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RESUMEN

En la actualidad la crioconservacion de semen canino, al ser una técnica que esta en pleno auge
de desarrollo, y al no existir un crioconservante exclusivo para caninos, ocasiona gque se
presente un mayor porcentaje de pérdida en la calidad espermatica durante el proceso de
criopreservacion ocasionando una disminucion de la motilidad, vitalidad y un aumento de la
mortalidad espermatica. Por ello el objetivo de este trabajo es determinar la accion del
componente de yema de huevo y la crema de leche, adicionado al diluyente, como
criopreservante del semen canino. En el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, se utilizaron 3 machos caninos seleccionados aleatoriamente,
de distintas razas con edades comprendidas de 2 a 6 afios y condiciones adecuadas de salud. Se
extrajo mediante la técnica de recoleccién manual, las muestras seminales, y se evaluo con la
ayuda de la camara de Neubauer y el microscopio, se analizaron las caracteristicas
macroscopicas como volumen, color, olor y pH y microscépicas como la concentracion,
motilidad y mortalidad del eyaculado canino, se realizaron las valoraciones en pre- congelacion
y post- descongelacion, tomando datos puntuales con el uso de la yema de huevo y la crema de
leche para el efecto del sustrato bioldgico, durante el primer paso del procedimiento se
obtuvieron los valores iniciales de cada uno de los parametros evaluados, siendo estos el patron
de comparacion al usar, con los datos obtenidos durante el resto del experimento, estos fueron
analizados y procesados con la ayuda del programa de Excel. Para cada uno de los parametros
evaluados se encontro que existen diferencias de valores porcentuales entre el uso de la yema
de huevo como crioprotector obteniéndose resultados Optimos en las caracteristicas
macroscopicas y microscépicas del material seminal tanto en la valoracion pre- congelacion y
post- descongelacion, mientras que con la adicién de la crema de leche se obtuvo bajos
resultados en las caracteristicas microscopicas. Con estos resultados se comprueba que al usar

la muestra seminal con la adicion de yema de huevo, produce mejores resultados durante la



criopreservacion con respecto al uso de la crema de leche, posicionando este material como un

buen crioconservante para el semen canino.

Palabras claves: Crioconservacién, semen, canino, yema de huevo, crema de leche.
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In the actuality the cryoconservation of canine semen, is a technique that is in full bloom, and
there is not a cryoconsevative exclusive for canines, having in a higher percentage of lost in the
seminal quality through the process of cryoconservation, causing a decrease of the motility and
the vitality and an increase the sperm mortality. It the objetive of this work is to evaluate the
addition of egg yolk and milk cream to the diluent, for cryoconservation of canine semen. In
the biotechnology laboratory of the reproduction of Universidad Técnica de Cotopaxi. 3 canine
dogs were selected randomly, from different races with ages ranging from 2 to 6 years and
normal health conditions. It was extracted through a technique of manual collection, the seminal
sample was evaluated by the helping of the Neubauer camera and the microscope, macroscopic
characteristics were analized as volume, color, smell and pH and microscopic characteristics
as concentration, motility and mortality of canine ejaculated in pre-freezing and post-thawing
making values using specific data with the use of egg yolk and cream of milk for the biological
substrate efected, during the first step of the procedure, initial values were obtained from each
of the parameters, these being the comparison pattern to be used with the obtained data during
the rest of the experiment, these were analyzed and processed with helping of the Excel
program. For every one of the evaluated parameters were found there is percentage values
differences between the use of egg yolk as cryoconservate getting obtaining optimal results in
the seminal quality both in the pre-freezing and post-thaw, while that with the addition milk
cream, low results were obtained in the seminal quality. With these results it is verified that
when is used the seminal sample with yolk of egg it produces better results regarding the
cryoconservation at the use of the cream of milk, positioning this material as a good
cryoconservative of the canine semen.

Keywords: Cryoconservation, canine semen, egg yolk, cream of milk.
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1. INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto: EVALUACION DE LA ADICION DE YEMA DE HUEVO Y
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Fecha de inicio: Marzo 2019

Fecha de finalizacion: Agosto 2019

Lugar de ejecucion: Provincia de Cotopaxi

Facultad que auspicia: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
Carrera que auspicia: Medicina Veterinaria

Proyecto de investigacion vinculado: Conservacion de Recursos Zoogenéticos Locales de la

Zona 3 del Ecuador

Equipo de Trabajo:

Paola Estefania Proafio Montesdeoca (Anexo 1)

MSc.. MVZ. Juan Eduardo Sambache Tayupanta (Anexo 2)

Area de Conocimiento: Agricultura, Silvicultura y Pesca.

Subarea:

64 Veterinaria.

Linea de investigacion: Analisis, Conservaciony Aprovechamiento de la Biodiversidad Local.

Sub lineas de investigacion de la Carrera: Fisiologia Animal y Reproduccion.

2. DESCRIPCION DEL PROYECTO
El presente proyecto tiene como objetivo de contribuir a la reproduccion y conservacion

mediante la crioconservacion del semen de especies caninas de alto valor genético, comercial



o afectivos considerados como valiosos, con la adicion de yema de huevo y crema de leche en
el diluyente a utilizar, como un crioprotector, con la finalidad de evitar el shock de frio,
alteraciones en la integridad de la membrana plasmatica y motilidad progresiva del
espermatozoide, evaluando las diferencias que existen al momento de post-descongelacién del
semen, observando las caracteristicas tanto macroscépicas y microscépicas del semen, en el
laboratorio de Biotecnologia de la reproduccion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y

Recursos Naturales de la carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO
El avance de la biotecnologia de la reproduccion ha demostrado que los conocimientos sobre
recuperacion y crioconservacion de espermatozoides en especies domesticas pueden ser de

suma importancia como modelo experimental para ser utilizado en otras especies’.

Actualmente, la crioconservacién n de semen canino y su posterior utilizacion mediante
inseminacion artificial es una biotecnologia reproductiva que se encuentra en pleno desarrollo,
la crioconservacion es una herramienta importante para preservar espermatozoides de

reproductores considerados como valiosos 2.

Los procesos de crioconservacion, ain tienen problemas en su desarrollo por la falta de
informacion sobre protocolos, uso erréneo de crioconservantes o diluyentes, algunos provocan
alteraciones de las membranas y del metabolismo celular de los espermatozoides. El estudio de
los diferentes crioconservantes, y su efecto sobre la crioconservacion del eyaculado y el
desarrollo de nuevos protocolos de congelacion, con el fin de obtener los mejores resultados en
relacion a la supervivencia espermatica y fertilidad del semen al descongelado, posibilitaran en
el futuro la aplicacion frecuente de esta biotecnologia. En este trabajo se analizara y se discutira
la accion de la adicion de yema de huevo y crema de leche, en la crioconservacion de semen

canino®.

Por otro lado, la yema de huevo, la leche desgrasada, trehalosa, amino acidos, dextranos y
sacarosa son crioprotectores no penetrantes. Estos crioprotectores se caracterizan porque actdan
extracelularmente, alterando la membrana plasmatica, o actuando como soluto, bajando la

temperatura de enfriamiento del medio y disminuyendo la formacion de hielo extracelular *°.

La yema de huevo es uno de los crioprotectores no penetrantes mas comunmente usado, sin
embargo, la capacidad de la yema de huevo como sustancia crioprotectora es atribuida al

contenido de lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales se adhieren a la membrana celular
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del esperma, formando una capa interfacial entre los acidos grasos y el agua. Las lipoproteinas
de baja densidad podrian promover la entrada de fosfolipidos y colesterol dentro de la
membrana celular, formando un complejo con las proteinas seminales del plasma, haciéndolas
indisponibles para funcionar en la membrana. La utilizacion de lipoproteinas de baja densidad
ha sido exitosa en cerdos y en toros °. De la misma manera se han hecho ensayos con semen de
perro utilizando dichas lipoproteinas dando resultados benéficos en cuanto a la motilidad del
espermatozoide y la integridad de la membrana, siendo evaluado en semen congelado y semen
enfriado. La utilizacién de ciertos componentes de la yema de huevo en conservantes crea

Optimas condiciones para el sometimiento de espermatozoides a la crioconservacion .

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

Directos
e Los duefios de los caninos, usados en la presente investigacion.
e Laboratorio de biotecnologia de reproduccion animal de la Universidad Técnica de
Cotopaxi 0 bancos de semen de la region o del pais.

Indirectos

o Investigadores vinculados con la produccion de la especie en estudio.

5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION:
Los procesos de refrigeracién y crioconservacion de materia seminal a nivel mundial son temas
ampliamente estudiados en varias especies animales, en especial en bovinos, donde esta practica

es muy comun y rutinaria®.

La crioconservacion de semen en caninos al ser una técnica que esta en pleno auge de desarrollo
Yy su practica no es habitual y no esta difundida mundialmente y al no existir un crioconservante
exclusivo para caninos, es por ello que tiende a presentar un mayor porcentaje de perdida en la
calidad espermatica mediante el proceso de crioconservacion, ocasionando que disminuya la

motilidad y vitalidad aumentando la mortalidad espermatica, pero ya en los paises
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desarrollados, la inseminacion artificial en los perros, se realiza con semen fresco, refrigerado
y congelado. EI Kennel Club es una entidad encargada de la regulacion de 1A, crioconservacion,
congelacion y el almacenamiento de semen, solo a determinadas entidades, teniendo registros
muy estrictos sobre el semen de perro que se guarda al igual la cantidad de semen que se tiene
de cada uno. Las entidades permitidas para congelar y almacenar el semen de perros,
generalmente son Escuelas y Facultades de Medicina Veterinaria de estos paises (Uppsala,
Oslo, Lattich, Maisons-Alfort, Lyon y pronto en Nantes y Pisa) no aceptdndose bancos de

semen privados?.

La mayoria de paises en Sudameérica cuentan con estudios experimentales sobre la congelacién
de semen canino como los de diferenciacion en niveles de glicerol para la congelacién de semen
canino en Brasil, supervivencia y viabilidad espermatica canina de Argentina, determinacion
de protocolos en crioconservacion de semen canino, de Per( habla de investigaciones sobre

diluyentes 3.

El Ecuador tiene pocos estudios de la crioconservacion de semen canino, existen estudios de la
Universidad Central del Ecuador (UCE) y de la Universidad Técnica de Ambato (UTA) donde
tratan de determinar cual es el método o protocolo y la concentracion adecuada de los
crioconservantes en el manejo del semen canino congelado con el fin de mantener un porcentaje
adecuado de las caracteristicas seminales, que garantice la preservacion y del potencial

fecundante de los espermatozoides 8.

En caninos la crioconservacion de semen es mas usada para la 1A y para el almacenamiento de
muestras de alto valor genético, comercial o afectivo, donde se considera una opcion economica

para el criador ya que se optimiza la accesibilidad de semen a largo plazo %,

En el proceso de la crioconservacion hay un gran namero de factores que pueden afectar la
capacidad fertilizante del semen canino. En dicho proceso, las células estdn expuestas a
soluciones que contienen agentes crioprotectores que evitan la formacion de hielo intracelular
y el dafio en la membrana celular, sin embargo, los crioprotectores pueden igualmente tener
efectos adversos sobre los espermatozoides, lo cual limita su funcion®*. También hay muchos
problemas al realizarlo por la falta de informacion de los protocolos, mala eleccién de los
diluyentes y crioconservantes, el desconocimiento de muchas variables como la andrologia del

macho, caracteristicas deseables e indeseables tanto macroscopicas y microscopicas del semen
10,11,12
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Algunas situaciones hacen relevante el uso de la crioconservacion de semen en caninos, como
es el caso de reproductores separados geograficamente, en hembras con problemas de conducta
y con vagina estrecha, cuando los machos presentan rigidez o debilidad en las extremidades
inferiores, presentan rapido engrosamiento del bulbo del pene imposibilitando la penetracion o

sencillamente son de menor tamafio respecto a las hembras 314,

6. OBJETIVOS:

General
Evaluar el efecto del componente de yema de huevo y crema de leche en la adicion del diluyente
utilizado para la crioconservacion del semen canino, valorando las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas del eyaculado.

Especificos
e Observar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del material seminal con el
uso de la yema de huevo como crioconservante.
e Valorar las caracteristicas macroscépicas y microscépicas del material seminal con el
uso de la crema de leche como crioprotector.
e Evaluar los efectos del componente yema de huevo y crema de leche en

la pre- congelacién y post- descongelacidn del semen canino.

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1. Anatomia del aparato reproductor del macho.

El sistema reproductor masculino esta conformada por una parte externa y otra interna, las
partes visibles son el pene y escroto, en el cual se alojan los dos testiculos *°. En la parte interior
esta la prostata, las vesiculas seminales, conductos deferentes, el epididimo y las glandulas de
Cowper 16,
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Figura 1. Anatomia del macho canino .

7.1.1. Testiculos

Son dos en forma elipsoidal, y alojados en el escroto, estan formados por tabulos seminiferos,
en donde se producen los espermatozoides, los tubulos seminiferos estan revestidos por las
células de Sertoli que son las células de sostén y nutricién, también contiene a las células de
Leydig que son las encargadas de segregar las hormonas sexuales masculinas, principalmente
la testosterona. Tiene doble funcidn ya que produce los gametos masculinos y generan la serie
de hormonas esteroideas °. Atraviesan el canal inguinal entre los cuatro y cinco dias de edad y

alcanzan su ubicacion en el escroto a los 35 dias 1718,

7.1.2. Escroto

Es un saco dividido por un septum medio en dos cavidades, ocupadas cada una por los
testiculos, epididimo y parte distal del cordon espermatico, un musculo especial en la piel del
escroto, el dartos, regula la proximidad de los testiculos a la pared abdominal influyendo asi
sobre su temperatura, al igual que la compleja red de suministro de sangre, esto permite el

desarrollo 6ptimo de los espermatozoides °.

7.1.3. Corddn espermatico

El cordon espermatico discurre entre el testiculo y la pared abdominal. Esta constituido por los
siguientes componentes como el conducto deferente, musculo cremaster y vena espermatica
(testicular) %,

7.1.4. Epididimo

Este se caracteriza por ser largo y extremadamente enrollado sobre si mismo e intimamente
unido a lo largo de la parte dorsal de la superficie lateral del testiculo, es una estructura formada
por cabeza, cuerpo y cola, esta Ultima parte es la mas importante desde el punto de vista

reproductivo es la cola del epididimo, que actla como reservorio de espermatozoides hasta que
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se produce la eyaculacion y desemboca en el conducto deferente 2. Los espermatozoides

maduran en su paso a través de €l, y en el perro este recorrido se efectiia en 14 dias %.

Coducto __
deferente

Tunica

Mediastino 2
albuginea

testicular
Tubulos
seminiferos

Cuerpo
del
epididimo

Cola del epididimo

Figura 2. TGbulos seminiferos 8.

7.1.5. Uretra
Es un conducto que se encarga del transporte de la orina desde la vejiga, los espermatozoides y
el liquido prostatico en el eyaculado %,

7.1.6. Conducto Deferente
Tiene su origen en la cola del epididimo, y su principal funcion es la de transportar los

espermatozoides .
7.1.7 Glandulas accesorias

7.1.7.1. Préstata

Es una glandula simétrica, bilobulada mediante un septo intermedio, es la Unica glandula
significativa en el perro y se localiza al borde craneal de la pelvis, y el tamafio va a depender
en funcion del peso, raza y edad del perro, y esta glandula produce tanto la primera como la
tercera fraccion del eyaculado 2%,
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Figura 3.Prostata canina 2.

7.1.7.2. Vesicula seminal
Las vesiculas seminales son dos reservorios membranosos que se utilizan para la acumulacién

de esperma antes de su eliminacion al exterior por el conducto deferente %°.

7.1.7.3. Glandula de Cowper

También llamadas glandula bulbo uretrales, se encuentran debajo de la préstata y secretan un
liquido alcalino que lubrica y neutraliza la acidez de la uretra antes del paso del semen en la
eyaculacion, y este puede ono contener espermatozoides &,

7.1.8. Pene

El pene est4 conformado de raiz, cuerpo y glande, es el 6rgano que permite la penetracion y el
abotonamiento durante la copula, en el interior hay un hueso peneano, que ayuda en la
penetracion manteniendo erecto el pene 8. En su parte craneal hay un hueso, él os penis, que es

un hueso rodeado por el glande, y en los perros grandes alcanza una longitud de 10cm o méas
26

7.1.9. Prepucio

Es de forma tubular y es la continuacion de la piel del abdomen, la cual tiene una funcion
protectora por lo que recubre el pene flacido en su totalidad. Segrega un liquido verdoso
denominado esmegma que lubrica el pene y que es completamente normal 8°,
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7.2. Fisiologia del macho canino
7.2.1. Hormonas Hipotalamicas

7.2.1.1. Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)

Esta es una hormona producida por el hipotalamo (en la base del encéfalo) y transportada hasta
la glandula pituitaria anterior (adenohipdéfisis) mediante un sistema especializado de vasos
sanguineos, esta hormona determina la forma selectiva la liberacion de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH), que juntas participan en el control de la

reproduccion en mamiferos machos y hembras /.
7.2.2. Hormonas Hipofisiarias

7.2.2.1 Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

Esta es sintetizada y liberada en la Adenohipofisis por la estimulacion de la hormona liberadora
de gonadotropinas hipotalamicas (GnRH), y en la hembra es la responsable de estimular el de
sarrollo de los foliculos en los ovarios, mientras que en el macho es responsable de la

estimulacion de algunos de los procesos de la espermatogénesis 2.2,

7.2.2.2. Hormona Luteinizante (LH)

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. Al inicio de la pubertad, los niveles altos de
Hormona Luteinizante inducen a los testiculos para producir testosterona, que llevara a la

maduracion de los espermatozoides 2°.

7.2.3. Andrdgenos

Son producidos por células en los testiculos que forman pequefios islotes entre los tibulos
seminiferos; estas son las células intersticiales o células de leydig. La conversidn de testosterona
a dihidrotestosterona inducira el desarrollo de la glandula prostata, la uretra masculina, el pene,
y el escroto. Después, los testiculos descienden al escroto y completan el desarrollo del sistema

reproductor masculino .

Los efectos adicionales de la testosterona incluiran la induccion de otras caracteristicas fisicas
del género, asi como los rasgos de conducta, incluyendo la conducta de apareamiento y
marcando de territorio con orina. 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
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pg./ml. Se desconocen las funciones de estas hormonas en la perra, pero se sabe que sus

concentraciones circulantes alcanzan un maximo al mismo tiempo que la oleada de LH 3.

7.2.4. Espermatogenesis
Proceso en donde las espermatogonias se transforman en espermatozoides. En el perro
comienza a los 4 meses de edad, aunque los espermatozoides no aparecen en el eyaculado hasta

los 10-12 meses™®.

Se pueden distinguir dos fases: espermiogénesis, que es la transformacién de espermatides a
partir de espermatogonias. La segunda fase es conocida como espermiogénesis en donde las
espermatogonias van a iniciar un proceso de divisiones mitéticas seguido de la reduccion

meidtica del genoma diploide para formar células haploides 2%,

Las espermatidas pasan a espermatozoides mediante un complejo reagrupamiento de los
organelos; donde el nicleo 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
33

7.2.5. Control de la temperatura

La espermatogenesis no puede darse con la temperatura normal del organismo en la mayoria de
los mamiferos, los testiculos se alojan fuera de la cavidad corporal en el saco escrotal, mediado
por el muasculo cremaster, el masculo de dartos en la pared escrotal que puede influir en el

tamarfio del escroto y en consecuencia sobre la posicion de los testiculos®.

7.2.6. Produccion espermatica

La produccién de espermatozoides esta relacionada con la masa testicular y el tamafio del
animal; esta produccion va a ser superior en perros de mayor tamafio. La reserva extragonadal
de espermatozoides es el total de espermatozoides contenidos en el epididimo y conductos
deferentes, los perros que eyaculan una vez por dia 0 mas, van a tener mayor cantidad de
espermatozoides, esto se debe a la produccion diaria de semen y a la frecuencia de las

eyaculaciones 2°34,

La produccion diaria de espermatozoides en el perro esta entre 11,7 y 16,7 millones por gramo
de parénquima testicular; la frecuencia de eyaculacién no afecta la produccion diaria de

espermatozoides .
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7.2.7. Maduracion sexual

La edad en la que el perro se considera fértil va a depender de la raza. Las razas mas pequefias
se pueden considerar fértiles a partir de los seis meses de edad, las razas medianas se consideran
fértiles aproximadamente a partir de los ocho a diez meses y las razas grandes, gigantes se

consideran fértiles a partir de los quince meses de edad *°.

La pubertad, activa el eje hipotdlamo-hipo6fisis-génadas y se induce la espermatogénesis por

efecto de la FSH y la testosterona .

7.3. Evaluacion reproductiva del macho

Dentro de la evaluacion reproductiva realizada al macho canino se debe incluir una buena
anamnesis con el fin de obtener una historia clinica completa, asi mismo un examen fisico
completo con el fin de descartar alteraciones o enfermedades que produzcan algin desorden
reproductivo. En esta evaluacion, el tracto reproductivo del perro debe examinarse parte por
parte empezando por el (escroto, testiculo, epididimo, continuando al pene y finalmente
examinar la glandula prostata), en busca de afecciones y/o alteraciones como inflamacion,
trauma, nédulos, adherencias y neoplasias 6%,

Los testiculos deben ser simétricos y a la palpacién deben moverse libremente en el escroto;
los epididimos se encuentran dorsales a cada testiculo y estos deben ser similares en tamario y
forma ¥

La prostata es una glandula bilobulada, simétrica y de consistencia uniforme que puede palparse
por via rectal, el tamafio y consistencia anormal entre los I6bulos o dolor a la palpacion refieren
una alteracion de la glandula que requiere una evaluacion mas especializada %,

La edad se correlaciona negativamente con el porcentaje de normalidad de los espermatozoides;
los perros tienden a producir eyaculados con menor porcentaje de espermatozoides normales
con la edad; asi mismo el peso corporal en los perros se correlaciona significativamente con la
produccion de espermatozoides y velocidad curvilinea 5 %,

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

7.3.1. Anamnesis: datos que facilita el propietario o encargado del animal por medio de
preguntas realizadas y asi hacer saber de diferentes antecedentes que puedan guiar u orientar
sobre las enfermedades posibles que padece o pudo haber padecido el animal °.

7.3.2. Resefa del animal:

= Propietario: nombre, direccion, teléfono.
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= Especie

= Edad: aparente y real

= Raza
= Sexo
= Color
= Peso

= Genero de servicio: compafiia, deportes, etc °.

7.3.3. Estado general:
= Constitucion y temperamento: asténico (nervioso), apoplético (sanguineo), linfatico.
= Actitudes y comportamiento

= Inspeccion general °.

7.3.4. Examen:
Piel, ganglios, mucosas, temperatura, y, finalmente, examen por sistemas®.

7.3.5. Pruebas complementarias y de laboratorio:

Es importante en todas las situaciones, complementar con la exploracion fisica (semioldgico) e
interrelacionarlo con los resultados de las pruebas radiograficas o examenes de laboratorio
como: cuadro hematico, quimica sanguinea, etc. Y fundamentalmente tener en cuenta las
condiciones genéticas de cada animal para asi poder eliminar de la reproduccion animales con

desordenes hereditarios como la displasia de cadera, criptorquidismo, etc °.

7.4. Métodos de recoleccion del semen

7.4.1. Manual

La extraccion se logra masajeando sobre el prepucio para lograr una ereccién parcial y luego
se presiona sobre el bulbo del glande protruyendolo fuera del prepucio y toméandolo fuertemente
una mano, y con la ayuda de la otra mano se mantiene el recipiente recolector, evitando que
toque la mucosa peneana, por que corre el riesgo de producirse un sangrado abundante que
dafara el material. La primera fraccion del eyaculado es descartable, la segunda fraccion es la
parte importante porque es rica en espermatozoides. La tercera fraccion (fraccion prostatica) es

descartable; se recoge lo necesario para mantener un volumen fisico manejable 8.
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7.4.2. Vagina Artificial.
Se utiliza una vagina de latex en la que se introduce el pene luego de protruirlo. La misma debe
ser lubricada y al final de la misma se inserta el artefacto recolector. No es un método de mucha

aceptacion, y la presencia de lubricantes puede afectar la motilidad espermatica ’.

7.4.3. Electroeyaculacién

Es un método experimental, que requiere anestesia general.
Causas mas comunes de fallas en la recoleccion de Semen:

1) Fracasar al intentar exponer el bulbo del glande
2) Momento inapropiado para extraer el pene

3) Excesiva fuerza o presion aplicada sobre el pene
4) Golpear el pene con el artefacto colector

5) Ambiente desestimulante para el perro &,

7.5. Recoleccion del semen con método manual

Se puede realizar mediante procedimiento manual, que es el sistema mas popular debido a que
no se requiere de herramientas especializadas y por lo tanto es de bajo costo. Se recomienda
dejar un descanso sexual de 5 dias al macho reproductor °.

En el momento de la recoleccién se debe tener en cuenta la libido y facilidad de maniobra; los
beneficios de utilizar una perra en celo para la obtencion del semen canino facilitan la
eyaculacion y por lo tanto, la recoleccion del mismo. Muchos perros tendran que eyacular sin
la presencia de una perra y para esto se pueden utilizar feromonas comerciales en caso de que

los perros sean renuentes %’

Para la recoleccion manual primeramente se toma el pene y se lo masajea vigorosamente a
través del prepucio por detras del bulbo del glande sosteniéndolo con presién moderada pero
constante hasta que se produzca una ereccion parcial con engrosamiento del bulbo del glande,
en este momento el prepucio es rapidamente retraido caudalmente por detras del bulbo del
glande, dirigir el pene hacia ventral hasta un Angulo de 45° y realizar presion pulsatil sobre el
bulbo. Otra forma es realizar un movimiento rapido y ritmico de atras hacia delante sobre la
zona del bulbo. Las pulsaciones uretrales comienzan casi en forma inmediata y algunos perros
muestran movimientos de empuje mientras se desarrolla la ereccién completa, una vez esto

ocurra el pene completamente erecto es rotado 180° manteniendo el dorso del pene dorsalmente
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el recolector debe continuar aplicando una ligera presion por detrds del bulbo del pene la

eyaculacion comenzara inmediatamente el pene esta posicionado >°.

7.6. Caracteristicas del semen canino

Compuesto por espermatozoides y plasma seminal, éste proporciona condiciones favorables a
la motilidad, sobrevivencia y transporte de los espermatozoides 23,

El semen canino esta distinguido por presentar tres fracciones en el momento de la eyaculacion;
la primera fraccion, la cual no posee espermatozoides, corresponde a la secrecion uretral y
glandula prostatica; la segunda, procede del conducto deferente y es la fraccion rica en
espermatozoides aunque esta también se produce en bajas cantidades, y la Ultima procede de la
préstata y es, como la primera, sin espermatozoides pero se secreta una cantidad mayor, en
comparacion con las dos primeras fracciones .

La primera secrecion tiene como finalidad servir de lubricante, su aspecto es acuoso y
transparente y es posible obtenerlo en un intervalo de 30 a 50 seg, se obtienen entre 0.2 y 2 ml
y no posee espermatozoides. La segunda fraccidn, rica en espermatozoides, tiene un aspecto
viscoso, el tiempo de obtencion es de 2 a 3 minutos, y tiene aproximadamente 400 millones de
espermatozoides por ml. Finalmente se encuentran la tercera fraccion la cual tiene una funcion
protectoray como vehiculo para los espermatozoides, es de color claro blanquecino un volumen

de 2 a 50 ml siendo la cantidad de espermatozoides minima 2’.

7.7. Caracteristicas del espermatozoide canino

El espermatozoide canino, tiene una longitud total de 61.4 £+ 0.3 pm, la longitud de la cabeza es
de 6.1 £0.04 um y un ancho de 3.8 £ 0.2 um, la pieza o segmento medio mide 10.1 £ 0.7 pmy
la cola mide alrededor de las 50 um; estd cubierto enteramente por la membrana plasmatica y
conformado por una cabeza y una cola que contiene el motor celular necesario para la motilidad.
Sobre la cabeza se encuentra el acrosoma, contiene enzimas hidroliticas necesarias para el
proceso de fecundacion del ovocito .

La membrana plasmatica, que envuelve al espermatozoide, es una bicapa lipidica. En los
espermatozoides, la bicapa fluida de la membrana lipidica tiene un papel activo en la capacidad
fecundante. Los movimientos continuos del espermatozoide son del tipo ondulatorio

empujando al espermatozoide hacia adelante 3,
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7.8. Evaluacién macro y microscopico del semen
El examen del semen debe estar incluido en la evaluacion por una posible infertilidad o
subfertilidad.
Las razones para la valoracién del semen son:
= Confirmacion de espermatogénesis normal antes de comenzar a usarlo como semental.
= Casos de infertilidad que puedan ser adjudicados al perro.
= Comprobacion de la produccion de semen tras enfermedades *2.

Valores normales del eyaculado

Cantidad 1-30ml
Color Blanco-lechoso
pH 6.5-7
Concentracion > de 100 millones/ml
Anormalidades > de 80% de normales

Tabla 1. Valores normales del eyaculado canino °.

7.8.1. Evaluacién macroscopica del semen canino.

7.8.1.1. Volumen
Es muy variable, depende de la edad, talla, técnica utilizada para su obtencion, periodicidad del
procedimiento y cantidad de liquido prostatico recolectado. Varia de 1 a 40ml. El volumen no

tiene correlacion con la fecundidad, a menos que el animal no eyacule 4%°.

7.8.1.2. Color

Este puede variar de blanco opalescente a opaco; la intensidad de la opacidad depende de la
concentracion de espermatozoides. Un semen claro e incoloro sugiere azospermia; amarillo
sugiere presencia de orina; verde con o sin grumos o coagulos, sugiere infeccion; un tinte rojo
insinda presencia de sangre. Cualquier agente que modifique el color puede alterar

concentracion, motilidad y viabilidad de los espermatozoides .

7.8.1.3. pH
El pH habitualmente se mide con tiras reactivas, el normal va de 6.3 a 6.7. Un aumento en el
pH se relaciona con una eyaculacion incompleta o inflamacion de testiculos, epididimos o

prostata %°.
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7.8.2. Evaluacién microscopica del semen canino

7.8.2.1. Motilidad

Se refiere al porcentaje de espermatozoides matiles en una muestra; la proporcion con motilidad
total y progresiva, es estimada subjetivamente. El resultado se expresa en porcentaje. La
motilidad progresiva de avance refleja la viabilidad y capacidad de fecundar; una muestra
normal de semen debe tener mas del 70% de espermatozoides con motilidad vigorosa de avance
11'

De manera individual se evalUa a los espermatozoides; es normal cuando el espermatozoide
presenta movimiento progresivo y avanza con rapidez. Debe estudiarse otra muestra de semen,

siempre que se encuentre un alto porcentaje de espermatozoides inméviles o muertos®.

Motilidad individual
Se valora de manera individual a los espermatozoides; es normal cuando el espermatozoide
presenta movimiento progresivo y avanza con rapidez. Debe estudiarse otra muestra de

semen, siempre que se encuentre un alto porcentaje de espermatozoides inmoviles 0 muertos
14 (Tabla 2)

Motilidad Individual
Descripcion Calificacion
Muy buena (80-100%)
Motilidad progresiva Buena (60-79%)
Regular (40-59%)
Pobre (<40%)

Tabla 2. Tabla de calificacion de la motilidad individual ’.

Motilidad en masa
Se examina una muestra no diluida, y se establece la existencia de “oleadas”, movimientos
de flujo y reflujo provocados por la reunion y posterior dispersion de espermatozoides; estas
ondas se consideran como indicio de buena vitalidad y alta concentracion de

espermatozoides®.

Calificacion de Motilidad en Masa

Grado Calificacion Descripcion
5 Muy bueno (90%) Ondas rapidas

4 Bueno (70-85%) Movimiento vigoroso
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Regular (45-65%) Bajo movimiento
Pobre (20-40%) Ausencia de ondas
Muy pobre (10%) Solo el 10% muestra vitalidad
Muertos (0%) No existe actividad de ningin

O P N W

espermatozoide

Tabla 3. Tabla de calificacion de la motilidad en masa .

7.8.2.2. Concentracion

Se debe calcular la concentracién del eyaculado para conocer el numero total de
espermatozoides presentes. Se puede emplear el sistema Unopette para leucocitos, en este, se
extrae semen con la pipeta de 10 ul para su colocacion en 2 ml de diluyente, la solucién se
coloca en ambos laterales de un hemacitometro y se sedimenta por una hora. EI nimero de
espermatozoides contados en el cuadrado central grande equivale al nGmero en millones de los
mismos por ml; Este valor es multiplicado por el volumen total del eyaculado para calcular el
namero total de células en el mismo. Para el perro se considera normal de 200 a 500 millones
de espermatozoides normales/eyaculado®.

La concentracion de espermatozoides se establece, multiplicando el numero de
espermatozoides por mililitro de semen (determinado en una camara de Neubauer) por volumen

total recolectado, normal es de 200 millones hasta mas de 1000 millones™°,

7.8.2.3. Morfologia

La morfologia estd implicada en problemas de fertilidad. Su evaluacion se hace en un frotis
seminal coloreado; los colorantes cominmente utilizados son Wright, Rosa de

Bengala, Diff-Quik, Giemsa.

Se observan anomalias espermaticas individualmente en cabeza, pieza media y cola. Un semen
normal presenta mas del 70% de espermatozoides con morfologia normal, a mayor porcentaje
de espermatozoides anormales, menor fertilidad. Las anormalidades comunes, son:
macrocefalia, microcefalia, cabeza doble, gota citoplasmatica proximal y distal, cabezas

sueltas, colas enrolladas®.
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Figura 4. Morfologia de un espermatozoide canino®.

7.8.2.4. Morfo-anomalias

Las anormalidades de los espermatozoides se pueden observar mediante el microscopio, al
contar 100 espermatozoides y separando las anormalidades en primarias y secundarias. La suma
entre anormalidades primarias y secundarias no debera ser mayor de 20%, para poder considerar
un semen apto para usar .

Las morfo-anomalias se clasifican en:

Primarias: aparecen como consecuencia de una alteracion de la espermatogénesis
(malformaciones de cabeza, de la pieza intermedia y del flagelo), porcentaje normal 10-15% .
Secundarias: debidas a una impropiada manipulacion del semen por parte del examinador
(persistencia de la gota citoplasmatica, flagelos doblados, ruptura del acrosoma). En el caso de
la gota citoplasmatica proximal se ha visto que en la especie canina afecta a la fertilidad; sin
embargo, la presencia de un flagelo abaxial no parece tener efecto sobre la fertilidad en el perro.
Porcentaje normal 10-20% 2°.

Por manejo: en este grupo se encuentran todas las alteraciones que se producen en el momento

de recoleccion del semen, tinciones, manipulacion de la muestra, etc 22, (Tabla 4)

Clasificacion de las anormalidades espermaticas

Microcefalia
Macrocefalia
) Cabeza
Anormalidades Doble Cabeza
Primarias Cabeza deformada
Edema
Cuello

Gota Proximal
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Cola Muy Enrollada

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

Tabla 4. Clasificacion de las anormalidades espermaticas en semen canino 2,

7.9. Factores que afectan las caracteristicas del semen

7.9. 1. Pubertad: los eyaculados iniciales de un perro después de la pubertad contienen
espermatozoides anormales y muertos, con las eyaculaciones posteriores se incrementa la
concentracion espermatica y disminuye el nimero de anormalidades; la testosteremia también
aumenta después de la pubertad ?’.

7.9.2. Frecuencia de la eyaculacion: la periodicidad eyaculatoria tiene un efecto
contraproducente sobre el volumen seminal y la concentracion espermatica. Un perro con
actividad sexual frecuente u oligospermia puede retornar a la actividad cuando se emplea
espaciadamente para permitir que los espermatozoides se depositen en los epididimos®>®.

7.9.3. Tamanio y patologia de la prostata: Es una semejanza directa entre el volumen seminal
total por eyaculado y el tamafio prostatico en los perros con préstatas normales e hiperplasia
prostatica glandular 2.

7.9.4. Tamanio testicular. A medida que el peso (tamafio) testicular aumenta la produccion

espermatica diaria y el nimero de espermatozoides por eyaculado también incrementa °.

7.10. Criopreservacion del semen canino

En la criopreservacion, células o tejidos son congelados o enfriados, con el fin de interrumpir
las funciones vitales y mantener vivas las células, pero en un estado de suspension; se trata de
la interrupcion de cualquier actividad biolégica. Uno de los problemas mas evidentes en los
procesos de conservacion del semen es el conjunto de cambios en el espermatozoide, las cuales

son conocidas como choque térmico 7.

7.10.1. Choque térmico

La fertilidad se puede ver comprometida total o parcialmente debido al deterioro producido por
las bajas temperaturas al que es sometido el espermatozoide canino durante el proceso de
criopreservacion; el cual sufre alteraciones fisicas y quimicas a nivel de la membrana celular.

Dichas variaciones estan representadas por la pérdida rapida de motilidad, disminucion del
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metabolismo, lesion del acrosoma y de la membrana plasmatica, acompafada de pérdida de los
componentes intracelulares *.

El choque térmico se puede considerar como un estado extremo de un estrés celular continuo.
Un descenso en relacion entre los &cidos grasos saturados y polinsaturados unidos a los
fosfolipidos de la membrana, condicionaria el grado de sensibilidad al choque térmico ’.

7.10.2. Estrés osmético

Los cambios en osmolaridad de la célula son importantes en el proceso de la criopreservacion;
la célula espermética durante este se somete a un mediohipertdnico, que induce deshidratacién,
bajada del volumen celular con la entrada del crioprotector a la célula esta retoma su volumen
normal. Estos cambios suceden durante la fase de estabilizacion antes de iniciar el enfriamiento
rapido. El estrés osmotico se relaciona a menudo con los grandes cambios en la presién
osmatica generada durante los procesos de congelacion y descongelacion produciendo dafio de

la célula espermatica 3%,

7.11. Caracteristicas de un buen diluyente
En referencia a las caracteristicas que debe poseer un diluyente para garantizar una adecuada
preservacion del material seminal:

e Un buen diluyente debe impedir el shock térmico, el cual puede afectar al
espermatozoide. La leche descremada y la yema de huevo son empleados para conservar
semen a menos de 5°C.

e Debe contener sustancias que sean capaces de nutrir y dar energia a los espermatozoides.
La leche descremada, la yema de huevo, la fructuosa y la glucosa se pueden utilizar
cuando se requiere refrigerar o congelar semen, ya que estas sustancias aportan energia
a los espermatozoides.

e Ademas, dentro de la constitucion del diluyente, este debe contar con reguladores de pH
seminal. Los reguladores de pH més utilizados son la yema de huevo, citrato de sodio,
acido citrico, fosfatos y bicarbonatos.

e Otro componente fundamental de un buen diluyente son los antibidticos, su funcion es
impedir la contaminacion del semen, estos a su vez no deben dafiar la calidad del semen.

La cantidad de 500-1000 Ul penicilina-estreptomicina por mililitro de diluyente *°.
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7.11.1. Composicion
El diluyente debe completar una serie de componentes que frene el deterioro de la muestra de
semen y que basicamente son los siguientes:
= Agua bidestilada.
= Sustancias ionicas y no idnicas que aseguren el mantenimiento de la osmolaridad y pH
del medio.
= Un energético capaz de atravesar la membrana plasmatica
= Macromoléculas protectoras de membranas.
= Agentes crioprotectores que garanticen la integridad celular ante los cambios de estado
del agua penetrantes de la membrana.
= Aditivos, como enzimas, aminoacidos y otros compuestos.
= AzUcares no permeables a través de la membrana plasmatica

= Antibidticos, para evitar el crecimiento bacteriano™’.

7.11.2. Agentes crioprotectores

Los criopreservantes son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que disminuyen el punto
eutéctico de una solucion dada, (punto en el cual una composicion dada de A y B solidifica
como un elemento puro), el descenso del punto eutéctico implica que se logrard una
concentracion dada de solutos a una temperatura menor, de forma que la célula estara mas
desecada y el gradiente osmdtico al que estara sometido sera menor Bioquimicamente es
posible distinguir tres tipos de crioprotectores, los alcoholes (metanol, etanol, propanol, 1-2
propanediol y glicerol), azlcares (glucosa, lactosa, sucrosa, sacarosa) y el dimetil sulfoxido, los
crioprotectores pueden clasificarse también en agentes penetrantes y no penetrantes de acuerdo

a la permeabilidad celular 3.

7.11.3. Los crioprotectores penetrantes

Son de menor peso molecular y permeable a través de la membrana celular. Son manejados: el
glicerol, el dimetilsulfoxido (DMSO) y propanediol (PROH). El dimetil sulféxido es un
solvente bipolar aprético, hidrosoluble, de bajo peso molecular; desde el descubrimiento de sus
propiedades crioprotectoras, el DMSO se ha usado como un crioprotector. Su accion
crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de prevenir acumulacion excesiva de
electrolitos y otras sustancias durante el proceso de congelamiento, y la formacion de cristales

de hielo que rompen la estructura de la membrana, su bajo peso molecular permite la entrada
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rapida través de la membrana celular, modula la estabilidad y fases de la bicapa de los
fosfolipidos, asi como también afecta los procesos de solvatacién de agua. Se han propuesto las
interacciones electrostaticas de DMSO con fosfolipidos lo cual parece ser critico para la

crioproteccion de la membrana .

7.11.4. Agentes crioprotectores no-penetrantes

Son sustancias de alto peso molecular, efectivas a velocidades altas de congelacion, son
importantes por ejercer 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. Estos compuestos generalmente son polimeros que forman puentes
hidrégeno con el agua, reduciendo la accion del agua a una magnitud mucho mayor que la que
se predeciria por su concentracion molar. La adicion del criopreservante per se genera estrés
osmatico sobre las células porque aumenta la osmolaridad del medio. Las células inicialmente
se deshidratan para compensar la fuerza osmotica inducida por la presencia de los ACP y
después se hidrata. La definicion de los pardmetros biofisicos de cada célula y el estudio de la
interaccion con los ACP durante la congelacién y descongelacion de las células deben ser

definidos para establecer los limites fisicos que aseguren la supervivencia de la célula® 2,

7.11.5. Tipos

Entre los principales tipos estan:
= CaniPro
= Triladyl
= Diluyente de Andersen
= Diluyente Upssala
= Diluyente TRIS-fructosa
» Diluyente TRIS-glucosa
= Diluyente a base de Lactosa
= Diluyente TRIS-citrato
= Diluyente Laiciphos °.

7.12. Técnicas para la conservacion y criopreservacion de semen canino

7.12.1. Refrigeracion:
La refrigeracion a 4°C esté entre las técnicas méas utilizadas para la conservacion del

semen canino, pero este método posee la limitante del escaso tiempo que el semen puede
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ser almacenado, dada la reduccion en la fertilidad del semen con el transcurso de las
horas. Sin embargo, la refrigeracion de semen es recomendable cuando se quiere hacer
inseminaciones repetidas en el mismo ciclo de una perra. Se ha observado que la
longevidad del semen canino es significativamente mayor a 4° C que a 22° C. a pesar de
esto no se observaron diferencias significativas cuando se conservo a 4° C o 15° C. La
refrigeracion del semen condiciona una menor tasa metabolica de los espermatozoides,
permitiendo extender su supervivencia por periodos cortos. Se ha descrito que el
potencial fecundante de los espermatozoides expuestos a bajas temperaturas, depende
fundamentalmente del aguante de la membrana plasmatica al dafio causado por los

cambios de temperatura?.

Congelacion

La congelacién por almacenaje en nitrégeno liquido, es estimada como la mejor técnica
para preservar semen a través del tiempo, debido a que se obtiene un porcentaje de
espermatozoides moviles descongelados entre el 60 y 70%, y una tasa de fertilidad del
60%. Otras técnicas de criopreservacion de semen canino incluyen el uso de hielo seco
0 congeladores automaticos para congelar las pajillas de semen, sin embargo, requieren

de igual manera de nitrégeno liquido para el almacenamiento final de las pajillas*1%12,

Congelacion ultrarrapida o vitrificacion

La congelacion ultrarrapida o vitrificacion es uno de las técnicas mas significativa de
los avances de la criobiologia reciente; esta técnica previene la formacion de cristales
de hielo al interior de la célula, evitando el dafio celular. Se considera un método de
congelacion ultrarrapida, dado que para la vitrificacion se emplean tasas de congelacion
de hasta 15.000 a 30.000 °C/min, y todo el proceso tarda solo algunos segundos. Las
ventajas de la vitrificacion son grandes respecto a los métodos tradicionales de
congelacién, por los menores costos de los equipos, la simplicidad de los

procedimientos, y la disminucion del tiempo de congelacion®®,

8. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS:

H1:
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La adicion de yema de huevo y crema de leche en el eyaculado canino influye sobre la calidad

espermatica.

9. METODOLOGIA:

9.1. LOCALIZACION Y DURACION DEL PROYECTO

La investigacion se llevd a cabo en la provincia de Cotopaxi cantdn Latacunga, en las

instalaciones del Campus Salache, dentro del Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion

de la carrera de Medicina Veterinaria, dedicado a la investigacion de proyectos agropecuarios

con una duracién de la presente investigacion de 65 dias.

9.1.1. Caracteristicas del lugar de ejecucion del proyecto

Pais: Ecuador.

Provincia: Cotopaxi

Canton: Latacunga

Parroquia: Salache

Institucion: Universidad Técnica de Cotopaxi

Laboratorio de Biotecnologia de la reproduccion

9.2. MATERIALES
Instalaciones, Materiales y Equipos:

9.2.1. Instalaciones

Campus Salache

Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién

9.2.2. Materiales de oficina

Resma de papel

Internet (Horas)

Anillados

Empastados

Copias

Léapiz, marcadores y esferogréaficos
Memory Flash



9.2.3. Fisicos o de campo

Correa de sujecion
Guantes de manejo
Tubos Falcédn
Gasas 0 algodon
Suero Fisioldgico
Cooler

Papel de Aluminio

Termdmetro

. Laboratorio

Microscopio simple
Colorantes (Eosina)

Tubos con las muestras Seminales
Gotero

Puntas de Pipetas
Portaobjetos

Cubreobjetos

Céamara de Neubauer
Jeringuillas de 3, 5ml
Tanque de Bafio Maria
Gradillas de Nivel Metélica
Placa Térmica

Micro Tubos

Vasos de Precipitacion
Pajuelas

Centrifugadora

Tanque de Nitrogeno liquido
Cooler

Rampilla metalica

Termdmetro

9.2.5. Quimicos

Nitrogeno liquido

32
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= Agua destilada
= Diluyente AndroMed CSS One Step

9.2.6. Biologicos
=  Semen canino
= Yema de huevo

=  Crema de leche

9.3. UNIDADES EXPERIMENTALES

Para el desarrollo de la presente investigacién, se emple6 un muestreo no probabilistico, el cual
consiste en seleccionar de manera aleatoria a los individuos que van a ser parte de la
investigacion. La muestra que se utilizd consiste en tres machos caninos de distintas edades
comprendidas entre los 2 y 6 afios. Los individuos de la muestra tuvieron caracteristicas
similares en cuanto a la alimentacién y estado sanitario. Se utilizd semen fresco de tres caninos
donantes: Representado como (Perro 1) un Pitbull de nombre “Zeus”, el mismo que conto con
la edad de 5 afios, (Perro 2) un perro mestizo, de nombre “Pedro” con una edad de 2 afios y un
perro ShihTzu de nombre “Cristofer” sera representado como (Perro 3), con una edad de 6 afos,
de los cuales gozaban de un perfecto estado de salud, apto para la reproduccion, los tres

animales pertenecientes a diferentes duefios. (Tabla 5)

9.3.1. REGISTRO DE LOS PERROS DONADORES DE SEMEN.

Tabla 5. Cuadro de informacion de los perros.

Datos Perro 1 Perro 2 Perro 3
Propietario Karen Saltos Paulina Nacimba  Erika Onofre
Especie Canino Canino Canino
Nombre Zeus Pedro Cristofer
Edad 5 afos 2 afos 6 afios
Raza Pitbull (Grande) Mestizo (mediano) ShihTzu (Pequefio)
Sexo Macho Macho Macho
Color Café Café Blanco y Café
Genero de servicio Compafiia Compaiiia Compafiia

Fuente: Directa
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9.4, METODOLOGIA EXPERIMETAL

9.4.1. Seleccion y adquisicion de Diluyentes

Los parametros en estudio se realizaron mediante la adquisicion de los diluyentes comerciales
“AndroMed CSS One Step”, que necesita la adicion de proteina animal donde se utilizo la
adicion de la yema de huevo y la crema de leche para la valoracion de caracteristicas

macroscopicas y microscopicas del eyaculado, con la ayuda de la camara de Neubauer.

9.4.2. Tomay envio de muestras
Se realiz6 una ficha clinica y la medicidn de testosterona en sangre mediante los examenes del
laboratorio, para cerciorarnos que los animales en estudio se encuentren en un buen estado de

salud y androldgico, cuyos resultados fueron obtenidos al dia siguiente post envio al laboratorio.

9.4.3. Identificacion del método de extraccion de semen

El enfoque en el entrenamiento de los caninos y la identificacion del método de extraccion de
semen mas eficaz fue la técnica de extraccion manual. Y asi poder obtener la valoracion

espermatica en fresco.

9.4.4. Adiestramiento de los caninos.

Para la ejecucion del adiestramiento del canino macho, se evalu6 previamente a nivel clinico y
androldgico y se realizo los adiestramientos una vez por semana. Y posteriormente dos veces
por semana hasta lograr el eyaculado necesario y una buena calidad espermatica.

9.4.5. Recoleccion de la muestra

Se realiza el proceso de agitacion donde se procedié a tomar la muestra sedimentada con la
ayuda de una pipeta, para observar y valorar en la cAmara de Neubauer.

Se realizé el conteo con la ayuda de la camara de Neubauer en cuatro cuadrantes diferentes
mediante esta regla de conteo de espermatozoides vivos, espermatozoides muertos y morfo-
anormalidades, sin nada de diluyentes.

9.4.6. Valoracion carga espermatica

Posterior a su valoracion se procedio a concentrar la carga espermatica con la ayuda de un
agitador (Vortex) por unos minutos.

9.4.7. Valoracion de la calidad espermatica en fresco con la adicién de yema de huevo y

crema de leche.
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Una vez evaluado la calidad espermatica en fresco, posteriormente se realizo el conteo en la
camara de Neubauer ya con el agregado de yema de huevo y de crema de leche pre-
congelacion, evaluando de igual manera las caracteristicas tanto macroscopicas Yy
microscopicas.

9.4.8. Valorar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen canino con la
yema de huevo.

Se toma la muestra seminal de cada uno de los perros donde se evalu6 las caracteristicas
macroscopicas del eyaculado canino en fresco, donde se observa el color, se percibe el olor, se
mide el pH y para la evaluacion de las caracteristicas microscopicas se midié la concentracion,
la motilidad masal e individual y se calcul6 el porcentaje de mortalidad espermatica por ello la
muestra seminal se dividié en dos partes iguales, para adicionar una cantidad de yema de huevo
y otra parte con crema de leche, todas a una temperatura constante de 37°C para evitar el shock
de frio y posteriormente con la ayuda de una pipeta se Thomas de 10puL y se coloca en la cdmara
de Neubauer, para la obtencion de los datos y después valorar.

9.4.9. Proceso de empaquetamiento de las pajillas

Con las muestras seminales ya divididas en dos partes iguales, una con el agregado de yema de
huevo y otra con la crema de leche se procede al empaquetamiento en pajillas de 0,50mL, para
posterior colocar a enfriar las muestras a una temperatura de 4°C por 15min y después se lo
lleva a la cdmara de vapores de nitrégeno por 45min en una distancia de 10cm de distancia de

las pajuelas con nitrégeno y después se transporta las pajillas al termo de nitrégeno liquido.

9.4.10. Evaluacion de las pajillas post- descongelacion del semen.

Para la evaluacion de las pajillas post- congelacion, se descongela a bafio maria a una
temperatura de 37°C, y se coloca una muestra de material seminal en la camara de Neubauer y
se lo observa en el microscopio primero con el lente 10x y después con el lente de 40X, para

valorar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas.

9.4.11. Interpretacion de datos y resultados

Se obtienen los datos y se procede a cargar en la hoja de calculo de Excel siendo cada una de
las muestras; una con el agregado de yema de huevo y otra con la yema de huevo mediante. La
regla de conteo de espermatozoides vivos, espermatozoides muertos y morfo-anormalidades,
sacando porcentuales y se determina cudl de los dos diluyentes nos dan los mejores resultados

siendo valorizados.
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9.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudio estadistico se tuvieron en cuenta valores de estadistica descriptiva como las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas del eyaculado canino, en esta ultima se revisaran
los rangos méaximos, minimos y promedio, y valores porcentuales. Los antecedentes fueron
detallados en tablas, el cual a mas de detallar la estadistica descriptiva también se maneja
parametros sobre las caracteristicas macroscopicas y microscépicas del eyaculado fresco, con
la yema de huevo y la crema de leche, mediante el programa Excel se realizo el analisis

estadistico para conseguir los valores antes mencionados.

9.6. MEDICION Y VALORACION DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES DEL
SEMEN CANINO.

9.6.1. Variables analizadas referentes a la calidad macroscopica del semen
9.6.1.1. Color del eyaculado

Normalmente es de color blanco lechoso, pero esta en estrecha relacion con la concentracion

espermatica.
Alteraciones en la coloracién

e Coloracion amarillenta: corresponde a la riboflavina (segregada por las glandulas
vesiculares y ampollas del conducto deferente), a la presencia de pus u orina.

e Coloracion Rojiza: se debe a la presencia de sangre y la muestra tiene que
descartarse, ya que los eosinéfilos presentan una enzima que destruyen los factores
de capacitacion producidos en el epididimo.

e Coloracion verdosa: por Pseudomonas aeruginosa en el semen.

e Coloracion Amarronada: Heces en el semen

El color se evalla por observacion directa en el tubo graduado en el que se recoge la muestra
37

9.6.1.2. Volumen del eyaculado
Se expresa en mililitros (mL). Este parametro varia en funcion de la especie y raza, edad, estado
fisioldgico del individuo, método de recoleccion, estado nutricional, periodicidad de la

recoleccion, excitacion sexual, época del afio y peso vivo del animal %

Los valores normales son:
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Fraccion Valores medios
Primera 01-2mL
Segunda 0,2 -4mL
Tercera 1-30mL

9.6.1.3. Ph del eyaculado

Su valoracion es muy sencilla con las tiras reactivas especificas para tal fin, colocando unas
gotas de semen en ellas, estando sostenidas por una pinza y después observandose la coloracion
final de la tira.

El Ph del semen canino es de 6,3 — 7. La variacion del Ph disminuye la motilidad, por lo que es
importante tomar en cuenta estas caracteristicas en el uso de los diluyentes y de las sustancias

tampdn %,

9.6.2. VARIABLES ANALIZADAS REFERENTES A LA CALIDAD
MICROSCOPICA DEL SEMEN

Dentro de las caracteristicas microscépicas del eyaculado se evaluo: concentracion, motilidad
individual y en masa y mortalidad.

9.6.2.1. Evaluacién de la concentracion espermatica
En el perro oscilan entre 300-2000x10° espermatozoides/mL, considerandose normal para un
perro de tamafio mediano 300x10° esp/mL.

e Se homogeniza el eyaculado,

e Con la ayuda de la pipeta de Thomas se toma del volumen requerido de eyaculado, es
decir hasta la marca de 10 pl de la pipeta.

e Se coloca una gota del contenido de la pipeta en la camara de Neubauer, observamos al
microscopio una vez ubicado el cuadro central con el lente de menor aumento y
cambiamos al lente de 40x y se hace el conteo del nimero de espermatozoides de cuatro
cuadrantes mayores.

e Luego se procedi6 a la lectura de 5 cuadrantes de los 25 existentes con un microscopio
a 40x toméandose en cuenta a los espermatozoides que se encontraban en el cuadrado y
los que se encontraban sobre la raya superior y derecha sin tomar en cuenta a los que se

encontraban sobre la raya inferior e izquierda .

Para la determinacion de la concentracion espermatica se utilizé la siguiente formula:
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Figura 5. Conteo Celular con la camara de Neubauer .

v Se aplico la siguiente formula.

Esp./mm3 = (AxBxCxE)/F

v" En la cual se la puede expresar de la siguiente manera:

o A: Numero de espermatozoides contados

©)

O

B: Tamafio del cuadradito (400mm?)

C: Dilucion Realizada 0.5 ml

D: Altura de la camara (0.1mm)

E: Se multiplica por 10 para que el resultado quede expresado en Imm?3
F: Numero de cuadraditos contados

Entre las causas de una baja concentracion espermatica, se podrian mencionar:

Eyaculacion incompleta por nerviosismo en machos jovenes e inexpertos.

- Perros tratados con esteroides anabolizantes u otros andrégenos.

- Recoleccion excesiva de fluido prostatico que enmascara el verdadero numero de

espermatozoides presentes en la muestra seminal.

- Enuna aplasia del epididimo y/o de los conductos deferentes.

- Estructuras testiculares fibrosas, por traumatismos o infecciones.

- Cualquier tipo de alteracion a nivel escrotal e inflamaciones como orquitis o

epididimitis.

- Anomalias testiculares: criptorquidia unilateral, tumores de células de Sertoli,

seminomas, tumor de células intersticiales, degeneracion testicular, etc %.

9.6.2.2. Motilidad espermatica

Se mide el porcentaje de espermatozoides en movimiento, se considera el movimiento flagelar

productivo en progresion rapida y lineal.

Se coloca una gota de semen en una placa portaobjetos previamente calentada en la plancha

térmica calibrada a 37°C y luego se coloca encima un cubreobjetos.
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Observacidn al microscopio. EI microscopio tiene incorporada una plancha térmica que estar
calibrada a 37°C, con el lente 10x. En la valoracién de la motilidad tomamos en cuenta la
motilidad masal y la individual observados con el lente 40x 3.

Puede alterarse por una inadecuada temperatura como la presencia de sustancias toxicas en el
equipo de recoleccion.

El valor normal de la motilidad del semen fresco en los perros oscila entre 85 — 95%.

En referencia a la motilidad seminal post- congelacion se describen valores superiores a 50%

para considerar que tiene buena calidad *. (Tabla 6)

Puntuacion  Caracteristicas Descripcion
0 Muertos No existe actividad en ningln espermatozoide
1 Muy pobre Solo el 10% de los espermatozoides muestran

signos de vitalidad.

2 Pobre Ausencia de ondas. Actividad espermatica del 20-
40%
3 Regular Bajo movimientos de ondas. 45-65% de actividad

espermatica.

4 Bueno Movimiento vigoroso. Actividad espermatica del
70-85%
5 Muy bueno Ondas rapidas. Actividad mayor 90% de los

espermatozoides.

Tabla 6. Cuantificacion del vigor de las ondas y la actividad espermatica 2.

9.6.2.3. Mortalidad espermatica

Se evalla con la ayuda de la cdmara de Neubauer a través de la observacion de diferentes
cuadrantes, en el microscopio con el lente 40x; realizando un conteo de espermatozoides vivos
y muertos de cada uno de los cuadrantes, obteniendo un total en cada uno de ellos, que se
realizara una regla de tres y se saca el porcentaje de mortalidad 238 %,

Se considera que un semen es de muy buena calidad cuando se observa un 90-95% de
espermatozoides vivos en fresco. En cuanto al semen congelado, el valor minimo aceptable de

vitalidad es del 80% 389,
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# de espermatozoides teiiidos

% Mortalidad = X 100

# de espermatozoides totales contados

9.6.2.4. Morfoanomalias

Las anormalidades de los espermatozoides se pueden observar mediante el microscopio, al
contar 100 espermatozoides y separando las anormalidades en primarias y secundarias. La suma
entre anormalidades primarias y secundarias no debera ser mayor de 20%, para poder considerar

un semen apto para usar *.

9.7. COMPOSICION DE LOS DILUYENTES

9.7.1. YEMA DE HUEVO DE GALLINA

Composicion:

Proteinas: 17.5%

Lipidos: 32.5%

Agua: 48% de agua

Minerales: 2% de minerales.

Rico en vitaminas, aunque carece de vitamina C:
Vitamina A: 144 ug,

Tiamina: 0.66 mg

Riboflavina 0.5 mg

Acido pantoténico

Acido félico

vV V.V V V V V V V V V

Igualmente, es rica en fosfolipidos, en especial fosfatidilcolina o lecitina y &cidos grasos
omega tres. Colina: 225 mg y 424 mg de colesterol

Minerales:

Calcio: 50 mg

Fosforo: 172 mg

Hierro: 1.2 mg

Magnesio: 10 mg

Potasio: 126 mg

vV V.V V V VY

Zinc: 1 mg



9.7.2. CREMA DE LECHE
Composicion:

» Carbohidratos: 0 g

» Fibra dietética: 0 g

» Azicar:0g
Grasas: 13 g
Saturadas: 8 ¢
Poliinsaturados: 0 g
Monoinsaturados: 5 g
Trans: 0 g
Proteinas: 1 g
Sodio: 10 mg
Potasio: 0 mg
Colesterol: 38 mg
Vitamina A: 0 %
Vitamina C: 0 %
Calcio: 0 %

Hierro: 0 %

V V V V V VYV V V V V V V V

9.7.3. AndroMed CSS One Step
Composicion:

Fosfolipidos

TRIS

Acido Citrico

Azucares

Antioxidantes

Buffers

Glycerol

YV V.V V V V VYV V

Agua purificada
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10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El andlisis experimental, comparé la influencia fisico estructural del semen canino con la
adicion de crema de leche y yema de huevo en el eyaculado canino, como crioconservante.
También se tom0 en cuenta la actividad del diluyente “AndroMed CSS One Step” con el semen
recolectado y su contribucion para la evaluacion microscopica y macroscopica de los

espermatozoides analizados.

10.1. RESULTADOS
Evaluacion de las caracteristicas macroscépicas del Eyaculado canino en fresco

La evaluacion del eyaculado en fresco, se realizd en cada uno de los ejemplares machos caninos,
apenas se recolectaba la muestra se analizaba las variables cualitativas que en este caso son las
caracteristicas macroscopicas del eyaculado, donde “Perro 17, nos proporcionod un eyaculado
de 1,5ml, seguido del “Perro 2” con un eyaculado de 2ml y por altimo el “Perro 3” con una
cantidad de 10ml de eyaculado, todos ellos con un eyaculado de color blanco lechoso, con un
olor propia de la especie y con un pH de 7, todos estos datos recolectados, ubicados dentro del

rango de lo normal. (Tabla 7)

Tabla 7. Evaluacién de las caracteristicas macroscopicas del eyaculado en fresco.

Caracteristicas macroscépicas del eyaculado canino en fresco

Perro Volumen Color Olor pH
1 1.5 ml Blanco lechoso Propio de la especie 7
2 10 ml Blanco lechoso Propio de la especie 7
3 2 mi Blanco lechoso Propio de la especie 7

Fuente: Directa

Evaluacion de las caracteristicas microscopicas del Eyaculado canino en fresco

La evaluacion de las caracteristicas microscopicas del eyaculado en fresco, se realizé en cada
uno de los ejemplares machos caninos, apenas Se recolectaba la muestra se analizaba las
variables cuantitativas que en este caso son las caracteristicas microscopicas del eyaculado,
donde “Perro 1” posee una motilidad masal de un 85% con una motilidad individual buena, una
mortalidad espermatica del 13% y el 20% de morfoanomalias, seguido del “Perro 3” y “Perro

2” con una motilidad masal del 90% y una motilidad individual muy buena, teniendo en cuenta
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que en este pardmetro se evalUa el vigor de las ondas de movimiento y la direccion de estas,
“Perro 2” posee una mortalidad espermatica del 15% y “Perro 3” del 10% y por ultimo “Perro
2” posee un porcentaje de morfoanomalias del 14% y “Perro 3” del 12%, todos estos datos

recolectados, ubicados dentro del rango de lo normal 33, (Tabla 8)

Tabla 8. Caracteristicas microscopicas del eyaculado.

Caracteristicas microscdpicas del eyaculado canino en fresco

Perro Motilidad Mortalidad Morfoanomalias
Masal (%0) Individual (%)
1 85% Bueno 13% 20%
2 90% Muy bueno 15% 14%
3 90% Muy bueno 10% 12%

Fuente: Directa

Evaluacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del eyaculado canino con

la adicion de yema de huevo y crema de leche pre- congelacion.

En las caracteristicas macroscépicas en los tres eyaculados se obtuvo los mismos resultados el
color amarillento por la coloracion especifica de la yema de huevo, con un pH de 7, mientras
que los valores obtenidos en la evaluacion de las caracteristicas microscopicas del eyaculado
con la yema de huevo, en “Perro 2” se obtuvo una concentracion espermatica de 92x10° y una
mortalidad del 27%, seguido de “Perro 3” con 40x10° y una mortalidad del 28% y por ultimo
seguido de “Perro 1” con 13x10° con una mortalidad del 16%, todos tres con una motilidad
buena, donde en el cuadro de calificacion, denota un resultado de la observacion de un
movimiento vigoroso y una actividad espermatica del 70% al 85%, donde este resultado es
importante para que el espermatozoide al momento de la inseminacion pueda recorrer de una

correcta forma y velocidad para alcanzar el ovocito y fecundar >’. (Tabla 9y 10)
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Tabla 9. Evaluacion de las caracteristicas macroscopicas del eyaculado con la yema de huevo

y la crema de leche pre- congelacion y post- descongelacion.

Caracteristicas macroscépicas del eyaculado canino con la yema de huevo y la crema de

leche pre-congelacién y post- descongelacion

Color pH
Perro
Yemade huevo Cremadeleche Yemadehuevo Crema de leche
1 Amarillo Blanco lechoso 7 7
2 Amarillo Blanco lechoso 7 7
3 Amarillo Blanco lechoso 7 7

Fuente: Directa

Tabla 10. Caracteristicas microscopicas del eyaculado canino con la adicion de yema de

huevo, pre- congelacion.

Caracteristicas microscépicas del eyaculado canino con el agregado de yema de huevo

pre- congelacion

Concentracion Motilidad (%0) Mortalidad (%0)
Perro (x10° células/ml)
1 13x10° Bueno 16%
2 92x10° Bueno 27%
3 40x10° Bueno 28%

Fuente: Directa

En las caracteristicas macroscépicas en los tres eyaculados se obtuvo los mismos resultados el
color Blanco por la coloracion especifica de la crema de leche, con un pH de 7, mientras que
los valores obtenidos en la evaluacion de las caracteristicas microscopicas del eyaculado con la
crema de leche, en “Perro 2 hubo una concentracion espermatica de 32x10°y una mortalidad
del 53%, seguido de “Perro 3” con 11x10°y una mortalidad del 49% y por ultimo seguido de
“Perro 1” con 10x10° y una mortalidad del 41%, todos tres con una motilidad regular, donde
en el cuadro de calificacion, denota un resultado en la observacion de un bajo movimiento
vigoroso de la actividad espermatica del 45% al 65%, donde este resultado es considerado

bueno ya que, segun Tello una calificacion de 3 es considerada buena, ya que es importante
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recalcar que esto al momento de la inseminacion el espermatozoide pueda alcanzar el ovocito
y fecundar >’. (Tabla 9y 11)

Tabla 11. Caracteristicas microscopicas del eyaculado canino con la adicién de crema de

leche, pre- congelacion.

Caracteristicas microscépicas del eyaculado canino con el agregado de Crema de leche

pre- congelacién y post — descongelacién

Concentracién

Perro Motilidad (%0) Mortalidad (%)
(x108 células/ml)
1 10x108 Regular 41%
2 32x10° Regular 53%
3 11x10° Regular 49%

Fuente: Directa

Evaluacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del eyaculado canino con

la adicion de yema de huevo y crema de leche post- descongelacion.

En las caracteristicas macroscépicas en los tres eyaculados se obtuvo los mismos resultados el
color amarillento por la coloracidn especifica de la yema de huevo, con un pH de 7, mientras
que los valores obtenidos en la evaluacion de las caracteristicas microscopicas del eyaculado
con la yema de huevo, en “Perro 2” se obtuvo una concentracion espermatica de 60x10°y una
mortalidad del 32%, seguido de “Perro 3” con 10x10°y una mortalidad del 31% y por ultimo
seguido de “Perro 1” con 7x10° y una mortalidad del 29%, don de la mortalidad de
espermatozoides de los tres caninos ya sobrepasa el rango normal, mientras que todos tres
caninos poseen una motilidad regular, donde en el cuadro de calificacion, denota un resultado
de la observacion de un bajo movimiento de los espermatozoides y una actividad espermatica
del 45% al 65%, donde este resultado es considerado todavia Optimo para lograr una
fecundacion del ovocito, esto debido a la baja densidad que posee la yema de huevo ¥4 (Tabla
9y 12)
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Tabla 12. Caracteristicas microscépicas del eyaculado canino con la adicion de yema de

huevo, post- descongelacion.

Caracteristicas microscopicas del eyaculado canino con el agregado de yema de huevo

post- descongelacion

Concentracion Motilidad (%0) Mortalidad (%0)
PEITO 105 calulas/m)
1 7x10° Regular 29%
2 60x10° Regular 32%
3 10x10° Regular 31%

Fuente: Directa

En las caracteristicas macroscépicas en los tres eyaculados se obtuvo los mismos resultados el
color blanco por la coloracion especifica de la crema de leche, con un pH de 7, mientras que
los valores obtenidos en la evaluacion de las caracteristicas microscépicas del eyaculado con la
crema de leche, en “Perro 2” se obtuvo una concentracion espermatica de 10x10° y una
mortalidad del 90%, seguido de “Perro 3” con 4x10° y una mortalidad del 90% y por ultimo
seguido de “Perro 1”7  con 3x10° y una mortalidad del 95%, donde la mortalidad de
espermatozoides de los tres caninos ya sobrepasa el rango normal, mientras que todos tres
caninos poseen una motilidad muy pobre, donde solo el 10% de espermatozoides muestran
movimientos, donde este resultado ya no es considerado 6ptimo para lograr la fecundacién de
un ovocito, debido a que la crema de leche, posee una viscosidad muy alta, por ende

imposibilitando que la motilidad espermatica se mantenga 3394, (Tabla 9 y 13)

Tabla 13. Caracteristicas microscopicas del eyaculado canino con la adicién de crema de

leche, post- descongelacion.

Caracteristicas microscopicas del eyaculado canino con el agregado de Crema de leche

post- descongelacion

Concentracion Motilidad (%) Mortalidad (%0)
PEITO 106 calulas/m)
1 3x10° Muy pobre 95%
2 10x10° Muy pobre 90%
3 4x10° Muy pobre 90%

Fuente: Directa
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10.2. DISCUSION FINAL

Segun Carpio dice que la baja viabilidad de los espermatozoides post- descongelacion se debe
a cabios de temperatura, estrés osmotico, formacion de hielo intracelular y toxicidad, lo que se
traduce en la utilizacién de un mal diluyente. Los resultados de motilidad del presente estudio,
para las variables microscépicas pre- congelacion fue de una calificacion de 4 para yema de
huevo y de 3 para crema de leche y los resultados post — descongelacion fue de una calificacion
de 3 para yema de huevo y una calificacion de 1 para crema de leche, teniendo en cuenta que
la calificacién de 3 es considerado Optimo para que el espermatozoide pueda fecundar el
ovocito, mientras que el 1 ya no estd dentro del rango éptimo de motilidad y vitalidad, esto se
debe posiblemente segin Quintanilla dice que la fraccion yema de huevo de baja densidad,
compuesta principalmente de lipoproteinas de baja densidad, que podria ser en gran parte
responsable de la resistencia contra el choque de frio y para la mejora de la motilidad tras el
almacenamiento, y los valores bajos obtenidos con la crema de leche posiblemente se deba a la
densidad del medio del diluyente que interviene en las caracteristicas de motilidad, segun
Carpio, el empleo de la leche descremada como diluyente de semen, no siempre da resultados
uniformes por la variabilidad en su composicion. Tomando en cuenta que la crema de leche
posee mayor densidad y pegajosidad a comparacion de la leche descremada, que posiblemente
por ello al adicionar en el eyaculado, bajamos la motilidad espermaética, y esto conlleva a que
en el momento que se quiera realizar una inseminacion artificial los espermatozoides no puedan

llegar, o tener un acceso limitado, para fecundar un ovocito %4,
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11. PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL PROYECTO:

PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL PROYECTO

Recursos Cantidad V. Unitario ($) Valor Total ($)
Transporte 4 viajes 5% 20
Pajuelas y tapones 100 0.25 ctvs 25
Guantes 5 0.25 ctvs 1.25
Frascos de muestra de 5 0.10 ctvs 0.50
orina
Huevos 6 0.25 ctvs 1.50
Crema de leche 3 0.60 ctvs 1.80
Tiras de pH 1 2% 2
Frasco de AndroMed CSS 1 320% 320
One Step
Examenes de laboratorio 3 12$ 36

(medicidn de testosterona)
TOTAL 408.05

12. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES: Actividades relacionadas a la elaboracion del

Proyecto

12.1. PLANIFICACION DEL ENTRENAMIENTO DE LOS CANINOS

Se utilizé tres donantes caninos, de diferentes tamafios teniendo un ejemplar de raza grande,
mediana y pequefia, el entrenamiento fue de manera individual y aislada de otros animales.
Familiarizandonos con los caninos mediante juegos, comidas y juguetes, el adiestramiento y la
extraccion de los eyaculados tuvo una duracion de 5 semanas en la cual se obtuvo a partir de la
tercera y quinta semana un buen eyaculado donde se pudo observar las caracteristicas

macroscopicas y microscopicas de la muestra seminal. (Tabla 14)
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Tabla 14. Planificacion del entrenamiento de los caninos donantes y de la elaboracion de las

pajuelas, con los diferentes diluyentes.

ACTIVIDADES FECHA
Seleccion de los machos donantes. 15 Abril 2019
Familiarizacion con los machos caninos 22 Abril 2019
objetos de experimentacion.
Elaboracion de fichas clinicas vy 29 Abril 2019

recoleccion de datos.

Eleccion de la mejor técnica de extraccion
de semen, que en este caso se usO la
técnica de extraccion manual,
estimulacién y ejerciendo presion en el
bulbo peneano.

06 Mayo 2019

Extraccion del semen 03 Junio 2019
Evaluacion del semen, macroscopica y 10 Junio 2019
microscopica.

Procesamiento del semen con una parte de 24 Junio 2019
“AndroMed CSS One Step”, adicionando

la yema de huevo y otra muestra de

eyaculado adicionado la crema de leche.

Colocacion de las pajuelas en el 24 Junio 2019
congelador por 15min.

[Elaboracion de pajuelas con Vapores de 24 Junio 2019
Nitrégeno Liquido por 45 min.

Almacenamiento en Nitrogeno Liquido 24 Junio 2019
Evaluacion post congelacién 25 Junio 2019
Analisis de resultados. 01 Julio 2019
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13. CONCLUSIONES

La adicién de yema de huevo como crioprotector permite mantener las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas del semen con una calificacidn de 4 que representa de un 70%
a 85% de motilidad espermatica y un bajo porcentaje de mortalidad, manteniéndose con un pH
neutro.

Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas del material seminal con la adicion de la
crema de leche como crioprotector, presento muy bajos resultados en cuanto a las variables de
motilidad y alto porcentaje de mortalidad espermatica observando también una estabilidad del

pH seminal.

Después de realizar el analisis comparativo de las muestras en las fase de pre — congelacién y
post- descongelacion se concluye que el eyaculado con la adicién de yema de huevo fue mejor,
presentando un 45% a 65% de las caracteristicas de motilidad que es considerado viable para
la inseminacidn artificial, mientras que el eyaculado adicionado la crema de leche registré muy
baja calidad post descongelacion reduciendo las caracteristicas de motilidad de la muestra a un
10%.

14. RECOMENDACIONES
En base a los resultados se recomienda utilizar el AndroMed con la adicion de yema de huevo
por que mantienen mejores porcentajes de motilidad y de espermatozoides vivos.

Se recomienda ampliar la investigacion, utilizando otros diluyentes comerciales, y otros

diluyentes de origen de proteina animal.

Ser muy estrictos en lo que se refiere a mantener el semen a una temperatura adecuada.
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Anexo 4. Atemperar todos los materiales a una temperatura de 37°C,
antes de extraer las muestras.

~

Anexo 5. Extraccion de la muestra seminal, utilizando la técnica de

recoleccion manual, ejerciendo una presion sobre el bulbo peneano.

Anexo 6. Valoracion de las caracteristicas macroscopica de la muestra
recolectada.
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Anexo 7. Valoracion del pH de las muestras seminales.

Anexo 8. Colocacion de una alicuota de muestra seminal, en la cdmara
de Neubauer.

Anexo 9. Valoracion de las caracteristicas microscépica de la muestra
recolectada, de con la ayuda del microscopio.
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Anexo 10. Recuento espermatico, en la placa de Newbauer.

Anexo 11. Empaquetamiento, de las muestras seminales en pajuelas
de 0.50




