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RESUMEN

La centrifugacion es un procedimiento comun en la manipulacién de suspensiones espermaticas,
el semen canino es centrifugado para remover el fluido prostatico durante el proceso de
congelacién, de tal manera que el proceso de centrifugacion puede dafiar al espermatozoide y
consecuentemente influenciar su capacidad de fertilizacién, especialmente después de la
criopreservacion.

Con el objetivo de evaluar el efecto de retirar el plasma seminal por centrifugaciéon sobre la
motilidad espermatica, se utilizaron seis caninos machos, clinicamente sanos. De cada uno de los
animales se obtuvieron tres eyaculados por estimulaciéon manual, cada eyaculado fue dividido en
dos partes iguales; una de las partes fue diluida en una proporcién de 1:1; la segunda parte fue
centrifugada a 800 x g durante 15 minutos y le fue retirado el sobrenadante, el paquete de
espermatozoides fue diluido en proporcién de 1:1 de acuerdo al contenido inicial del tubo (antes
de la centrifugacion). Ambos partes fueron sometidas a un proceso de enfriamiento y equilibrio
de los 35° C alos 5° C en un lapso de dos horas. Pasado el tiempo establecido se obtuvieron 5
pajillas de plastico de 0.5 mL c/u de cada parte, se colocaron en gobeletes de pléstico bajo el
efecto de los vapores del nitrégeno liquido durante 15 minutos y posteriormente se sumergieron
totalmente en el nitrégeno liquido.

Se obtuvieron 15 pajillas de semen centrifugado y 15 de semen sin centrifugar de cada perro,
teniendo como total 90 pajillas de semen centrifugado y 90 pajillas de semen sin centrifugar.

Un mes después del proceso las pajillas se descongelaron en un bafio Maria a una temperatura de
entre 37 y 40° C durante | minuto para proceder a la valoracion de la motilidad post-
descongelacién.

Los datos se evaluaron estadisticamente mediante analisis de varianza con covariable. La
motilidad progresiva no present6 diferencias estadisticas significativas entre tratamientos con
semen centrifugado y sin centrifugar, por lo que se concluye que el semen puede ser
centrifugado a 800 x g durante 15 minutos sin afectar considerablemente la motilidad
espermatica. En cuanto a la congelacién a -196° C y la posterior descongelacion redujo
drasticamente la motilidad del semen de perros, por lo que éste no es util para su aplicacion en

la inseminacién artificial.



INTRODUCCION

Muchos han sido las investigaciones que sobre diferentes aspectos de la reproduccion en las
especies domésticas se han llevado a cabo con el fin de acrecentar su produccién. Contando ya
con la invencion del microscopio tanto Ham como Leeuwenhoek (1677) observaron el semen y

los espermatozoides y los denominaron “animalitos del semen” (Joyce, 1994).

Spallanzanni en 1776 fue el primero en observar que al bajar la temperatura disminuye la
actividad metabdlica del espermatozoide, permitiendo asi su almacenamiento (England, 1993).

El primer dato que se recuerda sobre la congelacién de células espermaticas ocurre en el afio
1897 a partir de las investigaciones de Davenbort, usando para las mismas esperma humano que
llegé a congelar a —17° C. Jhanel en 1938 repitié la prueba descendiendo la temperatura de
congelacion a -=79° C y observo que algunas células presentaban motilidad. En 1938 Luyet y
Hodrop pusieron en practica un método de congelacién a base de nitrégeno liquido con

resultados muy poco satisfactorios (Pérez, 1985).

A partir de la segunda guerra mundial se empezé a tener mayor interés en la especie canina, ya
que la cnanza del perro se convirtid en un buen negocio y por lo tanto la eficiencia reproductiva

adquiné importancia (Lacroix, 1990).

Corresponde el mérito de haber descubierto la principal metodologia para la congelacion del
esperma a los investigadores ingleses Polge y Rowson. El descubrimiento casual de Rowson,
Polge, Smith y Parkes, demostrando que el glicerol representaba un protector ideal de los
espermatozoides ante el efecto de las bajas temperaturas, abrié un porvenir insospechado a las

técnicas de congelacion de productos biolégicos, naciendo asi la “criobiologia” (Pérez, 1985).



Sthephen Seager en 1969 de la University of Oregon Medical School informé que habia
obtenido una prefiez con semen canino congelado, preparado en pellets sobre hielo seco y luego

puesto en nitrégeno liquido (England, 1993; Bonadonna, 1989).

En principio la conservacion del esperma del perro, puede hacerse con una gran variedad de
conservadores, entre los que se encuentran: la glucosa y yema de huevo, citrato y yema de
huevo, leche descremada hervida y yema de huevo, o simplemente leche descremada. La
congelacién del esperma constituye una técnica muy superior a las antes sefialadas, ya que esta
intenta conservar a los espermatozoides a largo plazo, fenémeno indispensable en los bancos de
esperma. La congelacién ha sido utilizada en Inglaterra, Alemania y en muchos otros paises de

Europa (Payro, 1981).

Los pasos que se requieren para congelar semen que se utilizard en inseminacion artificial
incluyen: recoleccidén de semen, dilucion en un extensor, equilibrio en refrigeracion, congelacion
en volimenes convenientes, aimacenamiento, descongelacion e inseminacion de la perra durante

el punto maximo de su periodo fértil (Smith, 1984; Concannon y Battista, 1989).

El haber logrado la satisfactoria congelacion del semen, significé un enorme avance en el campo
de la inseminacién y la reproduccién, ya que permite la preservacion durante tiempo indefinido
del semen de animales que tienen alta calidad genética. Por desgracia, el criador atin no tiene la

posibilidad de adquirir comercialmente el semen congelado (Joyce, 1994).

Durante muchos afios los programas de inseminacién artificial se basaron fundamentalmente en

el uso de semen no congelado (Hafez, 2002).



Las ventajas de usar semen congelado incluyen dispersién méas amplia de los rasgos genéticos
deseables, prevencion de enfermedades, menor nimero de sementales en una colonia de
investigacion, preservacion de semen de perros con enfermedades que son modelos de trastomos
humanos y eliminacién de la necesidad de transportar perras (Edward, 2000; Concannon y

Battista, 1989).

Desde el punto de vista biolégico, el esperma de perro se caracteriza por una elevada
concentracion electrolitica. cierta accion tampdn y selectiva concentraciéon de azucares. El
problema de su conservacion in vitro por mas de 12 horas radica en la acciéon marcadamente
toxica de los electrolitos procedentes de la prostata. Es evidente que el eyaculado se encuentra en
optimas condiciones de conservaciéon cuando se eliminan las dos ultimas emisiones liquidas

(Pérez y Pérez, 1985).

El semen canino es eyaculado en 3 fracciones, la primera y la tercera fraccion se origina de la
glandula préstata y no son colectados debido a que el fluido prostitico a mostrado ser
inadecuado para la preservacion a 4° C, ya que tiene un efecto detrimental en la congelacién del
espermatozoide. Normalmente, sélo la segunda fraccion que es rica en espermatozoides, es
recolectada y usada para la inseminacion arificial, pero no siempre es posible evitar la mezcla de
las fracciones. ya que la coleccion de semen en algunos caninos puede ser complicada. (Rota et

al.. 1995 y Rijsselaere et al., 2002).

Por otra parte, toda técnica de preparacidn espermatica no solamente debe separar
espermatozoides viables de espermatozoides viejos y muertos, sino que también debe remover
leucocitos, células de linea germinal, masas de residuos citoplasmaticos y plasma seminal. Un

método ideal de separacion es el que permite los mas grandes nimeros y mayor funcionalidad de



los espermatozoides competentes (por ejemplo estos deben ser capaces de fertilizar al ovocito) al

ser recolectados (Moohan y Lindsay, 1995).

Un nimero de técnicas para la manipulacion del semen son generalmente utiles para los
espermatozoides frescos, congelados y/o descongelados, esto para aumentar la calidad

espermatica antes de la aplicacion de otras técnicas reproductivas (Valcarcel et al., 1996).

La separacion celular puede ser realizada por métodos fisicos y utilizando equipo convencional,
en base, al peso absoluto de cada estructura celular, es decir en base, a su respuesta a la fuerza de

gravedad (Freshney, 1987).

Centrifugacion

El semen canino es centrifugado para remover el fluido prostatico, y es uno de los pasos en el
proceso de congelacion, de tal manera que el proceso de centrifugacion puede dafiar al
espermatozoide y consecuentemente influenciar su capacidad de fertilizacion, especialmente

después de la criopreservacion (Sharmaet al., 1997 y Katkov et al., 1998).

Es bien conocido que los espermatozoides de raton, rata y humano son muy sensibles a las
fuerzas de centrifugacion ya que podria provocar una considerable pérdida de motilidad
(Alvarez, 1993; Sharma, 1997) ademas de provocar dafo estructural en la membrana y el
acrosoma. Los espermatozoides equinos y bovinos son menos sensibles a este procedimiento,

indicando que la especificidad de especie es muy importante (Coetzee, 1992).



Después de una centrifugacion, la motilidad espermatica es recobrada de la fraccion inferior,
mientras los espermatozoides muertos, el plasma seminal, el diluente y el resto estan situados en

la fraccion superior (Avery y Grevet, 1995; Ortiz Reyes, 1999).

La tendencia en el porcentaje de espermatozoides perdidos en la remocién del supemnadante
después de la centrifugacién, declina con el incremento de la velocidad de centrifugacion e
incrementa la concentracion espermatica inicial. La influencia de la velocidad de centrifugacion

es mas marcada concentraciones espermaticas bajas (Rijjsselaere et al., 2002).

Lépez y Papa (1998) compararon los efectos de la centrifugacion en los diluyentes glicina y Tris
sobre la motilidad y vigor del semen canino. Estos autores verificaron que hubo una interaccion
positiva entre la centrifugacion y la congelacién, concluyeron que el grupo centrifugado y

congelado en un medio glicina presento mejores resultados.

El uso limitado de semen congelado en la especie canina. se debe principalmente a los bajos
indices de fertilidad presentados (England, 1993). La mayoria de los investigadores han
congelado semen canino. utilizando la metodologia descrita para otras especies. Esos estudios
han demostrado que el semen congelado canino es de baja calidad, con tasas de concepcién
inferiores a las de otras especies. De acuerdo con Concannon y Battista (1989) y Silva y
Verstegen (1995) la baja fertilidad del semen congelado canino se debe principalmente a su baja
viabilidad post-descongelacién para fertilizar 6vulos, la identificacion del momento ideal de la

ovulacion en las hembras y el lugar de depésito del semen en el tracto genital femenino.

La meta final de la preservacidon de semen es obtener prefieces por inseminacion artificial de

manera tan eficaz como después de apareamiento natural (Hafez, 2002).



ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL MACHO

Testiculos

El desarrollo de los testiculos es similar en todas las especies. En el feto, las células germinales
primordiales migran a una localizacién proxima a los rifiones. En este estado resulta imposible
diferenciar entre un ovario y un testiculo. En el momento en que podemos identificarlo como un
testiculo, tiene lugar el desarrollo del epididimo y del conducto deferente. Un gubernéculo se
desarrolla en el polo caudal del testiculo. Este se extiende y mientras lo hace arrastra el testiculo
hacia el canal inguinal. Una vez que el desplazamiento ha tenido lugar, el gubernaculo degenera
y el testiculo se sitia en el escroto donde se localizaba el gubernaculo. En la mayoria de las
especies domésticas el descenso testicular es completo en el momento del nacimiento. Los
testiculos descienden al interior de una bolsa de peritoneo. la tinica vaginal. que se forma en el
escroto. En el perro, el descenso de los testiculos generalmente se produce en estado fetal, asi
pues el cachorro nace con los testiculos escrotales. Aun asi, hay constancia de descensos tardios

(6-8 meses después del nacimiento) (England et al., 2000).

Los testiculos son de forma redonda a ovalada, estan situados en el escroto con el eje
longitudinal oblicuo dirigido dorsocaudalmente. (Figura 1) (Christiansen, 1989).

Los testiculos del perro varian de tamaiio en relacion con el tamaiio del animal, pero la media es
de 3 x 2 x 1.5 cm. En el perro se ha demostrado una correlacion entre la masa corporal y 1a masa
testicular. Los testiculos se componen de dos tipos de tejido, los tubulos seminiferos y el tejido
intersticial. Los tubulos seminiferos se abren en conductos colectores llamados vasos eferentes

los cuales, a su vez, se abren en el epididimo (England and Harvey et al., 2000).



Epididimo

Es un conducto muy largo estrechamente enrollado sobre si mismo para formar una estructura
que puede describirse como formada por cabeza, cuerpo y cola. La cabeza del epididimo se sitia
sobre el borde craneo lateral del testiculo v no puede palparse con facilidad, el cuerpo del
epididimo se sitiia sobre la superficie dorso lateral del testiculo y no puede ser palpado, la cola
del epididimo se encuentra sobre el polo dorso caudal del testiculo; puede palparse facilmente
en el animal normal y aparece como una protuberancia consistente con el tamafio de un
“guisante” que no parece ser contigua con el cuerpo. El epididimo se continia formando un tubo

recto llamado conducto (vaso) deferente (Figura 1) (Allen, 1992).

Conducto deferente

Este conducto transporta espermatozoides desde el epididimo hasta la uretra, se dirige hacia
arriba y penetra en el abdomen con el cordon espermatico, en el abdomen lleva una posicion
craneal con respecto al uréter y vierte al interior de la uretra en la glandula préstata craneal. Los
conductos deferentes tienen un didmetro de | mm aproximadamente y son rigidos. (Figura 1)

(Allen, 1992).
Cordén espermatico
Es un conjunto de varios tejidos que va entre el testiculo y la pared abdominal. El cordén

espermatico se compone de:

° Conducto deferente.



® Musculo cremaster. Este musculo procede del oblicuo abdominal intemo cerca del anillo
inguinal externo y se une a la tinica vaginal a nivel del testiculo; puede modificar la distancia

entre el testiculo y la pared abdominal, regulando asi la temperatura del testiculo.

° Arteria espermatica (testicular). Transporta sangre desde la aorta al testiculo y va a través del

plexo pampiniforme.

° Vena espermatica (testicular). Transporta sangre desde el testiculo hasta la vena cava; en el
cordén espermatico la vena se divide en un complejo de pequeiias venas (el plexo pampiniforme)
que rodea a la arteria espermatica. La sangre fria que retoma del testiculo reduce la temperatura

de la sangre arterial para asegurar que el testiculo no experimenta un calentamiento excesivo.

° Vasos linfaticos

° Nervios (Allen, 1992; Feldman-Nelson, 2000).

Préstata

La prostata es la unica glandula sexual accesoria en el perro. En condiciones normales se localiza
cerca del borde craneal de la pelvis, aunque puede ocurrir desplazamiento craneal hacia el
abdomen conforme la vejiga se distiende por la presencia de orina. La glandula prostatica rodea
el cuello de la vejiga, la porcién proximal de la uretra y la terminal del conducto deferente. Un
tabique medio divide la glandula en dos l6bulos firmes, lisos y de igual tamaiio, que suelen
palparse a través del recto. En perros grandes solo es posible palpar el extremo caudal de la
prostata. El tamafio y peso de la prostata son variables y dependen de la edad, la raza y el peso

corporal del perro. (Figura 1) (Feldman-Nelson, 2000).



Uretra

Este conducto tiene la mision de transportar tanto la orina como el semen hasta el extremo del
pene. Se inicia en el cuello de la vejiga y va caudalmente sobre el suelo de la pelvis atravesando
la glandula préstata; aqui se abren los conductos deferentes sobre su superficie dorsal. En el
limite caudal del isquion la uretra penetra en el pene y va sobre su cara caudoventral penetrando

en el surco ventral del hueso peniano (Figura 1) (Allen, 1992).

Pene

El pene consta de dos cuerpos cavernosos distintos. La parte posterior esta separada por el
tabique medio del pene. Anteriormente un hueso, el os penis, llega desde el bulbo del glande
hasta casi la extremidad del glande dentro del cual se prolonga mediante una proyeccién cénica
de fibrocartilago de aproximadamente 0.5 ¢m. de largo. En los perros grandes el os penis puede
tener una longitud de 10 cm. o mas. Las tres cuartas partes caudales son acanaladas para la
urefra y su cuerpo esponjoso. y la superficie concava dorsolateral se une al tejido eréctil de la
pars longa del pene. El glande del pene comprende dos partes: el bulbo del glande, constituido
por tejido eréctil que rodea por completo el os penis y la uretra, y la pars longa del pene,
compuesta por tejido eréctil que los rodean solo dorsal y lateralmente. (Figura 1) (Christiansen,

1989).

Prepucio

Forma una vaina completa alrededor de la parte anterior del pene, la capa externa es de ordinario
integumentario, la capa intemna es delgada, de color rojizo y desprovista de glandulas, la capa
peneal esta firmemente adherida en la porcion larga del glande, mas laxamente en el bulbo del
glande, existen en estas capas numerosos ndédulos linfaticos, que son grandes y a menudo

prominentes en el fondo de la cavidad prepucial (Payro, 1981).



Escroto
Es una bolsa de piel cubierta de pelo fino. Abarca la porcion comprendida entre la regién
inguinal y el ano. Su superficie esta dividida en dos por una linea media llamada rafé,

conteniendo en cada division un testiculo (England and Harvey et al., 2000).

Figura 1. Estructura reproductiva, in si ru, del perro. |) Testiculos. 2) Cabeza del epididimo.3) Cola del epididimo.
4) Conducto deferente. 5) Glandula prostética. 6) Vejiga. 7) Uréter. 8) Uretra. 9) Pene. 10) Recto. 11) Rifién.
(Christiansen, 1989).



FISIOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL MACHO

Los procesos de la espermatogénesis (produccion de espermatozoides) y de la esteroidogénesis
(secrecién de hormonas) estdn muy relacionados pero se realizan en areas separadas del

testiculo. Este hecho se ha denominado “compartimentalizacion funcional”.

Espermatogénesis

La espermatogénesis es la suma de transformaciones que finalizan con la formacion de
espermatozoides a partir de espermatogonias manteniéndose, no obstante, el niimero de éstas. La
espermatogénesis tiene lugar en el compartimento de tibulos seminiferos, que se divide en
seccion basal y seccién adluminal, y contiene dos tipos celulares, las células de Sertoli (células
somaticas) y las células germinales.

En el feto macho, las células primordiales se diferencian en gonocitos que padeceran mitosis
durante la vida fetal y prepuberal y se diferenciaran a su vez en espermatogonias. El desarrollo
de las células germinales es entonces detenido en los tibulos seminiferos hasta el inicio de la

pubertad. (Figura 2)(Foote et al., 1972).

Espermatocitogénesis. Inicialmente, las espermatogonias, células madre relativamente
indiferenciadas que se localizan en la membrana basal de los tubulos seminiferos, se multiplican
por mitosis en el compartimento basal de los tibulos seminiferos. La espermatocitogénesis
supone la produccion ciclica de espermatocitos primarios y el mantenimiento del numero de
células madre. Ademas de estas células en proliferacion existe una reserva de espermatogonias
que no proliferan y son extremadamente resistentes a las agresiones por radiaciones y toxinas,
siendo posible que sobrevivan incluso después de un trauma severo en los testiculos. El resto del

proceso se produce en el compartimento adluminal donde los espermatocitos primarios padecen



meiosis para generar espermatocitos secundarios. Estos ultimos sufren una posterior meiosis

generando las espermatidas.

Espermiogénesis. La ultima transformacién morfologica se denomina espermiogénesis e
implica la diferenciacion de las espermatidas esféricas en espermatidas maduras, que se liberaran
al lumen de los tibulos seminiferos como espermatozoides.

Como la espermatogénesis se compone de todos estos diferentes estadios, los gametos en

desarrolio van migrando desde la membrana basal de los tabulos seminiferos hacia e} lumen.

Espermiacion. El proceso que consiste en la liberacién de las células germinales al lumen del
tibulo después de la espermatocitogénesis y espermiogénesis se denomina espermiacion. Las
células germinales liberadas se consideran ya espermatozoides (England and Harvey et al,

2000).

Al ESPERMATOGONIA
{
FSH— A2 ESPERMATOGONIA
\

FSH— A3 ESPERMATOGONIA
A4 ESPERN;LATOGONIA
ESPERMATOGO#IIA INTERMEDIA
B ESPERMi,:XTOGONIA
TESTOSTERONA—> ESPERMAT%CITO PRIMARIO
TESTOSTERONA— ESPERMATOCITO SECUNDARIO
FSH- ESPEIiMATIDA
ESPERMA%TOZOIDE

Figura 2. Resumen de la espermatogénesis.



Durante la espermatogénesis las células de Sertoli proporcionan soporte y nutricion, fagocitan
los detritus y productos y secretan fluidos luminales esenciales.

Las células de Leydig tienen también un papel en la espermatogénesis. El compartimento de
células intersticiales rodea el compartimento de tubulos seminiferos que, como consecuencia de

ello. queda bafiado en un medio rico en testosterona.

En cualquier punto de! tabulo seminifero las asociaciones de células germinales de cada tipo
aparecen en secuencia. La serie completa de estas asociaciones se denomina ciclo
espermatogénico v el intervalo entre cada ciclo, duracién del ciclo espermatogénico.
Corresponde al periodo entre dos liberaciones consecutivas de espermatozoides. En el perro este

periodo es de 13.8 dias. y se requiere una media de 62 dfas para la espermatogénesis.

El orden secuencial espacial del desarrollo de las células germinales a lo largo de la longitud de
los tibulos seminiferos en cualquier momento dado se conoce como onda espermatogénica. Esta
disposicion espacial podria servir para permitir una liberacion constante de espermatozoides,
reducir la competencia por las hormonas y metabolitos en un estadio determinado del desarrollo,
disminuir la congestiéon que de otra forma ocurriria si la espermiacidn fuese simultanea a lo largo
de toda la longitud del tubulo, y generalmente facilita la maduracion y transporte del esperma en

el interior del tbulo (Foote et al., 1972).

Transporte, maduracién y almacenamiento en el epididimo. Desde los tObulos seminiferos,
los espermatozoides pasan a través de la rete testis y los vasos eferentes hacia el epididimo,
donde se someten a los ultimos estadios de maduracién; que son: la capacidad de volverse
moviles, los cambios de membrana, la pérdida de la gota citoplasmatica. Los espermatozoides

maduros se almacenan en la cola del epididimo, y en el momento de la eyaculacién, pasan por



los conductos deferentes y la glandula prostata le afiade varias secreciones. Los cambios
posteriores del espermatozoide tienen lugar en el tracto femenino, con la capacitacion y la
reaccidn acrosémica que posibilitan la fertilizacién del ovocito (England and Harvey et al.,
2000).

El espermatozoide

Estructuralmente el espermatozoide se divide en: cabeza, que contiene el nicleo y el acrosoma
con las enzimas acrosémicas; segmento intermedio, que contiene las mitocondrias para el
metabolismo del espermatozoide; y la cola, cuyo movimiento flagelar posibilita el
desplazamiento del espermatozoide. Los espermatozoides del perro tienen la cabeza aplanada y
en forma de espada: son similares a los humanos, a los del toro y los del conejo. En el perro el
espermatozoide tiene las siguientes dimensiones (+ DE) longitud total 68 + 0.3 micrémetros:.
longitud de la cabeza 7 + 0 micrometros: ancho de la cabeza 5 + 0 micrémetros; longitud del
segmento intermedio 11 + 0.2 micréometros; y longitud de ia cola 50 + 0.3 micrémetros. (Figura

3) (Woodall Johnstone. 1988).

Figura 3. Vista anteroposterior del espermatozoide.



Esteroidogénesis

La sintesis de esteroides se produce en el compartimento de tejido intersticial formado por
células de Leydig que mantienen estrechas felaciones con vasos sanguineos y linfaticos. Las
células de Leydig son las tnicas células testiculares que poseen receptores para la LH, la cual se
une al receptor en la célula de Leydig y, en respuesta, se produce la sintesis de diferentes
esteroides incluida la testosterona, esencial para el desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias, comportamiento normal, funcién de las glandulas accesorias, produccion de
espermatozoides y mantenimiento del sistema masculino de conductos. El compartimiento de
células intersticiales rodea el de los tubulos seminiferos, el cual, por lo tanto, est4 bafiado por un

fluido rico en testosterona (Amann, R.P.. 1986).

Control de la temperatura
La espermatogénesis no puede producirse con la temperatura normal del organismo en la
mavoria de los mamiferos. Los mecanismos que mantienen los testiculos del perro més frios que
el resto del organismo son:
a) Los testiculos se alojan fuera de la cavidad corporal en el saco escrotal.
b) El musculo cremaster puede influir sobre la distancia que media entre el cuerpo y el
testiculo.
c) El musculo dartos en la pared escrotal puede influir sobre el tamarfio del escroto y, en
consecuencia, sobre la posicion de los testiculos.
d) La disposicion de los vasos sanguineos en el cordon espermatico permite la refrigeracion
de la sangre arterial mediante el retorno sanguineo en el plexo pampiniforme.
Las condiciones que provocan una elevacion de la temperatura corporal, por ejemplo fiebre y
golpe de calor, pueden no ser compensadas por estos mecanismos y alterar la espermatogénesis

(Edward. 1992).



Ereccion

Durante esta fase tiene lugar la ereccién completa, que comporta la elongacion del glande del
pene; el bulbo del glande se mantiene sujeto al hueso peneano, la pars longa glandis se desliza
por delante del hueso peneano y el bulbo del glande se hincha ( requisito para la unién y el
acoplamiento del pene en la vulva). La ereccién se estimula mediante la vista, el olfato y la
presencia de una hembra en estro. La erecciéon se produce por estimulos del nervi erigentes,
compuesto por fibras parasimpaticas que proceden de los nervios pélvicos y sacros. Los
impulsos nerviosos provocan la vasodilatacion de las arterias pudendas intemna y externa del
cuerpo cavernoso del pene, mediante la contraccion de los misculos isquiocavernosos, y de esta
forma queda bloqueado el flujo venoso. La sangre que queda retenida en los sinusoides del tejido
cavemnoso del bulbo del glande hace que éste se hinche. Las contracciones de los misculos del
pene, bulboesponjoso e isquiocavernoso, y las contracciones vulvares durante la fase de unién
también incrementan la intensidad de la ereccion. Durante esta fase se libera la primera fraccion

del eyaculado (Amann, 1986).

El proceso de ereccion peneana es en gran parte un evento hemodinamica que involucra la
relajacion del masculo liso de los cuerpos cavernosos vy arteriolas, el resultado es un incremento
en el flujo sanguineo hacia los espacios trabeculares de los cuerpos cavernosos (Vallance, 2003).
Los neurotransmisores que juegan un papel importante en la regulacién del tono de los cuerpos
cavernosos bajo condiciones fisiolégicas son noradrenalina (NA), acetilcolina (Ach) y Oxido
nitrico (NO). La NA contrae los cuerpos cavernosos por accion en los adrenorreceptores o, la
Ach relaja los cuerpos cavernosos, estos efectos son bloqueados por inhibicién de la Oxido
nitrico sintetasa (NOS), sugiriendo que esta involucrada una interaccion con el sistema NO/GMP

ciclico (cGMP) (Taylor, 1998).



El NO es una sustancia labil sintetizada de la l-arginina por la enzima NOS. Las acciones
relajantes del NO en los cuerpos cavernosos son causados por la activacion de la guanilataciclasa
soluble y la subsiguiente produccién de cGMP el cual actua como segundo mensajero, lo que
resulta en una disminucién del calcio intracelular produciéndose asi la relajacién del misculo
liso. La actividad del cGMP es regulada por la enzima nucledtido fosfodiesterasa ciclica (PDEs)

presente en los cuerpos cavernosos (Vallance, 2003).

Eyaculacién

Cuando el pene estd en ereccion completa, se libera la segunda fracciéon del eyaculado que
consiste en una secrecion rica en espermatozoides. La eyaculacion se debe a estimulos de los
nervios simpaticos del pene. El semen y el liquido prostatico se liberan mediante las
contracciones de los musculos que rodean la uretra, en concreto los musculos bulbocavernoso e
isquiocavernoso. Los movimiento pélvicos en general cesan cuando empieza la eyaculacidn

(Allen and England, 1990b).

Control hormonal del aparato reproductor del macho

La fisiologia de la reproduccién del macho se controla desde el punto de vista endocrinolégico
por dos gonadotropinas, la hormona luteotrépica (LH) y la hormona estimulante de foliculos
(FSH), secretadas en la hipofisis anterior. La secrecion de gonadoiropinas esta sometida a un
control positivo de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que se secreta en forma
episédica desde el hipotdlamo. La GnRH se une a receptores especificos en la membrana
plasmatica de las células gonadotropas de la hipéfisis y estimula la liberacion de LH y FSH. La
GnRH esta sometida a un conirol negativo de la testosterona y de sus metabolitos activos

estradiol y dihidrotestosterona.



A pesar de esto, las concentraciones de LH y FSH no siempre aumentan de forma proporcional,
y por ello se ha propuesto la existencia de un factor inhibidor adicional llamado inhibina, que
seria el responsable del control de la secrecién de FSH a nivel hipofisiario. Puede también haber
otros productos de las células de Sertoli que causen el efecto contrario y estimulen la secrecion

de FSH (activinas).

La liberacion de testosterona se produce a dos niveles, a nivel local y a nivel de circulacién
general. En circulacién periférica la testosterona es importante para el mantenimiento de las
caracteristicas sexuales secundarias, el comportamiento sexual y la retroalimentacion negativa
sobre la secrecion de gonadotropinas, mientras que sus funciones locales en el testiculo son
relevantes en la espermatogénesis. Las altas concentraciones de testosterona en los testiculos se
mantienen, en parte, mediante la union de la testosterona a la proteina ligadora de andrégenos

(ABP) que se sintetiza en las células de Sertoli.

La FSH actia junto con la testosterona enddgena sobre los tiibulos seminiferos para estimular a
las células de Sertoli a mantener las células germinales, lo que favorece la espermatogénesis, en
particular el desarrollo de las espermatidas. Las células de Sertoli, y posiblemente las
espermatidas en el interior de los tibulos seminiferos, tienen receptores para la FSH. Cuando
ésta se une a su receptor, estimula la actividad de la adenilciclasa, incrementando la sintesis de
proteinas que posiblemente son importantes en la regulacién de la espermatogénesis por la ABP
y la transferrina, en el mecanismo de feedback de la FSH por la inhibina y, probablemente, en la

funcion de las células de Leydig.

Se cree que la prolactina actia de forma sinérgica con la LH en la regulacién de la produccién de

testosterona por las células de Leydig, que tienen receptores para la prolactina. Cuando la



espermatogénesis llega al estadio de producciéon de espermatidas, se produce la sintesis de

inhibina para crear la retroalimentacién negativa para la secrecién de FSH (England, 2000). La

actividad y sitio de liberacion de cada hormona se pueden consultar en el cuadro 1.

Concentraciones hormonales en el perro

La naturaleza pulsatil de la liberacion de LH hace que su medicién sea dificil, y una sola muestra

resulta virtualmente insignificante. S6lo mediante una serie de muestras se obtiene un perfil que

refleja realmente la secrecion de esta gonadotropina. Las concentraciones basales en suero de LH

en el perro son aproximadamente 1.0 - 1.2 ng / ml, con picos que llegan hasta 3.8 — 10 ng / ml.

La testosterona basal se encuentra normalmente entre 1.7 y 5.2 mmol / 1 (0.5 — 1.5 ng / ml)

alcanzando en sus picos los 12.1 — 20.8 mmol / I (3.5 - 6.0 ng / ml. Se han descrito cambios

estacionales en las concentraciones de LH y testosterona, y a pesar de que existe una relaciéon

entre la secrecion de las dos hormonas, los cambios estacionales son independientes (England,

2000).

HORMONA LUGAR DE LIBERACION [FUNCION

GnRH Hipotilamo En la hipofisis anterior para la liberacién de LH y FSH

LH Hipofisis anterior En las células de Leydig para estimular la sintesis de esteroides

FSH Hipéfisis anterior En las células de Sertoli para estimular la espermatogénesis

Testosterona Células de Leydig En las células de Sertoli para estimular la espermatogénesis,
feedback negativo en el hipotdlamo y en la hipéfisis anterior para
el control de la liberacibn de GnRH y gonadotropinas
respectivamente.

Inhibina Células de Sertoli Feedback negativo en la hipéfisis anterior para el control de la
liberacién de FSH

Aclivina Células de Sertoli Feedback positivo en la hipofisis anterior para el control de la
liberacion de FSH.

Prolactina Células de Leydig Regula la produccion de testosterona por las células de Leydig.

Proteina ligadora | Células de sertoli Aumenta la testosterona en los tubulos seminiferos o en el

de androgenos epididimo.

Cuadro 1. Las hormonas reproductivas y sus funciones.




CARACTERISTICAS DEL EYACULADO

El eyaculado esta compuesto por tres porciones que tienen origen anatomico diferente, por lo que

sus caracteristicas son distintas en cuanto a cantidad y composicién, siendo estas:

la. Porcién. Es transparente, liquida, no viscosa y se origina en la prostata (Joyce, 1994) no
contiene espermatozoides, su emisiéon dura de 30 a 50 segundos, forma el 2-3% del volumen
total (0.1 a 2 mL) Se considera que su funcidén es limpiar de orina la uretra. (Allen, 1992;

England and Allen, 1990a; Lacroix, 1990; Wright and Parry, 1989).

2a. Porcién. Esta es de color blanco lechoso a grisaceo, contiene espermatozoides que provienen
del epididimo, la duracién de su emisién es de 50 a 80 segundos, constituye el 6 a 7% del

volumen total. el cual es de 0.1 a4 mL. ( Allen, 1992; Wright and Parry, 1989)

3a. Porcion. Es de color transparente, proviene de la prostata, no contiene espermatozoides,
duracién de 3 a 30 minutos, constituye el 90% del volumen total que es de 1 a 25 mL. (Allen,
1992; Wright and Parry, 1989). Su funcién se considera que es la de fluir la segunda fraccién a
través del cervix de la hembra y que la presencia de adrenalina y noradrenalina en esta porcion
puede sugerir un pape! estimulante en el tracto reproductor de la hembra (England and Allen,
1992).

En general el semen es el liquido o suspension celular semigelatinosa que contiene los gametos
masculinos o espermatozoides y las secreciones de los érganos accesorios del aparato
reproductor masculino. La porcidn liquida de esta suspension, formada durante la eyaculacion, se

[lama plasma seminal, su composicion se presenta en el cuadro 2 (Hafez, 2000).
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...97.560%
Materia seca.............cocoerrern... 2.450%
Cenizas........c..cocoivivinaie 0.687%
Materia orgénica..........c.c..c..... 1.763%
Proteinas...........cceoevevennnn.. 1.259%
Lipoides......c..c.cccovveininann.. 0.182
Colesterina. ............ccoovvvnne, 0.00075%
Varias sustancias orgénicas.......0.312%

Cuadro 2. Andlisis del semen canino segiin Slow-KyofY (Payro, 1984).

Analisis bioquimico

CONSTITUYENTE O PROPIEDAD FRACCION FRACCION FLUIDO
PREESPERMATICA ESPERMATICA PROSTATICO
Recuento de espermatozoides (10° - 505+ 206 (16)
mbL.)
pH - 6.3+0.2 (17) 6.8+0.3 (8)
Sodio (mEg/1); fluido centrifugado 145t 6 (5) 1228 (9 156+ 11 (5)
Potasio (mEq/1), fluido centrifugado 14.6£2.1 (5) 12.9+ 1.8 (5) 70432 (5
Magnesio (mEq/). fluido 0.62+0.20 (5) 0.46% 0.26 (5) 0.17£0.09 (5)
centrifugado
Calcio (mEg/1); fluido centrifugado 0.63£0.37 (5) 0.37£0.07 (5) 0.24+ 0.07 (5)
Cloro (mEq/1); fluido centrifugado 14142 4) 1253 (4) 148+4 (4
Carbohidrato react. Orcinol total (mg 97+52  (20) 341109 (20) 189+ 67 (20)
%)
Azicar reducido total (mg%) 1437 [©)] 9+ 11 (10) 412 (6)
Fructosa (mg%) 2 (5 1 (14) L (10)
Acido lactico (mg%) 7+3 @ 5t 1 (4) 8+6 (5)
Acido citrico (mg%) KE] 5 412 (5) 1£0.02 (5)
Proteinas lotales (mg%), precip. De|  1.3x07  (6) 3.7 14 (16) 28+ 1.1 21)

etanol

Urea (mg%), fluido centrifugado

68.8+24.2 (3)

69.4+25.1 (3)

72.0£17.3 (3)

Amoniaco(mg%), fluido centrifugado 9.8+£2.1 (3) 14.71.0 (3) 18.6x 5.1 (3)
Fdsforo total(mg?), fluido total 17.9+16.9 (5) 154.6434.2 (5) 7.8+ 2.8 (5)
Fasforo total(mg%), fluido 18.8£3.2 (4) 9272148 (4 7.8 20 (4
centrifugado

Fésforo insol. En acido (mg%) fluido 9.41+98 (4 53.6+21.2 (4) 55+1.6 (4)
totl.

Fost. Insol. En dcido (mg%) fluido| 17+08 (4) 7.8£0.8 (4) 48+ 13 (4)
cenltr.

Fosf. Lipidico(mg%), fluido total 0.5:04 (4 54+12 (4) 0210.2 (4
Fosf. Lipidico(ing%). fluido centrif. 04102 (4 0.5:0.2 (4) 0.10.2 (4)
Fésforo inorgénico (mg%) 3.9£24 Q) 6.5+ 1.5 (4) 1.6 0.5 (4)
Fosf. Soluble en dcido (ing%), fluido 16.2+3.0 (4) 82.3+£22.0 (4) 5.4+39 (4)
cent.

Glicerifosforileolina (ng%) 5+6 (5 17631 (8) 2049 (8)

Cuadro 3. La composicion del semen del perro.( Segin wales y white) Los valores promedio + el desvio estandar
estan dados con el nimero de repeticiones entre paréntesis. Excepto para el azticar reducido, la fructosa, el acido
lactico, la glicerilfosforilcolina y las proteinas totales, los valores se obtuvieron por un analisis de las tres fracciones
del mismo eyaculado en cada ocasioén. Todas las estimaciones de fosforo en el fluido centrifugado se realizaron en
todas las fraeciones de los mismos cuatro eyaculados.
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Como se observa en al cuadro 3, el sodio es el catidon mas importante. Tanto en el eyaculado no
fraccionado como en las fracciones separadas. El potasio. el magnesio y el calcio se presentan en
concentraciones mucho mas bajas. El anidn mas importante es el cloruro, y en todas las
fracciones hay una concentracién baja de azicar total reducido, fructosa y 4cidos lactico y
citrico. Posterior a la vasectomia se observa una caida significativa del contenido de calcio

debido a la ausencia de espermatozoides y fluido testicular (Christiansen, 1989).
Factores que afectan las caracteristicas del semen

Edad. Los eyaculados iniciales de un perro después de que alcanza la pubertad a menudo
contienen espermatozoides anormales y muertos. En los eyaculados subsiguientes, la
concentracion de espermatozoides aumenta, el niimero de anormales disminuye y el semen, a la
postre, tiene cifras normales de espermatozoides maduros. En la vejez se presenta la
degeneracion testicular dandose un aumento de espermatozoides inmaduros y anormales con
movilidad normal; el eyaculado es escaso y acuoso debido a la reduccién en la concentracion de

espermatozoides, puede haber azoospermia y necrozoospermia (Olar et al., 1983; Hafez, 2000).

Frecuencia de la eyaculacion. La frecuencia de la eyaculacion tiene un efecto directo sobre el
volumen del semen y la concentracibn de espermatozoides. Se ha demostrado un leve
decremento en la cifra espermatica total por eyaculado cuando se obtienen muestras una o dos
veces por dia, en comparacion con dos o tres veces por semana. Este decremento es atribuible a
una disminucion en la reserva de espermatozoides del epididimo. Cuando se agota ésta, la
declinacién en la cifra de espermatozoides se estabiliza y las subsecuentes son representativas de
la velocidad de produccién dentro de los testiculos. De este modo aunque la cifra espermatica

por eyaculado disminuye conforme aumenta el uso, los espermatozoides totales producidos por
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semana son relativamente constantes e incluso pueden aumentar con una mayor actividad sexual.
La cifra total de espermatozoides por eyaculado puede aumentar después de unos cuantos dias de
reposo. al parecer porque vuelve a llenarse la reserva del epididimo. La libido se mantiene

normal incluso cuando se hace eyacular a diario a los perros (Olar et al., 1983)

Estacién del aio. La estacion de afio puede tener cierto efecto sobre la concentracion de
espermatozoides por eyaculado, que es mayor en la primavera y las primeras etapas del verano y
menor en las etapas tardias del verano y el otofio. Los investigadores han especulado que los
cambios en la cifra de espermatozoides pueden vincularse con la fotoperiodicidad, la temperatura
ambiental o ambas. Aunque la concentracion de espermatozoides fluctud, el nimero total por
evaculado se mantuvo nommal (es decir, mas de 200 x 10 %) en la mayor parte de los perros.
Puede suponerse que el perro normal es fecundo sin importar la temporada o la temperatura

ambiental. (Edward and Fieldman. 2000).

Tamaiio y enfermedades de la préstata. Se ha sugerido una relacion entre el volumen de
semen por eyaculado y el tamafio prostatico en perros con prostata normal. El volumen de
eyaculado del semen recolectado de manera natural aumenté en forma lineal con respecto al
tamaiio y peso prostaticos. En contraste, los perros con hiperplasia quistica de la préstata tenian
una disminucién notoria del volumen de semen en comparacién con aquellos que muestran

glandulas prostaticas normales de tamafio comparable (Edward and Fieldman, 2000).

Tamaiio testicular. Se ha demostrado que el tamafio del parénquima testicular y, por tanto, las
dimensiones de la glandula tienen correlaciéon directa con la produccion diaria de
espermatozoides (Olar et al., 1983). En un grupo de 11 perros normales a quienes se hizo

eyacular diariamente durante dos intervalos de 10 dias, la producciéon promedio fue de 11.7
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05x10°¢ espermatozoides por gramo de parénquima testicular. En otro grupo de siete perros
normales a quienes se hizo eyacular a diario por dos periodos de 20 dias, la produccién diaria
promedio fue de 16.7 + 1.4 x 10 ¢ espermatozoides por gramo de parénquima testicular. Estos
datos sugieren que conforme aumenta el peso testicular (tamafio), también lo hace la produccion
diaria de espermatozoides y, por tanto, el nimero de éstos por eyaculado (Edward and Fieldman,

2000).
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TECNICAS PARA LA COLECCION DE SEMEN

Existen diferencias individuales en la forma en que los perros reaccionan ante la recoleccién de
semen. Algunos pueden eyacular en cualquier ambiente, mientras que otros solo lo hacen en
lugares familiares, en el hogar, en presencia de su duefio, etc. Ciertos perros tendran una
ereccion y eyacularan sin el estimulo de una perra en estro, mientras que otros solo lo haran ante
la presencia de una perra en estro. Determinados perros no eyacularan en el primer intento, y la
recoleccién también sera dificultosa en un perro mimoso. No se aconsejan la conversacion fuerte
ni las ordenes repetidas: los presentes deben actuar con calma e ignorar por completo la conducta
del perro. En ocasiones, se requieren varios intentos antes de la recoleccion exitosa

(Chnstiansen. 1989).

Para recolectar el semen en caninos se conocen tres métodos:

a) Estimulacion manual

Esta técnica es la que se utiliza con mayor frecuencia ya que es sencilla de realizar, es barata, no
afecta la calidad v la cantidad del eyaculado y es indolora e inocua para el animal. Puede hacerse
de dos formas:

I. En presencia de una perra en celo, con lo cual se favorece la excitacion del
macho.

2. Sin la utilizacién de una perra, esto por lo general no es un problema para colectar
el semen. Sin embargo, en algunas ocasiones puede ser mas dificil la coleccion
que cuando se tiene a la perra.

Se aplica un masaje suave con la mano enguantada sobre el prepucio hasta que el bulbo peneano

empieza a aumentar de tamaifio, esta es la fase de ereccion. Posteriormente se descorre el
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prepucio para dejar expuesto el pene y el bulbo, posteriormente se gira el pene 180 grados hacia
atras, aplicando estimulos pulsatiles alrededor y por detras del bulbo peneano con el objeto de
simular el abotonamiento que ocutre en una monta natural dando como resultado la excitacion
del macho. El pene se dirige hacia el embudo de vidrio el cual tiene en la parte inferior un tubo
colector, se puede usar un cono de latex en lugar del embudo de vidrio, lo que facilita la

recoleccién y el semen se mantiene himedo (Lacroix, 1990; Smith, 1989).

b) Vagina artificial

Tiene su fundamento en provocar los mismos estimulos en el aparato genital masculino que la
copula natural, la vagina artificial en este caso sustituye a la perra. Los perros ofrecen una
particular fisiologia en el acto de la copula y el mecanismo de eyaculacion que consiste en la
dilatacion del bulbo. El descubrimiento de la vagina artificial, por la cual el coito se obtiene el
méaximo rendimiento. consta de un tubo cilindrico de 17 cm. de largo por 7 cm. de diametro,
dentro del cual va otro tubo de goma de 24 cm. de largo por 7 cm. de diametro; el cilindro
externo de |a vagina artificial presenta dos orificios, uno para la entrada de agua y otro para la
inyeccion de aire, de tal forma que mediante una pera de goma, se pueda pasar el aire a la
cavidad vaginal aumentando asi la presion interna, lo que contribuye a la excitacién de las zonas

erégenas del pene en el momento de la sintesis genital de la cépula (Payro, 1981).

¢) Electroeyaculacion

El principio en el que se basa este método consiste en estimular eléctricamente por via rectal a

los centros nerviosos que controlan la eyaculacion; este estimulo no provoca en el macho

respuesta sexual. Sin embargo atin cuando se utiliza en otras especies sin preparativos previos,
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en el canino es necesario anestesiar al animal, por lo que en esta especie no se considera practica
ni humana su aplicacion (Joyce, 1994).

La eyaculacién se consigue mediante un aparato que estd integrado por dos electrodos, uno que
tiene una forma cilindrica, se sitta en el recto a una profundidad de 10 cm. y el otro que tiene
forma de pinza, debe ser fijado en la regién escrotal; a continuacion se hace pasar una corriente
de 30 voltios mediante un interruptor, se regula el paso de aquella a un intervalo de 3 a 5
segundos v de excitaciones que irdn separadas entre 9 y 10 segundos, después de tres

excitaciones. se obtiene la descarga eyaculatoria, que por lo general es completa (Payr6, 1981).

Motivos de fracaso en la obtencion de una muestra de semen

Aunque hav numerosos motivos para que fracase la obtenciéon de una muestra adecuada de
semen. los mas frecuentes incluyen una técnica deficiente de recoleccién, un macho con
nerviosismo o agitacion inusual, interferencia por parte del propietario y anomalias en el macho.
Los errores comunes en la técnica incluyen falta de exposicion del glande, momento inadecuado
de exteriorizacion del pene, fuerza o presién excesivas sobre el pene, uso de dispositivos de
recoleccion frios y contacto con el pene. Con la practica es posible resolver la mayor parte de
estos problemas técnicos. Otro motivo frecuente de fracaso es colocar al perro en un ambiente no
familiar, como el hospital veterinario. No es raro que los machos no muestren interés sexual,
incluso ante una perra en estro, cuando se acaban de colocar en un ambiente atemorizante. Dejar
al perro en un ambiente nuevo durante unas cuantas horas a menudo alivia el temor. Cuando se
intenta recolectar una muestra de semen, es necesario evitar todas las distracciones posibles. El
cuarto de recoleccion debe estar tranquilo y contar con un piso adecuado para que el macho

pueda tener ftraccion. Sélo deben encontrarse en cuarto aquellas personas absolutamente
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necesarias para la recoleccion. Hay que evitar las aglomeraciones, la platica excesiva, las risas y
las fotografias con flash. Deben estar presentes los propietarios del macho, no es raro que éste se
rehuse a participar si no esta presente una persona conocida. Algunos machos solo pueden ser
objeto de recoleccion por sus propietarios, otros solamente eyaculan en su casa y un pequeiio
numero no puede ser objeto de recoleccion semunal en presencia de su duefio.

Un problema reproductor subyacente puede evitar la recoleccion de una muestra de semen. Esto
ocurre mas a menudo en perros con libido escasa, dolor (por ejemplo., orquitis o prostatitis
aguda, artritis degenerativa) o anomalias conductuales adquiridas por una experiencia sexual

negativa previa (Feldman and Nelson, 2000).
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EVALUACION DEL EYACULADO

El analisis del semen es necesario para evaluar la calidad de un semental. El espermatozoide o
gameto masculino es una célula sensible a los cambios de temperatura y a la exposicion a la luz,
por lo que se debe trabajar en forma cuidadosa en la extracciéon y manejo del semen para evitar el
dafio o la muerte de los espermatozoides. La evaluacion debe ser macroscopica y microscépica

(Sorribas, 1999).

Evaluacién Macroscépica

Volumen. El volumen de semen obtenido es muy variable y depende de la edad, la talla. la
frecuencia del procedimiento y la cantidad de liquido prostatico recolectado del perro. El
volumen normal puede variar de | a 40 ml. por eyaculado. Es importante recolectar toda la
fraccion rica en espermatozoides (segunda) cuando se estudia el semen del perro. El volumen no

esta relacionado con la fertilidad del animal (Feldman and Nelson, 2000; Sorribas, 1999).

Color. La tonalidad del color del eyaculado resulta de la mezcla del color correspondiente de
cada una de las fracciones liquidas que lo integran, las secreciones provenientes de las glandulas
paragenitales son transparentes y sin color. mientras que la fraccién espermatica es de color
grisaceo. Existen variaciones en el tono de color relacionados con el régimen alimenticio al que
han sido sometidos los sementales, la segunda emision, o sea la prostatica es de color gris
amarillento y por lo que respecta a la emision espermatica de origen testicular es de color blanco
en tonalidad mate, la intensidad de ese tono siempre esta muy relacionado con el contenido de

espermatozoides de la eyaculacion (Payro. 1981).
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Por lo general. el semen de perro es blanco a opalescente y opaco. La intensidad de la opacidad
depende de la concentracion de espermatozoides. Un semen claro e incoloro sugiere
azoospermia. Se encuentra un tinte amarillo por contaminacién con orina o pus. Un tinte verde,
con o sin cimulos, coagulos o escamas, sugiere pus e infeccion en el aparato reproductor. Un
tinte rojo sugiere la presencia de sangre, que suele provenir de la préstata o de un pene
traumatizado y lleno. La hemorragia no necesariamente indica enfermedad, algunos perros que
experimentan anticipacion sexual prolongada antes de que se les permita copular pueden tener
hemorragia transitoria hacia el semen a partir de la prostata (Feldman and Nelson, 2000).

En algunas razas como el Doberman Pinscher, Pastor Aleman, Schnauzer Miniatura y Cobrador
Dorado es frecuente ver sangre en el eyaculado, que puede deberse a fallas de la coagulacion del

factor XVIII (enfermedad de Von Willebrand) (Feldman. 1987).

Olor. El eyaculado del perro tiene un olor tipico de su especie tomando en cuenta que gran parte
de este olor procede de las glandulas prepuciales, del saco prepucial y sobre todo de las
glandulas perianales, por lo que el esperma del perro tiene un olor muy intenso, el cual también

esta relacionado con el régimen alimenticio (Payro, 1981).

Densidad. La densidad del eyaculado se refiere a la del liquido que lo integra, que debe estar
perfectamente homogeneizado, en el perro la densidad en general es de 1.011 a 1.018, estando

relacionado con el volumen (Payro, 1981).

pH. E!l pH normal del semen canino va de 6.3 a 6.7 y depende, en parte, de la cantidad de
liquido prostatico obtenido. Este tiene un rango de pH de 6.0 a 7.4 con una media normal de 6.8.
Se cree que la naturaleza alcalina del liquido prostatico favorece el aumento de la motilidad

espermatica y la neutralizacion del ambiente acido de la copula vaginal durante la cépula. Una
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disminucién en el pH del semen se vincula con una eyaculacién incompleta o inflamacién de

testiculos. epididimos o préstata (Feldman and Nelson, 2000).

Evaluacién Microscopica

Motilidad. Este examen mide la motilidad progresiva de los espermatozoides. Debe realizarse
inmediatamente después de la recoleccién del semen para evitar que variaciones de temperatura
o de la exposicion a la luz puedan alterarla Se coloca una gota del semen colectado sobre un
portaobjetos calentado a temperatura corporal media y se observa bajo microscopio la motilidad
de los espermatozoides. De ella depende su capacidad para alcanzar el évulo y fecundarlo. Un
semen normal debe tener como minimo un 70% de movimiento progresivo. La presencia de
orina. pus, sangre. variaciones de temperatura, desinfectantes o lubricantes altera la motilidad

espermatica (Sorribas, 1999).

Morfologia. La valoracién de la morfologia espermatica debe concluirse al microscopio
mediante inmersion en aceite. Se valoran los espermatozoides individuales en cuanto a
anomalias que ocurren en la cabeza, la pieza media y la cola Estas anomalias pueden
subclasificarse en primarnias y secundarias (Cuadro 4). Se cree que las anomalias primanas
representan alteraciones de la espermatogénesis, en tanto que las anomalias secundarias son
inespecificas y pueden ocurrir durante el transito por el sistema de conductos(es decir, dentro del
epididimo), durante el manejo del semen o después de infecciones, traumatismos o fiebre. Sélo
se contabilizan las cabezas libres no las colas. Los machos normales suelen tener mas del 70% de

espermatozoides con morfologia normal (Figura 4) (Edward, 2000).
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Anomalias primarias
Cabeza
Todas las desviaciones
Pieza intermedia
Inserciones abaxiles
Duplicacion
Delgadez, rasgadura
Tumefaccion
Gotas citoplasmaticas proximales
Cola
Espiral
Muiltiple
Anomalias secundarias
Cabezas o colas normales separadas
Acrosoma separado
Curvatura de la pieza media
Curvaturade la cola
Gota citoplasmatica distal

Cuadro 4 . Defectos primarios y secundarios de los espenmatozoides en el perro

Figura 4. Ejemplos de anormnalidades espenndticas primarias y secundarias. a) Macrocefalia. b) Microcefalia. ¢)
Cabezas dobles. d) Cabezas puntiagudas. e) Insercidén excéntrica. f) Pieza intermedia doble. g) Cola doble. h)
Cabezas libres. i) Acrosomas hinchados. j)} Acrosomas separados. k) Gotas citopalsmiticas medias. 1) Gotas
citoplasmaticas distales. m) Cola espiralada. n) Cola rizada (Christiansen, 1989).

32



Concentracién. La concentracion es el numero de espermatozoides por mL de semen. El
namero total de espermatozoides en el eyaculado se determina multiplicando la concentracion
por el volumen total colectado. Los espermatozoides se cuentan mediante un hemocitometro.
Primero en una pipeta cuentaglébulos se hace una dilucién de formol al 10% de 1:100 6 1:200,
después se llena la camara del hemocitometro y se cuentan los espermatozoides de los cuadros
de los extremos y centro de cada camara. El hemocitometro tiene dos camaras, por lo tanto, se
cuentan 5 cuadros en cada camara, se suman los resultados de las dos cAmaras y se dividen entre
dos para sacar el promedio y el resultado (No. de espermatozoides) se multiplica por 5 x 10 8
6 107 segin el factor de dilucién ( 1:100 es pors x 10%y 1:200 es por 107), obteniéndose
asi la concentracion espermatica por mL de eyaculado. Por ultimo se multiplica la concentracion
por mL. por el volumen colectado dando como resultado el nimero de espermatozoides total por

evaculado(Calderon,1984:Feldman,1987).
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PRINCIPIOS GENERALES DE CRIOPRESERVACION

El estado liquido del agua es considerado esencial para la estructura y funcion de células vivas,
no es de sorprenderse que su solidificacion, durante el proceso de congelacion, sea generalmente
letal para la célula. Paraddjicamente la congelacién también puede preservar células por largos
periodos de tiempo, y tal vez algin dia el almacenamiento por largos periodos de tiempo de
tejidos y organos. La congelacion puede ser usada para preservar constifuyentes de ultra-
estructura celular, pero también es usada para el rompimiento de organelos celulares para aislar
constituyentes. La congelacién puede cesar algunas reacciones bioquimicas y acelerar otras

(Mazur, 1984).

Los principios biofisicos que se aplican a la criopreservacion de tejidos y células vivas también
son validos para la criopreservacién de espermatozoides. Estos ultimos pueden ser dafiados
durante la cniopreservacion, el descongelamiento o ambos procesos, ya sea por la formacion de
grandes cristales intracelulares de hielo o por el aumento en la concentracion intracelular de
solutos y los cambios que resultan de la deshidratacion de las células durante la criopreservacion
( efectos de disolucion ). Si bien el descongelamiento rapido minimiza el dafio por efectos de la
disolucion, tal proceso hace que se formen grandes cristales de hielo que causan dafio mecanico
grave. Por otro lado, mientras que el descongelamiento lento impide la formacién de grandes
cristales de hielo, también provoca mayores dafios por efectos de la disolucion. De este modo, la
rapidez de descongelamiento optima para un tejido dado depende de su tolerancia relativa al
dafio por cristales de hielo y a la toxicidad por efectos de disolucién. Cuando una suspension de
células se enfria a menos de 0° C, se forman cristales de hielo extracelulares, lo cual hace que los

solutos se concentren en el agua liquida restante. La membrana celular actia como una barrera
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que impide la diseminacion de los cristales de hielo hacia el interior de los compartimientos

intracelulares (Hafez. 2002).

Un proceso de criopreservacion representa una interrupcion artificial del proceso de maduracién
del espermatozoide post-eyaculado en una fertilizacion. El mayor problema con relacion a la
criopreservacién de semen es que aln ufilizando las mejores técnicas, el porcentaje de
sobrevivencia post-descongelacién es de cerca del 50% de la poblacion espermética (Watson,

1995).

De acuerdo con Mazur (1984), los cambios celulares que ocurren durante la congelacion no estan
asociados a su habilidad de sobrevivir a temperaturas muy bajas, mas si en la letalidad de una
zona intermedia de temperatura (-15 —60° C) misma por la que pasa la célula en dos ocasiones,
una durante la congelacion y otra durante la descongelacion. Ninguna reaccién térmica ocurre en
un sistema acuosos a la temperatura del nitrogeno liquido (-196° C) una explicacion a esto, es
que no existe agua en estado liquido a una temperatura de —130° C, el {inico estado en el que se
encuentra el agua es el solido en forma de cristales, y en ese estado la viscosidad es alta y la
difusion insignificante; por lo tanto a —196° C no hay energia térmica para que se lleven a cabo

reacciones quimicas (Mc Gee et al., 1962).

La muerte de los zoospermos por la congelacion puede radicar en desequilibrios dentro de la
misma célula; de modo que con la formacién de cristales en su interior (congelacién del agua),
los electrolitos quedarian libres para desencadenar su accion téxica. Por otra parte, la
congelacion de las proteinas daria como consecuencia la floculacion del coloide protoplasmatico,
alterandose al mismo tiempo las estructuras moleculares en la célula, determinandose su

inactivaciéon. El problema ha de plantearse en los siguientes términos: las moléculas de agua
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tienen una capacidad energética para integrar el estado cristalino solo a temperaturas superiores a
—130° C. Por debajo de esta temperatura, las células no disponen de energia suficiente para la
vitrificaciéon y, en consecuencia, por debajo de —~130° C, el fenémeno no tiene lugar. La
congelacion, ademas de un daflo fisico para los zoospermos, representado por los cristales de
agua formados dentro y fuera de la célula, significa la liberacion de sales, grasas y una serie de
compuestos que ya no podran integrar la materia viva, desencadenando la muerte 0o como

minimo, la pérdida de la capacidad fecundante en los zoospermos (Pérez, 1985).

Las tnicas reacciones que se pueden llevar a cabo en un sistema acuoso congelado a —196° C son
eventos fotofisicos como la formacion de radicales libres y la producciéon de macromoléculas que
se fraccionan como resultado directo del impacto de las radiaciones ionizantes. Por lo tanto, la
dosis de radiacion ionizante requerida para causar dafio a las células, llevaria de 2000 a 4000

afios para causar este efecto (Watson, 2000).

En definitiva, dos son los métodos que podemos utilizar con el menor peligro posible en la
congelacidn del esperma: a) congelacion ultrarrapida y, b) adicién de sustancias protectoras. El
primer método es interesante teniendo en cuenta que la vitrificaciéon necesita un tiempo para
establecerse; de modo que, antes de que se produzca dicho fendémeno, podemos situar el material
espermatico a —130° C, en cuyo caso las moléculas de agua ya no cuentan con la energia
suficiente para formar cristales, evitandose el fendémeno de la vitrificacion; si bien esta
circunstancia hay que tenerla en cuenta tanto en la congelacién como en el deshielo. El segundo
método disponible para evitar la accion nociva de la congelacién se basa en afiadir glicerina,
glucosa, sacarosa, etc; en la practica es particularmente interesante el uso de la glicerina (Pérez,

1985).



Dilucion del semen

Independientemente de la especie, el uso de medios diluidores tanto para enfriar como para
congelar semen, son de extrema importancia. Un medio diluidor debe presentar:

1) Nutrientes que son usados como fuente de energia;

2) Tampones que impidan los cambios nocivos de pH:

3) Presion osmotica fisiologica y concentracion de electrolitos;

4) Prevencion del crecimiento de bacterias;

5) Sustancias protectoras contra el choque térmico o enfriamiento;

6) Crioprotectores para reducir los dafios por congelacién (Concannon y Battista,

1989).

La mayoria de los protocolos de diluyentes son el resultado de modificaciones hechas con éxito,

a partir de diluyentes basicos para bovinos (Bateman, 2001).

Los diluyentes basicos utilizados para la congelacion de semen, incluyen los siguientes
componentes: 1) Agua bidestilada o ultrapura, usada como solvente; 2) sustancias idnicas y no
i6nicas para manutencién de osmolaridad y pH del medio; 3) materiales organicos para prevenir
o atenuar el choque térmico (yema de huevo). 4) agentes crioprotectores, como el glicerol o
DMSO: 5) Azicares simples, como fuente de energia y di o trisacaridos, como crioprotectores
adicionales: 6)aditivos como enzimas, detergentes y aminoicidos que pueden mejorar la

fertilidad: 7) antibidticos para controlar el crecimiento microbiano (Salisbury et al., 1978).

El uso de una amplia variedad de medios diluyentes para la congelacion de semen canino han

sido citados. La composicidn correcta del medio diluyente es vital para la criopreservacion del

semen y debe ser determinada para cada especie. Foote (1964) y Foote y Leonard (1964) fueron
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los primeros en investigar sistematicamente la combinacion y la cantidad de varios componentes
de los diluyentes para la criopreservacion del semen canino.

Yema de hueve. La yema de huevo, especialmente los fosfolipidos que son fracciones
lipoproteicas de baja densidad han mostrado ser protectores de membrana al choque térmico. Los
mecanismos de proteccion de la yema de huevo estan relacionados a su accion en |a superficie de
la membrana plasmética induciendo posiblemente una alteracién no permanente en la
composicion de la membrana; también previene el rompimiento de ésta (Watson, 1990; Parks y

Graham, 1992; England, 1993).

Una gran variedad de informacién sobre la concentracion de yema de huevo es descrita en la
preservacion de semen canino. Foote y Leonard (1964), reportaron el uso de diluyentes con 20%
de yema de huevo, este porcentaje ha sido el usado por otros investigadores con buenos
resultados (Fontbonne y Badinand, 1993; Rodriguez y Martinez et al, 1993; Nothling et al, 1995;

Silva et al., 1996).

Una fraccion lipoproteica de baja densidad contenida en la yema de huevo esta formada por
esferas de lipoproteinas que contienen lipidos neutros de tamafio variable, rodeado de una capa
de lipoproteina compuesta principalmente de glicoproteinas y fosfolipidos, cuyos grupos
hidréfobos se orientan hacia el interior y los grupos hidrofilos hacia la superficie (Evans et
al..1973). Las lipoporoteinas de baja densidad se unen firmemente a la membrana espermatica
(Watson, 1979). Davies (1982) obtuvo mejores tasas de sobrevivencia post-descongelaciéon
incluyendo 20% de yema de huevo, frente a 5% (v/v). No encontré diferencias significativas en
la motilidad post-descongelacion cuando compard tasas de 10 y de 20% (v/v), los resultados

absolutos de la motilidad post-descongelacién fueron superiores cuando utilizé un 20%.
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Fuente de energia. La mayoria de los extensores utilizados en la criopreservacién de semen
canino contienen glucosa y fructosa (Silva et al.. 1996. Hay et al., 1997; Rota, 1998).
Investigaciones hechas sobre el metabolismo energético del semen fresco incubado en glucosa
10mM o fructosa, indico que la fructosa es mas eficiente que la glucosa en la obtencién de
niveles energéticos. Ademas, existen indicios que la fructosa posiblemente tenga una relacidn

como factor activador del espermatozoide después de la eyaculacion (Rigau et al., 2000).

Tampén. La actividad metabolica del espermatozoide provoca un almacenamiento de iones de
hidroégeno, por lo tanto un buffer es necesario para remover esos iones. Sin ese buffer el aumento
de los iones de hidrogeno producidos por el metabolismo espermatico, causarian un cambio de
pH en el medio. con una subsecuente disminucion en la longevidad y fertilidad espermatica

(Smith, 1984).

pH. El pH de la segunda fraccion del eyaculado canino es de aproximadamente 6.2 (Rota et al.,
1995) y la tercera fraccion. o fluido prostatico, es ligeramente mas basico 6.8. El pH éptimo de
un medio diluyente puede ser diferente en cada una de las etapas del procesamiento del semen.
Salisbury et al. (1978), observaron que las alteraciones pre-congelaciéon eran menores cuando el
pH del diluyente era de 6.5, la menor pérdida de motilidad espermatica durante la congelacion

fue observada con un pH de 7.5.

El pH de las soluciones tamponadas depende de la temperatura que a su vez sufre varas
oscilaciones durante el proceso de congelacion. Durante el descenso de la temperatura, los
diferentes componentes del buffer alcanzan sus respectivos puntos de corte y la solucion se va

cristalizando (Van Den Berg y Rose, 1959). Algunos investigadores han titulado sus extensores a
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un pH de 6.8 (Foote, 1964), 6.7 (Rota et al., 1995), 7.0 (Smith y Graham, 1984), 7.1 (Thomas et

al., 1993) y 7.4 (Hay et al., 1997).

Antibiéticos. Los eyaculados son estériles, pero su contaminacion a partir del prepucio, uretra y
pene es inevitable durante el proceso de coleccion. Esta contaminacion puede disminuirse con el
uso de técnicas asépticas y medidas de higiene antes y durante la coleccion. La contaminacion
bacteriana puede afectar negativamente la fertilidad, pero la propia presencia de bacterias, por la
produccion de toxinas. por la degradacion de componentes del medio, por la utilizacién de
sustratos metabélicos, determina la necesidad de incorporar a los diluyentes sustancias de efectos
antimicrobianos (Watson. 1990).

La asociacion clasica de penicilina y estreptomicina resulta en una preparacion antibiotica eficaz

v posiblemente la mas utilizada en la elaboracion de diluyentes seminales (Watsoni, 1979).

Crioprotector. La adicion de glicerol a los medios extensores reduce sustancialmente los dafios
de la criopreservacion, en tanto que, esa adicion y su remocion también causan alteraciones a las
células espermaticas (Fahy, 1986; Parks y Graham, 1992: Gao et al, 1993 : Watson,1995: Rota,
1998). El glicerol es osméticamente activo y su adicion temporal causa cambios en el volumen y
pérdida de agua de la célula El glicerol altera las propiedades coagulativas del agua,
disminuyendo el punto de congelacion proporcionando un tiempo mayor para la salida de agua
de la célula antes de la congelacién y formacion de cristales de hielo, que pueden modificar los

organelos intracelulares (Hammerstedt et al..1990; Watson, 1995)

Los crioprotectores incluidos el glicerol, causan inicialmente una deshidratacion celular

induciendo la salida de agua Inicialmente se pensaba que el glicerol penetraba lentamente a

través de las membranas permeables, por consecuencia, era necesario un tiempo de equilibrio
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relativamente largo, para que ese compuesto ejerciera sus efectos antes de la congelacién., se
postula la idea de que el glicerol penetra la célula rapidamente y un tiempo de equilibrio no es

necesario (Watson, 1995).

Desde que Polge et al. (1949) demostraron la eficacia del glicerol como crioprotector universal,
ésta sustancia ha sido utilizada ampliamente. Durante el procesamiento del semen ocurren
cambios bruscos de agua y del crioprotector en las células espermaticas, siendo posible que
ocurran inclusive movimientos similares en cada subcompartimiento celular (Hammerstedt et
al.. 1990). El movimiento de agua a través de las membranas es influenciado por: la existencia de
defectos en la membrana (Verkman y Masur, 1998), la composicion lipidica v las preferencias de

fase de los distintos lipidos (Carruthers y Melchior, 1988).

Pefia et al., (1998), también verificaron que la temperatura de glicerolizacion no afecté la
calidad espermatica post-descongelacién, por lo tanto, observaron que tanto la motilidad post-
descongelaciéon como la integridad del acrosoma, fueron superiores después del uso de un medio

diluyente que contenia 8% de glicerol comparado con 2.4 y 6%.

Enfriamiento

Los primeros cambios en la temperatura durante el proceso de criopreservacion, esto es, durante
el enfriamiento, son conocidos por alterar las propiedades fisicas de todas las membranas
celulares (Hammerstedt et al., 1990). Hasta ahora no esta totalmente esclarecido, pero al parecer
hay una reaccion de relacion lipidico-proteica que provoca la pérdidad de la permeabilidad
selectiva, que una de las caracteristicas de las membranas bioldgicas (Hammerstedt et al., 1990;

Watson, 1995).
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Las proteinas integrales de la membrana se encuentran entre los lipidos, una modificacién de los
lipidos puede alterar la posicion y funcién de las proteinas, como un canal proteico para iones
(Watson. 2000). Por ejemplo, el flujo de calcio a través de la membrana sometida a refrigeracion,
tiene serias consecuencias para la funcion celular. La regulacién de calcio es esencial para el
control de la capacitacién (Dragileva et al., 1999, Parrish et al., 1999). Caracteristicas semejantes
a la capacitacién (hiperactivacién) son observadas en los espermatozoides congelados y
descongelados de varias especies (Rota, 1998; Bailey et al., 2000), puede provocar la regulacién
de calcio en las células sometidas al descenso de temperatura. La prevencion de la alteracion
entre los lipidos y proteinas por tasas de refrigeracion mas lenta o dilucion de células
espermaticas en medios extensores pueden ser infructiferas. Cabe la posibilidad de que
elementos del citoesqueleto de las células puedan ser sensibles a la fusién desorganizada de las

membranas celulares, después de la criopreservacion (Watson, 2000).

Varios periodos de refrigeracion y equilibrio (de 45 minutos a 5 horas) han sido descritos para
los canideos (Fontbonne y Badinand, 1993: Silva et al., 1996). De acuerdo con Watson (1979) y
Jasko (1994). antes de la congelacion. los espermatozoides deben permanecer un determinado
periodo de tiempo a una temperatura de equilibrio, para que se lleve a cabo la disminucién del
metabolismo espermatico y para que inicien las interacciones con los componentes del medio
diluyente antes del estrés por congelamiento, disminuyendo de esa forma los riesgos de un

choque térmico.

Congelacién

Desde que el crioprotector es adicionado y equilibrado, el semen diluido es envasado y la

congelacién se inicia. Las tasas de congelacién varian de acuerdo a la especie y el método de
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almacenamiento. La congelacion se inicia hasta disminuir la temperatura de 5 a 15 C°, que
corresponde a un super-enfriamiento, definido por el inicio de la formacién de cristales de hielo
en la solucion que rodea a las células, mientras que los componentes celulares permanecen
descongelados. Probablemente, los poros de la membrana plasmatica son pequefios para la
difusion de cristales de hielo, por ese motivo, la formacion de cristales de hielo en esa fase son
bloqueados (Hammestedt et al, 1990). El agua enfriada intracelularmente, debido a una
diferencia en el potencial quimico, con el agua extracelular, favorece la salida de agua de la
célula que se congela externamente. Como la temperatura continua disminuyendo, el agua
extracelular ya se encuentra congelada, la célula expuesta a condiciones hiperténicas y a altas
concentraciones de sales extracelularmente, causando aun mas la salida de agua. Los
movimientos del agua hacia afuera de la célula disminuyen la posibilidad de formacion de
cristales de hielo dentro de la célula. Por lo tanto, una tasa de congelacion se torna importante en

el control de la formacién de cristales de hielo intracelular (Mazur, 1984).

Descongelacién

Durante la descongelacién, los procesos anteriormente mencionados ocurren de forma inversa, el
ingreso de agua ocurre al interior de la célula. La descongelacion de los cristales de hielo
intracelulares (pequefios la mayoria de las veces) presentan una tendencia a agregarse para la
formacion de cristales de hielo mayores (recristalizacion). Las células deben, por lo tanto, ser
descongeladas de una manera rapida capaz de prevenir |a recristalizacion y las consecuentes
alteraciones de membrana, pero no tan rapida de tal manera que el ingreso de agua provoque
alteraciones a las membranas celulares. La remocién de los crioprotectores inmediatamente
posterior a la descongelacion es aconsejada debido a la toxicidad del crioprotector sobre las

células espermaticas y la temperatura de descongelacion. La remocion del crioprotector también
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devuelve a la solucién las condiciones isoténicas requeridas para la funcion espermatica (Fahy,

1986).

El beneficio de tasas de congelaciones rapidas o lentas en la calidad espermatica canina no esta
claro. Varios autores han sugerido que la descongelacién de semen canino a altas temperaturas
con periodos cortos de exposicién proporciona mejores resultados de viabilidad y fertilidad; este
factor se debe probablemente a la disminucién de riesgos de recristalizacion de microcristales
intracelulares que pueden ocurrir durante una descongelacion lenta (Olar, 1989; Ivanova-

Kicheva et al.. 1995; Peila, 1998).
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OBJETIVO
Evaluar el efecto del lavado del plasma seminal en el semen fresco de perro por centrifugacion,

sobre la motilidad progresiva de los espermatozoides después de la congelacion.
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MATERIAL Y METODOS

Localizacién
Este trabajo se realizd en un consultorio veterinario, ubicado en Villa de las Flores, Coacalco.
Estado de México y en el Laboratorio de Reproduccion de la Facultad de Estudios Superiores

Cuautitlan, ubicada en el km 2.5 de la carretera Cuautitlan — Teoloyucan, Estado de México.

Animales
Se utilizaron 6 machos caninos, clinicamente sanos. de entre 2 y 5 afios de edad: 4 animales
pertenecfan a la raza Pastor Aleman, 1 Bull-Terrier y 1 canino de raza indefinida. Se obtuvieron

3 eyaculados por perro.

Preparacion del dilu.yente

Se preparo el diluyente de Andersen (Sorribas, 1999)

TRIS (hidrximetil-metilamina) ... 29g
Fructosa............ccccooveiiiiie

Acido citrico....

Agua destilada.
GlCerol........cooooeeee e
Yemadehuevo.............oooooevevecioinie, 20% vlv
Sulfato de estreptomicina...................... 100 mg
Bencilpenicilina sédica cristalina... .......... 100,000 Ul

La solucion base de TRIS con glicerol se prepard en una probeta y se almacen6 en tubos para
congelarse. cada tubo contenia 8 mL. Justo antes de cada recolecciéon de semen la solucién se
descongel6 a una temperatura de 37 ° C.. por otro lado una yema de huevo se separd de la claray

se colocd en un vaso de precipitado donde se removid vigorosamente con un bastoncillo de
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niumero de cabezas de espermatozoides que se unen a los globulos de la yema de huevo. A
continuacion se agregd un 20% de yema de huevo (2 mL) al tubo que contenia la solucion de
TRIS, la cual se homogeniz6 bien y se calenté de igual forma a 37° C. (England and Harvey,

2000).

Recoleccién del semen

El semen fue recolectado en el hogar del propietario del perro. El eyaculado fue colectado por
estimulacién manual sin presencia de una hembra en estro. segin la técnica descrita por Lacroix
(1990). El semen se recolecté por medio de la técnica manual aplicando un masaje suave con la
mano enguantada sobre el prepucio hasta que el bulbo peneano empez6 a aumentar de tamafio.
posteriormente se descorrié el prepucio para dejar expuesto el pene y el bulbo, se giré el pene
180 grados hacia atras, aplicando estimulos pulsatiles alrededor y por detras del bulbo peneano
con el objeto de simular el abotonamiento que ocurre en una monta natural, el pene se dirigio

hacia el recipiente colector tomandose la segunda fraccion rica en espermatozoides.

Evaluacién de motilidad

Para determinar la motilidad se realiz6 una dilucion isoténica conteniendo 2.9 g de citrato de
sodio y aforando con agua destilada a 100 ml en una probeta graduada, teniendo asi una solucién
al 2.9%.

Posteriormente se tomé una muestra del eyaculado de 0.1 mL y se agregd a un tubo de ensayo
con 9.9 mL de la solucién de citrato de sodio al 2.9%, teniendo asi un volumen total de 10 mL.
Estos tubos fueron mantenidos a una temperatura de 37 C en baiio maria, con la finalidad de

evitar el choque térmico. De estos tubos se tomd una gota y se colocéd en un portaobjetos tibio
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que se encontraba en una platina térmica; posteriormente se evalud esta muestra al microscopio

en un aumento de 10x, expresando el resultado en porcentaje utilizando multiplos de 10.

Evaluacion de morfologia

Utilizando espermatozoides fijados y teflidos se realizo un frotis, el cual fue examinado al
microscopio con objetivo de 100 aumentos. Se examinaron 100 espermatozoides que se
clasificaron como: espermatozoides normales; espermatozoides con anomalias primarias y

espermatozoides con anomalias secundarias (England, 1993)

Procesamiento del semen

Después de obtener el eyaculado, fue dividido en dos partes iguales y estas fueron colocadas en

dos tubos de ensayo.

El contenido del primer tubo fue diluido con el diluyente de Andersen en una proporcion de 1:1.
El contenido del segundo tubo fue centrifugado a 800 x g durante 15 minutos, al cual
posteriormente le fue retirado el sobrenadante y el paquete de espermatozoides fue diluido con el
diluyente de Andersen en proporcion de 1:1 de acuerdo a la cantidad inicial del eyaculado (antes

de la centrifugacion).

Enfriamiento y equilibrado

Después de la dilucion, se introdujeron ambos tubos en un vaso de precipitados con agua a 35°

C, a continuacion se colocd el vaso de precipitados en una nevera a 5° C durante 2 horas. En este

48



tiempo el semen se enfri6 hasta los 5° C y el glicerol penetré a través de la membrana del

espermatozoide (England, 2000).

Envasado

Pasadas las dos horas en las que se produjeron el enfriamiento y el equilibrado, se removié el
semen con suavidad y se colocaron inmediatamente en pajillas de plastico de 0.5 mL (se
obtuvieron 5 pajillas de semen sin centrifugar y 5 pajillas de semen centrifugado por eyaculado
de cada perro) las cuales se llenaron por aspiracion, dejando un espacio de aire para que el semen
pueda expandirse sin daiiar el envase cuando se congela. Una vez llenas, las pajillas se sellaron
con alcohol polivinilico. Cuando las pajillas estuvieron llenas se colocaron en govelets de
plastico bajo el efecto de los vapores del nitrogeno liquido, después de 15 minutos se
sumergieron en el nitrégeno liquido a una temperatura de -196° C (England, 2000). Como se
obtuvieron tres eyaculados por perro dejando pasar minimo una semana de tiempo entre
obtenciones. al final obtuvimos 15 pajillas de semen centrifugado y 15 de semen sin centrifugar
de cada perro, teniendo un total final de 90 pajillas de semen centrifugado y 90 pajillas de semen

sin centrifugar, obtenidas de los seis animales.

Descongelacién

Un mes después del proceso las pajillas se descongelaron en un bafio Maria a una temperatura de
37 a40° C durante 1 minuto. La pajilla se corté por el extremo sellado y se vacié el contenido en
un tubo de ensayo al cual se le agreg6 0.5 mL. de solucién de citrato de sodio, y permanecio en
bafio maria por 10 minutos. Posteriormente se colocd una gota en un portaobjetos previamente

calentado para proceder a la valoracion de motilidad (England, 2000).
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Tratamientos

1. Eyaculado --—- Centrifugacion --- Dilucién --- Congelacion --- descongelacion

2. Eyaculado --- Dilucion --- Congelacion --- descongelacion

Analisis de covarianza

Los datos se evaluaron estadisticamente mediante analisis de varianza con covariable (Snedecor

y Cochran (1971). utilizando el programa estadistico SAS con el siguiente modelo:

Motilidad Progresiva 1)K = W + Tratt+Perroj + B (Vn-Vii)+f,(Cn-Cii)
+ B 3(MPn — MPii) + B 4 (Nn - Nfi) + Bs (PrRn — PRii ) + 86 (Sn — Sfi) + EijK

Donde:
M = Media poblacional constante.

Tratu = es el efecto del iésimo tratamiento (1,2).

Perro j = es el efecto del iésimo perro analizado como bloque.

B1(Vn—Vii)= esel volumen del semen fresco utilizado como covariable.
B2(Cn—Cii)= eslaconcentracion del semen fresco utilizado como covariable.

B 3 (MPn — MPii) = es la motilidad progresiva del semen fresco utilizada como covariable.

B 4(Nn — Nifi) = son los espermatozoides normales del semen fresco utilizadas como
covariable.

Bs (PrRn—PRii ) = son los espermatozoides con anomalias primarias del semen fresco
utilizadas como covariable.

B¢ (Sn —Sii) = son los espermatozoides con anomalias secundarias del semen fresco
utilizadas como covariable.

‘E1JK = es el error aleatorio asociado a cada observacion
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RESULTADOS

En el cuadro 5, aparecen los cuadrados medios del analisis de covarianza y se aprecia que los

efectos significativos estuvieron en los siguientes factores:

* (P<0.0001): la covariable de anormalidades primarias ** (P<0.03).

El perro analizado como bloque

Cuadro 5. Cuadrados Medios del Anilisis de Covarianza para Semen Canino Congelado
en un Diluyente a Base de TRIS con y sin Centrifugacién.

Fuente de variacién gl | Cuadrado Medio | F | Probabilidad
Tratamiento 1 25.00 1.13 0.29
Perro (Bloque) 5 225.00 10.13| 0.0001*
Volumen seminal (covariable) 1 18.93 085 |. 036
Concentracién espermadtica (covariable) 1 9.49 0.43 0.51
Motilidad progresiva semen fresco (covariable) | 1 66.77 3.01 0.09
Espermatozoides normales (covariable) 1 0.05 0.00 0.96
Anomalias primarias (covariable) 1 117.21 5.28 0.03**
Anomalias secundarias (covariable) 1 1.72 0.08 0.78
Error 23 22.20 - -

En el cuadro 6. se presentan los promedios para la motilidad progresiva y la recuperacién de la

motilidad progresiva de los espermatozoides y se observa que no existieron diferencias

significativas.

Cuadro 6. Medias Minimo Cuadriticas para Motilidad Progresiva en Semen de Canino
Congelado en un Medio a Base de TRIS.

Tratamiento Motilidad Progresiva Recuperacién de
Y% MotilidadProgresiva %

Centrifugado 16.66 £ 1.73 2321 £ 1.56

Sin Centrifugar 1500 £+ 173 2093 £ 1.56

No se encontraron diferencias significativas P > 0.05
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En la grafica 1 se representan los valores obtenidos de las medias generales para las

caracteristicas del semen fresco de los caninos utilizados.

Gréfica 1. Medias Generales de las Caracteristicas del semen fresco
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DISCUSION

Cada vez es més frecuente el encontrarse en los consultorios pacientes caninos masculinos que
llegan para resolverles problemas reproductivos y en muchos de los casos se requiere aplicar
técnicas de reproduccién asistida, por lo que la centrifugacion es un paso comiin en la
manipulacién de suspensiones espermaticas. El semen canino es centrifugado para remover el
fluiddo prostatico, y es uno de los pasos en el proceso de congelacién, de tal manera que el
proceso de centrifugaciéon puede daflar al espermatozoide y consecuentemente influenciar su
capacidad de fertilizacién, especialmente después de la criopreservacién. (Sharma et al, 1997 y

Katkov et al, 1998)

El uso limitado de semen congelado en los caninos, se debe principalmente a los bajos indices de
fertilidad presentados (England. 1993). La mayoria de los investigadores han congelado semen
canino, utilizando la metodologia descrita para otras especies, en el caso de este trabajo se
realiz6 lo mismo con la finalidad de iniciar una linea de trabajo con semen de perro, y se eligié la
variable de centrifugacién. Esos estudios han demostrado que el semen congelado canino es de
baja calidad, con tasas de concepcion inferiores a las de otras especies. De acuerdo con
Concannon y Battista (1989) y Silva y Verstegen (1996) la baja fertilidad del semen congelado
canino se debe principalmente a su baja viabilidad post-descongelacién para fertilizar ovocitos,
lo cual coincide con lo obtenido en este trabajo. Por lo cual aparte de mejorar la calidad del
semen, se requiere mejorar la identificacion del momento ideal de la ovulacién en las hembras y

el lugar de depésito del semen en el tracto genital femenino.

Es bien conocido que los espermatozoides de raton, rata y humano son muy sensibles a las
fuerzas de centrifugacion y que este procedimiento podria provocar una considerable pérdida de

motilidad (Alvarez et al, 1993 y Sharma et al, 1997) y provocar dafio estructural de la membrana
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y del acrosoma ( Coetzee et al. 1992). El espermatozoide equino y bovino son menos sensibles a
este procedimiento, indicando que la especificidad de especie es muy importante con respecto al
dafio del espermatozoide por centrifugacion, en este caso y en base a los resultados obtenidos, se
puede decir que los espermatozoides de caninos, se sitian dentro del grupo de espermatozoides

no sensibles a la manipulacion (Pickett, 1975 y Rijsselaere et al, 2002).

En el presente trabajo la motilidad progresiva no presenté diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos con semen centrifugado y sin centrifugar, esto no coincide con Lopez y Papa,
(1998) quienes si encontraron mejoria en el semen centrifugado y contrasta con lo reportado por
Alvarez et. al.(1993), quién reporté pérdida casi completa de la motilidad del espermatozoide
humano 48 horas después de una centrifugacién a 600 x g por 8 minutos, el efecto no fue
inmediato a la centrifugacion, indicando que este procedimiento causd dafio subletal, que a
menudo provoca una disminucion lenta a largo plazo durante la congelacion de la proporcién de
células moviles. Sin embargo aunque los espermatozoides no se murieron en su totalidad con la

centrifugacion, es evidente que el proceso de congelacion los dafio severamente.

Katkov y Mazur,(1998) mencionan que en estudios de centrifugacién a 200, 400, 600 y 800 x g
por 5. 10 y 15 minutos. valoraron el numero de células, el numero de células moviles, porcentaje
de motilidad y longevidad. La centrifugacién a 200 y 400 x g por un tiempo corto (5 min.) causa
solo una pérdida pequefia en la motilidad inmediatamente 6 2.5 horas después, pero la
centrifugacién a 600 y 800 x g por 15 minutos produjo una disminucién cinco veces mayor, lo
que sugiere que velocidades menores conservan mejor a los espermatozoides. En el presente

trabajo se utilizaron 800 x g. durante 15 minutos. lo cual es dafiino para las células espermaticas.
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La adicion de Diluyente TRIS - yema de huevo mejora significativamente la longevidad
espermatica y el porcentaje de espermatozoides con membrana intacta (Rota et al, 1995).
Particularmente la adicion de yema de huevo tiene un efecto benéfico en la preservacién de

motilidad espermatica y podria tener efectos de resistencia al estrés (Iguer-ouada, 2001).

La centrifugacion debilita la membrana afectando la barrera de permeabilidad (Alvarez et al,
1993). Hasta ahora no est4 definida una explicacion para este efecto, ha sido postulado que el
dafio al espermatozoide es causado por la exposicién a especies reactivas de oxigeno (ROS) , la
centrifugacion incrementa la formacion en semen del ROS de manera que niveles altos de ROS
estan asociados con el dafio a la membrana espermatica por causa de peroxidacion lipidica
espontanea, la cual puede alterar la funcion espermdtica, el espermatozoide tiene su principal
proceso metabdlico para producir energia en la degradacion de la fructuosa, lo cual implica un
mecanismo bioquimico de anaerobiosis, al liberarse en el medio oxigeno por la centrifugacion, el
medio se vuelve aerobico y se modifica la fisiologia espermatica (Shekarriz et al, 1995 Garner y

Hafez. 2002).
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CONCLUSIONES

El semen canino puede ser centrifugado a 800 x g (1500 rpm) durante 15 minutos sin afectar

considerablemente la motilidad espermatica.

La congelacién a -196° C y la posterior descongelacién, redujo drasticamente la motilidad del

semen de perros.

El semen canino congelado, redujo su motilidad considerablemente, por lo que éste no es qtil

para su aplicacidn en la inseminacion artificial.
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