTORA
DATOS PERSONALES:
Nombre: ACURIO AGUIAR ADRIANA GABRIELA

Apellido Paterno Apellido Materno Nombres

Lugar y fecha de Nacimiento: Riobamba 01 de septiembre de 1992
Edad: 26 afios Género: Femenino

Nacionalidad: Ecuatoriana  Tiempo de Residencia en el Ecuador (Extranjeros):
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Direccion Domiciliaria:
Chimborazo Riobamba Velazco

Provincia Canton Parroquia

Laureles y Olivos

Teléfono(s): 032944459 Direccion 0992609383
Convencionales Celular o Mévil

Correo electrénico: adriana.acurio3@utc.edu.ec Cédula de Identidad o Pasaporte: 0602956013

Tipo de sangre: O+ Estado Civil: Soltera

Personas con discapacidad: N.° de carné del CONADIS:

2.- INSTRUCCION FORMAL:

Nivel de Nombre de la ggfr:ferr?c?ae Lugar
Institucién (Pais

Instruccién | Educativa Titulo Obtenido ciudad) y
Salesiano Santo 54830

Segundo Nivel | Tomas Apostol General en Ciencias Ecuador

DECLARACION: DECLARO QUE, todos los datos que incluyo en este formulario son verdaderos y
no he ocultado ningun acto o hecho, por lo que asumo cualquier responsabilidad.

Acurio Aguiar Adriana Gabriela.

Firma de la Autora
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Anexo 2
Hoja de vida del tutor '
DATOS PERSONALES:
Nombre: ARMAS CAJAS JORGE WHASHINGTON
Apellido Patemo Apellido Materno Nambres

Lugar y fecha de Nacimiento: Latacunga 23 de abril de 1970
Edad: 49 afios Género: Masculino

Nacionalidad: Ecuatoriana Tiempo de Residencia en el Ecuador (Extranjeros):

Direccion Domiciliaria:
Cotopaxi Latacunga La Matriz

Provincia Cantén Parroquia

Conjunto Los Rosales.
Teléfono(s): 032807619 Dircecion 0998336900

Celular o Mévil

Convencionales

Correo electronico: Jorge.armas@utc.edu.ec Cédula de Identidad o Pasaporte: 0501556450

Tipo de sangre: A+ Estado Civil: Casado

Personas con discapacidad: N.° de carn¢ del CONADIS:

2.- INSTRUCCION FORMAL:

Nived do Nombre de la Daees e Laggee
) Institucién Titulo Obtenido Registro (Pais y
Instruccion Educativa SENESCYT Andad)
Universidad .. [1020-05-
Tercer Nivel |Técnica de Doctqr o Medioina 591385 Ecuador
; Veterinaria
Cotopaxi
: Universidad Magister en Clinica y|[1018-14-
. ) : K
Cunrto Mive! Agraria del Ecuador | Cirugia de Caninos 86045829 e

DECLARACION: DECLARO QUE, todos los datos que incluyo en este formulario son
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Anexo 4

Fichas clinicas
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Canino 1
1. RESENA DEL PACIENTE
NOMBRE: Lucas ESPECIE canina | RAZA schnauzer
COLOR sal y pimienta | EDAD 3 afios | FECHA DE NACIMIENTO 25/03/2016
SENAS PARTICULARES ni nguna
2. CONSTANTES FISIOLOGICAS
TEMPERATURA 38.5°C | PESO 5 kg | C.C 2seg | F.C. 120 lat./min | F.R 30 rsp/min
3 EST ADO GENERAL
ACTITUD | Alterado | Nervioso [ Tranquilo X
CONDICION CORPORAL [ Ca quéctico | Delgado | Nor mal X ] obeso | sobrepeso
ESTADO DE +10%
HIDRATACION Nor mal X deshidratacion 0-5% | 6-7% 8-9%
4 EXAMEN ANDROLOGICO
COLOR DE LA
ESCROTO PIEL ELASTICIDAD ALTERACIONES
Oscura Normal Ninguna
FORMA CONSISTENCIA SENSIBILIDAD
TESTICULOS —
Normal Normal Positiva
MUCOSAS ALTERACIONES
GLANDE Y PENE -
Normales Ninguna
MUCOSAS ORIFICIO PREPUCIAL ALTERACIONES
PREPUCIO Normal Normal Ninguna
Fuente: directa
Canino 2
1. RESENA DEL PACIENTE
NOMBRE: Matias ESPECIE canina RAZA schnauzer

COLOR sal y pimienta

‘ EDAD 3 afios

‘ FECHA DE NACIMIENTO 30/01/2016

SENAS PARTICULARES ninguna

2. CONSTANTES FISIOLOGICAS

TEMPERATURA 38.7°C ‘ PESO 7 kg ‘ C.C 2seg ‘ F.C. 130 lat./min ‘ F.R 30 rsp/min
3 ESTADO GENERAL

ACTITUD ‘ Alterado ‘ Nervioso ‘ Tranquilo X

CONDICION CORPORAL Caq uéctico Delgado Nor mal X obeso sobrepeso

ESTADO DE HIDRATACION Nor mal X ‘ deshidratacion 0-5% ‘ 6-7% ’ 8-9% ‘ +10%

4 EXAMEN ANDROLOGICO

COLOR DE LA

ESCROTO PIEL ELASTICIDAD ALTERACIONES

Oscura Normal ninguna
FORMA CONSISTENCIA SENSIBILIDAD

TESTICUL!
STICULOS Normal Normal Positiva
MUCOSAS ALTERACIONES
GLANDE Y PENE -
Normales Ninguna

MUCOSAS ORIFICIO PREPUCIAL ALTERACIONES

PREPUCIO Normal Normal ninguna

Fuente: directa




Canino 3
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1. RESENA DEL PACIENTE

NOMBRE: Aquiles

ESPECIE canina

RAZA schnauzer

COLOR plata

‘ EDAD 3 afios

‘ FECHA DE NACIMIENTO 12/05/2016

SENAS PARTICULARES ninguna

2. CONSTANTES FISIOLOGICAS

TEMPERATURA 38.5°C l PESO 8 kg | C.C 2seg l F.C. 120 lat./min ‘ F.R 25 rsp/min
3 ESTADO GENERAL

ACTITUD Alterado Nervioso Tranquilo X

CONDICION CORPORAL Caq uéctico Delgado Nor mal X obeso sobrepeso

ESTADO DE HIDRATACION Nor mal X

‘ deshidratacion 0-5% ‘ 6-7%

‘ 8-9% ‘ +10%

4 EXAMEN ANDROLOGICO

COLOR DE LA
ESCROTO PIEL ELASTICIDAD ALTERACIONES
Clara Normal ninguna
FORMA CONSISTENCIA SENSIBILIDAD
TESTICULOS
Normal Normal Positiva
MUCOSAS ALTERACIONES
GLANDE Y PENE -
Normales Ninguna
MUCOSAS ORIFICIO PREPUCIAL ALTERACIONES
PREPUCIO Normal Normal ninguna
Fuente: directa
Canino 4
1. RESENA DEL PACIENTE
NOMBRE: Huacho ESPECIE canina RAZA schnauzer

COLOR sal y pimienta

‘ EDAD 3 afios

‘ FECHA DE NACIMIENTO 01/01/2016

SENAS PARTICULARES ninguna

2. CONSTANTES FISIOLOGICAS

TEMPERATURA 38.5°C

‘ PESO 6.76 kg ‘ C.C 2seg

‘ F.C. 120 lat./min

‘ F.R 30 rsp/min

3 ESTADO GENERAL

ACTITUD ‘ Alterado Nervioso ‘ Tranquilo X
CONDICION CORPORAL Caq uéctico ‘ Delgado Nor mal X ‘ obeso sobrepeso
ESTADO DE HIDRATACION Nor mal X ’ deshidratacion 0-5% ‘ 6-7% ‘ 8-9% ‘ +10%
4 EXAMEN ANDROLOGICO
COLOR DE LA
ESCROTO PIEL ELASTICIDAD ALTERACIONES
Oscura Normal ninguna
FORMA CONSISTENCIA SENSIBILIDAD
TESTICULOS Normal Normal Positiva
MUCOSAS ALTERACIONES
GLANDE Y PENE -
Normales Ninguna
MUCOSAS ORIFICIO PREPUCIAL ALTERACIONES
PREPUCIO Normal Normal ninguna

Fuente: directa




Canino 5

1. RESENA DEL PACIENTE

NOMBRE: Zapote l ESPECIE canina | RAZA schnauzer

COLOR sal y pimienta EDAD 2.afios 9 meses ‘ FECHA DE NACIMIENTO 22/09/2016

SENAS PARTICULARES cola lar ga

2. CONSTANTES FISIOLOGICAS

TEMPERATURA 38.5°C | PESO 7.92 kg l C.C 2seg | F.C. 130 lat./min l F.R 30 rsp/min
3 ESTADO GENERAL

ACTITUD Alterado ‘ Nervioso Tranquilo X

CONDICION CORPORAL Cagq uéctico Delgado Nor mal X obeso sobrepeso

ESTADO DE HIDRATACION Nor mal X ‘ deshidratacion 0-5% ‘ 6-7% ‘ 8-9% | +10%

4 EXAMEN ANDROLOGICO

COLOR DE LA
ESCROTO PIEL ELASTICIDAD ALTERACIONES
Oscura Normal ninguna
FORMA CONSISTENCIA SENSIBILIDAD
TESTICULOS
Normal Normal Positiva
MUCOSAS ALTERACIONES
GLANDE Y PENE -
Normales Ninguna
MUCOSAS ORIFICIO PREPUCIAL ALTERACIONES
PREPUCIO Normal Normal ninguna
Fuente: directa
ANEXO 5

TOMA DE MUESTRAS DE SEMEN CANINO

Caninol Canino2 Canino3 Canino4 Caninob5

Extraccion de muestras seminales por extraccion manual en cada ejemplar |

Fuente: directa




ANEXO 6
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Andlisis de caracteristicas del semen

colorantes vegetales
utilizadas para la tincion

(eosina-nigrosina)

Preparacion de la muestra con
eosina-nigrosina al 2%

Homogenizacion de la muestra

&

Colocacion de la muestra en el
portaobjetos para realizar el
frotis

Llenado de la
camara de

neubauer con la muestra

través del
las

Observacion a
microscopio de
caracteristicas

microscopicas de las
muestras
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L]
L
L ]
.
‘-—n
Analisis de la Evaluacion de la motilidad| Observacion de la motilidad
vitalidad espermatica | individual con la camara de| masal de las muestras
neubauer

Medicion del pH

Fuente: directa

Anexo 7

Tabla de resultado de evaluacién de semen fresco

CANINOS SCHNAUZER
Caracteristica caninol canino2 canino3 canino4 canino 5
Color Blanco acuoso Blanco acuoso | Blanco acuoso | Blanco acuoso | Blanco acuoso
Olor Protéico neutro | Protéico neutro | Protéico neutro | Protéico neutro | Protéico neutro
pH 7.0 7.0 6.8 7 6.7
Volumen, mL 1.9 2.0 3 2.5 3
Motilidad Masal, % 98 97 97 98 96
Motilidad Individual %. 95 95 90 98 96
Anormalidades, % 5 3 6 5 5
Vitalidad, % 90 98 97 97 98
Concentracién, Spz/mL 65000000 70000000 83000000 76000000 90000000
Espermatozoides/Eyaculado 123500000 140000000 245000000 1950000000 270000000

Fuente: directa
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ANEXO 8

Adicion de la yema de huevo al diluyente

~

Adicion del diluyente a la yema de huevo

Fuente: directa

ANEXO 9
Llenado de pajuelas de 0.5
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Homogenizacion del diluyente con la Colocacion de la pajuela en el micro aspirador

muestra seminal _
Llenado de las pajuelas

Llenado de las pajuelas
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Analisis de la vitalidad espermatica Verificacion de las pajuelas

Fuente: directa

ANEXO 10

Crioconservacion de las pajuelas

Refrigeracion de las pajuelas Preparacidn de vapores de nitrogeno

Colocacion de las pajuelas en vapores de nitrégeno a -120°C




55

Sumersién de las pajuelas en el tanque de nitrogeno a -196°C

Fuente: directa

ANEXO 11

Descongelamiento de pajuelas y analisis post congelamiento

Dia 15

Extraccion de la pajuela del tanque de Descongelacion de la pajuela a 37°C
nitrégeno
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Colocacion de la muestra el | Observacion de la muestra a del
en través microscopio
portaobjetos para el anlisis
Analisis de la motilidad y vitalidad| Analisis de la motilidad y vitalidad espermatica en
espermatica en el canino 1 el canino 2
H“my‘)h - c" : -
i¥ : H 1 - ? ::. '.‘
g i
Analisis de la motilidad y vitalidad|Analisis de la motilidad y vitalidad espermatica en

espermatica en el canino 3

el canino 4

Analisis de la motilidad y vitalidad espermatica en el canino 5

Fuente: directa

Dia 30
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Extraccion de la pajuela del tanque de
nitrégeno

Descongelacion de la pajuela a 37°C

-

Colocacion de la muestra el | Observacion de la muestra a del
en través microscopio
portaobjetos para el analisis
*.
Analisis de la motilidad y vitalidad| Analisis de la motilidad y vitalidad espermatica en

espermatica en el canino 1

el canino 2
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Analisis de la motilidad vy vitalidad
espermatica en el canino 3

Analisis de la motilidad y vitalidad espermatica en
el canino 4

Analisis de la motilidad y vitalidad espermatica en el canino 5

Fuente: directa

Dia 45

Extraccion de la pajuela del tanque de
nitrégeno

Descongelacion de la pajuela a 37°C
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e

Colocacion de la
en

portaobjetos para el anlisis

muestra el

Observacion de la muestra
través del microscopio

Analisis de la motilidad y vitalidad| Analisis de la motilidad y vitalidad espermatica en
espermatica en el canino 1 el canino 2
.
Analisis de la motilidad y vitalidad|Analisis de la motilidad y vitalidad espermatica en

espermatica en el canino 3

el canino 4
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Analisis de la motilidad y vitalidad espermatica en el canino 5

Fuente: directa




UNIVERSIDAD

TECNICA DE
COTOPAXI
CENTRO DE IDIOMAS
AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma de Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad
Técnica de Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que ; la traduccion del resumen del
proyecto de investigaciéon al Idioma Inglés presentado por la sefiorita Egresada de la
Carrera de MEDICINA VETERINARIA de la Facultad de CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES: ACURIO AGUIAR
ADRIANA GABRIELA cuyo titulo versa * CRIOCONSERVACION DE SEMEN
EN PERROS DOMESTICOS (Canis lupus familiaris) EN LA CLINICA ANIMAL
KINGDOM?” en el periodo Marzo — Agosto 2019 lo realizé bajo mi supervision y

cumple una correcta estructura gramatical del Idioma.

Es todo en cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a la peticionaria hacer

uso del presente certificado de la manera ética que estimare conveniente.

Latacunga, julio de 2019

Atentamente

DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS
C.C. 0502652340




