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Muerte y vida, existencia y no existencia,

éxito y fracaso, holgura y pobreza,

virtud y vicio, sabiduria e ignorancia,

alabanza y vituperio, sed y hambre,

calor y frio, se suceden,

se transforman sin cesar y conforman el destino.
Dias y noches se suceden también

sin que pueda saberse desde cuando.

Pero todos estos acontecimientos no deben perturbar
el cuerpo ni el espiritu:

basta con mantener la calma dia a dia,

con vivir en paz con los otros,

con adaptarse a las circunstancias, para asi,
desarrollar los dones naturales.

Zhuang Zi
Palabras del Tao.
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INTRODUCCION

La criopreservacion del semen de perro es una herramienta util que permite
el almacenamiento de material genético por periodos de tiempo ilimitado, es por
ello que se han desarrollado diversos protocolos para lograr la preservacion de
semen de perro.®? En la Ultima década, ha existido un creciente interés en el
desarrollo de nuevos procesos de criopreservacion para el semen del perro
doméstico, debido a que con la inseminacién intrauterina se han obtenido mejores
tasas de fertilizacion, que al realizarlo por via vaginal (método tradicional) %

Los ingredientes utilizados para la preservacion de semen de perro se han
clasificado en naturales y sintéticos; en el caso de los naturales se encuentran: el
agua de coco, leche descremada, yema de huevo, entre otros; dentro de los
sintéticos estan: el hidroximetil amino-metano TRIS, glucosa, fructosa, acido
citrico, el acido N-2-Hidroximetilpiperazina-N-2-etanosulféonico (HEPES), 3-N-
morfolino, acido propano sulfénico (MOPS), y el glicerol. *'° Tradicionalmente los
diluyentes a base de lactosa y yema de huevo, son los mas utilizados para la
criopreservacion de semen de perro?3° ademas de que se utilizan ampliamente
en otras especies como: el bovino®, el equino™ y el suino®, diluyentes a los cuales
se agregan ademas diferentes porcentajes de glicerol, carbohidratos u otras
sustancias para aumentar la vida fértil de los espermatozoides.?

Recientemente se ha observado que la adicion de aditivos con efecto antioxidante
a los diluyentes utilizados para la criopreservacion, mejora significativamente el
numero de células espermaticas vivas #. Dentro de los ingredientes utilizados se

encuentra la vitamina E, la cual en combinacidn con el selenio actian con un



efecto clave en la calidad del semen; se ha visto que en especial el selenio juega
un papel importante en una adecuada movilidad y morfologia del
espermatozoide?®®. En el cerdo se ha observado un incremento en la calidad del
semen cuando se afiaden acidos grasos Omega 3 y 6 en la dieta®, ya que estos
acidos grasos son componentes importantes de los fosfolipidos de la membrana
de los espermatozoides, siendo el acido linoléico, el que se encuentra en mayor
cantidad en la mayoria de los mamiferos.?

Se conoce que el acido alfa-linolénico, precursor del Omega 3, y el acido
linoléico del cual se deriva el Omega 6, se integran otorgando estabilidad a la
membrana y mantienen la movilidad espermatica y la apariencia normal del
acrosoma.?® No existen estudios sobre la aplicaciéon de los acidos grasos Omegas
3 y 6 directamente en el diluyente destinado a la criopreservacion del semen de
perro.

Por tal motivo, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
adicion de los acidos grasos Omega 3 y 6, a un diluyente para la criopreservacion

de semen de perro.



RESUMEN

MARIN CABALLERO LUIS EDUARDO. EFECTO DE LA PRESENCIA DE
ACIDOS GRASOS OMEGA 3 Y 6 EN UN DILUYENTE PARA LA
CRIOPRESERVACION DE SEMEN EN EL PERRO DOMESTICO Bajo la
supervision del MVZ. MPA. Juan Alberto Balcazar Sanchez, Dr. Antonio
Porras Almeraya).

Se utilizaron cinco perros adultos de entre 2 y 5 afios de edad clinicamente sanos
sin importar su raza, los cuales se colectaron por método manual con ayuda de un
cono de latex. En cada eyaculado se evalud: el volumen, la concentracion
espermatica, movilidad progresiva y morfologia. Cada eyaculado se dividié en dos
partes iguales, una parte se diluyd en: Lactosa y yema de huevo enriquecida con
acidos grasos en proporciones de (8.1mg) de Omega 3y (4.1mg) de Omega 6 por
ml., diluyente "A" y la otra parte en: Lactosa y yema de huevo sin acidos grasos
omega 3 y 6, diluyente "B"; de manera que al obtener una dilucion final y esta
fuese congelada. Posteriormente se pudo evaluar la movilidad espermatica
postdescongelamiento. El método de congelacién utilizado fue el de en forma de
pellet. Para este fin el semen se congelo utilizando una placa de 5 kg de hielo
seco a -79°C, y nitrogeno liquido a -196°C. Para la evaluacion de la recuperacion
espermatica después de la congelacidon se utilizaron tres muestras (pellets) por
eyaculado de cada uno de los diluyentes; estos fueron colocados en viales de
cristal color ambar, conteniendo cada uno 0.15ml de solucion salina fisioldgica,
mantenidos a 37°C en bafio Maria durante 15 segundos. Se realizaron
grabaciones de las muestras previamente descongeladas y se proyectaron a
expertos en el area de reproduccion, a fin de obtener una evaluacion final del

proyecto con ayuda de formatos para registros. Mediante una prueba estadistica

no parametrica utilizando muestras relacionadas, se evaluaron los resultados de la



recuperacion espermatica y se encontrd diferencia significativa P= 0.042 entre
ambos diluyentes, siendo superior la movilidad espermatica postdescongelamiento
del semen diluido en el medio "A", que en el medio "B". Concluyendo de esta
forma que bajo las condiciones referidas, se mantiene una buena movilidad
espermatica postdescongelamiento en el diluyente que contiene Lactosa y yema
de huevo enriquecida con acidos grasos omega 3 y 6 al congelar semen de perro
en forma de pellet, en comparacion a la movilidad espermatica con el diluyente

que no contiene acidos grasos omega 3y 6.



REVISION DE LITERATURA

CRIOPRESERVACION

La técnica de criopreservacion del semen tiene como finalidad la
preservacion de las células espermaticas por debajo de -196°C, y que al momento
de su descongelacion contintien viables con la capacidad de fertilizar*’. Sin
embargo, estos resultados estan influenciados por diversos factores, tales como:
edad, condicién corporal, condiciones y métodos de coleccion, curva de
enfriamiento, técnica de empacado y método de descongelado, en el cual
aproximadamente un 50% de los espermatozoides muere®>*
COLECCION DE SEMEN

En perros el método de coleccion mas utilizado para el cual se utiliza un
cono de latex, en el que se adapta un tubo de vidrio estéril en uno de sus
extremos®. El cono de latex, es una imitacion de la vagina de la hembra, la
presion y masaje en el bulbo y glande es dada por la mano del operador; al inicio
solo se requiere de un ligero masaje en el bulbo aproximadamente de 5 a 8
segundos, el desenvaine del pene se da con ayuda del cono de latex. Este es un
método rapido, limpio y facil de realizar, siendo la primera fraccion del eyaculado
la de mayor volumen y mejor concentracion espermatica’?. Se recomienda que al
momento de la coleccidn, el eyaculado sea cubierto de los rayos de luz, y la
temperatura se mantenga entre 35-37°C, esto con el fin de evitar un choque por
frio en los espermatozoides, y que repercuta en un decremento de la tasa de
supervivencia espermatica postdescongelamiento'>,

EVALUACION DEL SEMEN



La evaluacion del semen se realiza con el fin de valorar la viabilidad
espermatica y predecir asi la fertilidad del macho®. Es por ello que una vez
colectado el semen, se debe determinar cuidadosamente tanto la cantidad como la
calidad del eyaculado™, esto va a depender de algunos factores, tales como: la
edad, estado de salud y condicidn corporal, libido, nivel de estrés y si existe la
presencia de alguna hembra en celo. La calidad del eyaculado se evalua mediante
las caracteristicas espermaticas de movilidad, morfologia y concentracion'??,
Ademas hay que tomar en cuenta otras caracteristicas como son el volumen,
color, olor y pH, las cuales se evaluan inmediatamente después de la coleccion.
COLOR DEL SEMEN

Es el primer aspecto que se valora pues se realiza inmediatamente después
de la coleccion del semen, en el mismo recipiente en el que fue colectado'; el
color debe ser blanco-lechoso.'>'® La coloracién opaca es indicativa de una alta
concentracion de espermatozoides, mientras que muestras translucidas contienen
pocos espermatozoides. Por otra parte, un color amarillo es indicativo de
contaminacion por orina al momento de la coleccion; el color rosaceo o gris son
indicativos de la presencia de sangre por lesiones en pene y prepucio. Otros
colores que se presenten son debidos a contaminaciones por infecciones del

sistema urinario o reproductor?.

VOLUMEN DEL EYACULADO
El volumen también se mide directamente en el tubo en que se colecto el

semen, por lo que este debera estar graduado para facilitar su determinacion.



Por el método de coleccion manual, el volumen de eyaculado de semen en el
perro se encuentra en un rango de aproximadamente 1-20ml, aunque varia
dependiendo de la raza y la talla del animal; asi como de la edad, frecuencia de
coleccion, condicién corporal del animal, y habilidad del operador'**.

MOVILIDAD INDIVIDUAL

Es una de las pruebas mas extensamente utilizadas para la determinacion
de la calidad del semen®, se realiza observando al microscopio la movilidad
individual progresiva de los espermatozoides contenidos en una muestra. Para su
observacion, se coloca una gota sin diluir sobre un portaobjetos, limpio y seco,
previamente calentado a una temperatura de 37°C, se le coloca un cubreobjetos y
es observado al microscopio éptico con el objetivo de 10x.
VIGOR ESPERMATICO

La estimacion dada como “vigor”’, se define como la tasa de movimiento
espermatico, es considerada subjetiva y se realiza con calificaciones que van de 0
a 5, de las cuales las muestras con valor de 4-5 son consideradas para
congelacion e inseminacion artificial, mientras que las de valor 3 6 menos no se
recomiendan para la criopreservacion'?, ya que pueden presentar una viabilidad
menor en caso de ser utilizados para congelacion en pellets o en pajillas'3°. A
continuacion se presenta un cuadro con las diferentes clasificaciones de vigor

espermatico.

TABLA DE CLASIFICACION.
Vigor Equivalencia Espermatozoides

activos %



0 Muerto 0

1 Muy pobre Alrededor del 10%
2 Pobre 20 - 40%

3 Regular 45 - 65%

4 Bueno 70 - 85%

5 Muy bueno 90%

Cuadro 1. Clasificaciones de vigor espermatico.

Por otra parte otro parametro que se evalua es el movimiento linéal
progresivo que presentan los espermatozoides, tanto antes, como después de
congelado; esta valoracion es muy importante sobre todo cuando el semen va a
ser utilizado en programas de inseminacion artificial.

Los espermatozoides pueden tener los siguientes tipos de movimientos:

1.- Movimiento lineal progresivo
2.- Movimiento circular o rotatorio
3.- Movimiento oscilatorio o convulsivo, sin progresion, ni cambio de posicién 122829

La velocidad y tipo de movimiento de los espermatozoides, puede variar por
factores como: el método de coleccion del semen, los factores ambientales, el
intervalo entre colecciones, el manejo del semen después de la colecta y por
variaciones propias del semental. La determinacién de la movilidad es un método
relativamente sencillo para conocer la calidad del semen.

En el caso de la congelacion del semen la movilidad de los
espermatozoides del eyaculado o de la suspension diluida se valora en varios
campos en el microscopio o6ptico, utilizando una muestra mantenida a 37°C

durante todo el procedimiento.



La movilidad individual se valora generalmente en porcentaje de (0-100%).
Para la inseminacion artificial solo deben usarse aquellos eyaculados que
presenten altas proporciones de espermatozoides con una movilidad progresiva
mayor al 85% 22829
CONCENTRACION ESPERMATICA

La concentracion espermatica es el numero de espermatozoides por unidad
de volumen de un eyaculado expresado en ml, de esta depende directamente el
grado de dilucion del mismo, en caso de utilizar el semen para inseminacién o
congelacion '>*. En el perro la concentracién normal es de 100 - 500 millones de
espermatozoides por mililitro™ 2,

El calculo de la concentracion puede realizarse mediante la ayuda de un
hematocitometro, colorimetro o contador electrénico de particulas, aunque cada
método varia en rapidez'>*®. En cuanto a la valoracion de la concentraciéon basada
en la consistencia o apariencia del semen los valores obtenidos dependen de los
constituyentes del mismo, (espermatozoides y plasma seminal). Por su parte el
método del colorimetro es rapido y seguro, se basa en la cantidad de luz que pasa
a través de la muestra, sin embargo resulta caro y poco practico para utilizarse
como técnica de campo.

En comparacién con los métodos anteriores, aunque el método de
hemocitometria es lento tiene la ventaja de ser; cuantifica el numero de
espermatozoides en una muestra de tamafo definido, para posteriormente
calcular el total del eyaculado'. Este es barato y de facil adquisicion y permite la
evaluacion del semen realizando diferentes diluciones, para ello se requiere de

cualquier solucién que inmovilice rapidamente a los espermatozoides para su



conteo'®?', de manera rutinaria se puede utilizar una solucion de fuscina, en una

dilucién 1:200 (semen:solucion).

MORFOLOGIA DE LOS ESPERMATOZOIDES

El examen morfolégico es una prueba que se recomienda realizar en
cualquier programa o examen reproductivo general. Normalmente, cada eyaculado
contiene una proporcion de espermatozoides anormales, sin embargo si esta
proporcién es alta (mayor al 20%) la fertilidad del semen colectado disminuye'*3°.

La determinacion de anormalidades espermaticas es realizada con ayuda de un

frotis del semen tefiido con varios colorantes, siendo el mas utilizado la tincién

eosina-nigrosina. Esta tincidn permite observar, ademas de espermatozoides vivos

y muertos, a todas aquellas células que presenten anormalidad como:

espermatozoides decapitados, macrocefalicos, microcefalicos, cola enroscada,

cabeza alargada, colas dobles, sueltas o fracturadas y con acrosomas anormales.

Las anormalidades pueden ser consideradas primarias o secundarias, de las

cuales, las primarias se deben a fallas producidas durante la espermatogénesis,

en tanto que las secundarias ocurren durante el paso de los espermatozoides por
el epididimo o por mal manejado del eyaculado..

DILUCION DEL SEMEN
Esta se realiza por razones técnicas 6 biologicas.

A) Razones técnicas: Las razones técnicas para realizar la dilucion del semen, se
emplean en inseminaciones artificiales ya con ello los sementales de gran valor
tanto econdmico como genético pueden utilizarse para inseminar a muchas
mas hembras que las que podria cubrir por monta natural. Sin embargo al

utilizar la técnica de inseminacion artificial, tanto el volumen, como el nidmero



de espermatozoides que contiene una dosis (pellet) se reduce al minimo esto

es 200 millones de espermatozoides por ml, para inseminacién intrauterina en

perros.

B) Razones biologicas: Las razones biologicas de la dilucion consisten en
proporcionar nutrientes a los espermatozoides, un medio que evite los cambios
de pH, que proporcione un ambiente isotonico y que ademas los proteja del
choque térmico por frio al momento de refrigerar y posteriormente congelar el
semen 812
Para la dilucién del semen de perro se han desarrollado varios diluyentes en

los que se incluyen amortiguadores sintéticos combinados con azucares, yema de

huevo, leche, glicerol y otras sustancias'?*°.

Por su origen, los ingredientes utilizados como componentes de los diluyentes
se han agrupado en naturales y sintéticos; mientras que por la funcion que realiza
en el diluyente pueden ser: (amortiguadores de pH, estabilizadores de membrana,
nutrientes, crioprotectores, etc).

Los amortiguadores actuan dando estabilidad a la membrana. Estos
amortiguadores mantienen la tonicidad total del diluyente, lo cual es importante
cuando el semen es almacenado por largos periodos de tiempo®2.El Tris es uno de
los amortiguadores mas utilizado y ha sido evaluado como diluyente para semen
de toro, cerdo, carnero, etc.*.

Los azucares son componentes importantes de los diluyentes, ya que
pueden actuar como fuente de energia para los espermatozoides durante su
almacenamiento, como es el caso de la glucosa y de la fructosa. Asi mismo los

azucares actuan manteniendo o incrementando la presién osmoética de manera



extracelular en el espermatozoide, lo que permite mantener la integridad de la
membrana espermatica al almacenamiento por un largo periodo®'?32,

En la composicidon normal del semen de perro, se encuentra presente la
fructosa y el acido citrico que una de sus funciones es proporcionar una fuente de
energia, aunque otras azucares como la manosa y la glucosa pueden ser
metabolizados cuando son incluidos en el diluyente.

TIPOS DE CRIOPROTECTORES

Con la finalidad de preservar por tiempos prolongados el semen de perro,
es necesario la utilizacion de un diluyente con una solucion crioprotectora; las
cuales se clasifican en: A) penetrantes y B) No penetrantes o extracelulares.*

A) Penetrantes: Son sustancias de bajo peso molecular tales como; el glicerol
(G), dimetilsulfoxido (DMSO), 1-2 propanodiol, etilenglicol (EG), propilenglicol
(PG), polietilenglicol (PEG), etanol y otros alcoholes. Todos estos compuestos
tienen la funcion de deshidratar a la célula al penetrar a ésta, dando proteccién al
citoplasma. Por tal motivo, la proteccion otorgada por estos compuestos se basa
en la restriccion de la congelacion intracelular del agua, reduciendo al minimo el
dafio celular causado por la congelacion de solutos presentes en el medio durante
el enfriamiento™.

B) No penetrantes o extracelulares: Son sustancias de peso molecular alto
como: el polivinilpirrolidona (PVP), ficoll, dextranosorbitol, (fructosa, sacarosa,
glucosa, lactosa, trealosa y rafinosa). Estos compuestos sin la necesidad de
penetrar a la célula, extraen el agua libre intracelular al utilizar diferencias de

presion osmadtica. Sin embargo, si el agua no sale lo suficientemente rapido del



espermatozoide, se da la formacidn de cristales intracelulares que pueden danar
facilmente la membrana espermatica.’

Independientemente de cual vaya a ser el crioprotector a utilizar en la
criopreservacion del semen de perro, se tomaran en cuenta ciertas propiedades
que debera cumplir el diluyente para su preparacion como: evitar cambios de pH,
osmoralidad, contener una fuente de energia, y sustancias que den proteccién a la
membrana espermatica durante el enfriamiento*?. Para esto ultimo, la yema de
huevo ha sido incluida en la elaboracién de algunos diluyentes, ya que posee una
fraccidn lipoproteica en su composicidn. Estudios recientes informan que estas
lipoproteinas se unen fuertemente a la membrana plasmatica, otorgando
proteccion a los espermatozoides contra el choque por frio.*?

El llamado choque por frio se presenta cuando se desciende la temperatura
de 30°C a 0°C. Ocacionando entre otros dafos alteraciones en la membrana,
pérdida de la movilidad, cambios en la actividad metabdlica y de la capacidad de
fecundante de los espermatozoides. Es por ello que se recomienda que el
descenso de la temperatura sea realizado lentamente. Sin embargo un
enfriamiento demasiado lento también puede inducir un estrés sobre la membrana
espermatica. Otro estrés sobre la membrana ocurre por debajo de los 0°C. Asi
otra zona critica al momento del enfriamiento se encuentra entre -15° y -25° C, ya
que a estas temperaturas se comienzan a formar cristales intracelulares de hielo,
logrando que por el mismo fendmeno de cristalizacion del agua todos los solutos
queden separados del cristal, aumentando asi la concentracion de sales en la
porcidn de agua que aun no se congela y exponiendo de esta forma a la célula al

llamado: “efecto solucion” '@,



Durante esta fase, si el tiempo de exposicion de la célula a soluciones
hipertonicas es demasiado largo, el agua se difundira hacia el exterior con la
finalidad de equilibrar la concentracién de sales tanto interna como externamente,
sucediendo asi la deshidratacion celular.*

LA LACTOSA COMO CRIOPROTECTOR

La lactosa es un disacarido formado por la unién de una glucosa y una

galactosa unidos por un enlace glicosidico (Ci2, Hz2, O11). A pesar de que no se
percibe por el sabor dulce es llamada el azlcar de la leche.

Por varios afios se ha creido que los azucares no permeables (trealosa,
lactosa, sacarosa, rafinosa) brindan un medio hipertdnico causando deshidratacion
celular antes de la congelacion *°. Este efecto osmoético disminuye el agua
intracelular congelable y en relacion a esto la cuantia del dafio producido a nivel
de la membrana espermatica por la cristalizacion del hielo®®.

Diversos protocolos han informado el efecto benéfico en la viabilidad
espermatica al descongelado de espermatozoides de carnero y equino cuando el
diluyente es suplementado con lactosa *’. Este disacarido posee un efecto
protector relacionado con el efecto osmético que produce su interaccion especifica
con la membrana espermatica *°.

Recientemente se ha informado que la adicion de lactosa mejora la
movilidad de los espermatozoides mantenidos a 37°C y que a 5°C la
supervivencia es mejor cuando azucares como la fructosa, glucosa, lactosa o

sacarosa son combinados con una simple solucion electrolitica ' 4.


http://es.wikipedia.org/wiki/Galactosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Disac?rido

Sin embargo se requieren mas estudios para determinar las relaciones
entre la temperatura de almacenamiento, curvas de equilibrio, el metabolismo y la
permeabilidad de los espermatozoides a varios azticares®.

ACIDOS GRASOS OMEGA 3 Y 6 PRESENTES EN LA YEMA DE HUEVO

Algunos otros componentes como la yema de huevo, han sido incluidos en
la elaboracién de diluyentes sintéticos con el fin de proporcionar proteccion a los
espermatozoides contra el choque por frio, propiedad que le es conferida por
poseer una fraccion fosfolipidica y una lipoprotéica en su composicion®#3*,

La fraccion lipoprotéica no dialisable de la yema de huevo proporciona la
mejor proteccion a los espermatozoides del semen de perro durante la
congelacion *%** lo que sugiere que su baja densidad es probablemente la fuente
de proteccion, ya que se unen fuertemente a la membrana plasmatica de los
espermatozoides 22%2% |||

Los acidos grasos omega , estan formados por cadenas de atomos de
carbono pares, es decir el atomo mas pequefio es el que contiene 2 carbonos y la
cadena puede prolongarse hasta 22 carbonos. Algunos de estos acidos que se
consumen de forma cotidiana ya que se encuentran presentes en semillas, aceites
vegetales e incluso en la yema del huevo. Se les considera Omega 3 6 6, debido a
la posicion de la doble ligadura dentro de la cadena carbonada contando a partir
del grupo metilo (CHa).

Estudios desarrollados en el cerdo, muestran que al agregar estos acidos
en la dieta se ven mejoras en la movilidad de los espermatozoides®. Cabe

mencionar que estos acidos son componentes importantes de los fosfolipidos de



la membrana de los espermatozoides, siendo el omega 3 el que se encuentra en
mayor cantidad®.
ESPECIES REACTIVAS DE OXIiGENO (ROS)

Los radicales libres de oxigeno causan un grave dafio al reaccionar con las
diversas biomoléculas sustrayendo electrones para lograr su estabilidad. Sus
substratos moleculares mas frecuentes son hacia los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares, nucleotidos en el ADN, proteinas y
carbohidratos ?°. Entre las especies reactivas de oxigeno, conocidas como “ROS”
por sus siglas en inglés, destacan fundamentalmente @ el anién superoxido (O>), el
hidroxilo ("OH) y el peroxido de hidrogeno (H.O,). Este ultimo es la principal
especie reactiva, y aunque no es un radical libre, es la molécula que mas se ha
involucrado en el dafio de los espermatozoides de equino’®

La reaccion de oxidacion de acidos grasos poliinsaturados se denomina
lipoperoxidacion y es generada por una reaccion en cadena®. En la célula
espermatica las ROS inducen dafio en los fosfolipidos de la membrana y en el
ADN principalmente, por lo que se les ha relacionado con la infertilidad. Ademas
se ha observado que la produccion de ROS es mayor en espermatozoides

inmaduros con retencidn citoplasmica y anormalidades morfoldgicas de la cabeza

38

PEROXIDACION LIPIDICA
Los dominios de la membrana plasmatica de la célula espermatica cumple

un papel importante en los procesos de maduracion, capacitacion y fecundacion®®,



sin embargo, las ROS pueden dafarla *%, por lo que una de las principales causas
del deterioro espermatico es el estrés oxidativo que causa la peroxidacion de los
lipidos de la membrana plasmatica, modificando su fluidez y a la permeabilidad de
la misma, lo que puede conducir al espermatozoide a un proceso de muerte
celular ®

Durante la congelacion y descongelacion se forman radicales libres con el
consecuente perjudicial de las células °.Ademas, la generacion de ROS por los
espermatozoides dafnados tiene un importante impacto sobre las células viables
restantes, ya que representan un dafo acumulativo para los espermatozoides en
almacenamiento °.

Este estrés ocasionado con la congelacién, es asociado a los cambios de
temperatura a que los espermatozoides son sometidos durante el proceso de
enfriamiento, los ingredientes del medio, los mismos crioprotectores y finalmente
el proceso de descongelacién **°. El dafio provocado por las bajas temperaturas
ocurre en la membrana plasmatica y acrosomal, en la mitocondria y en la vaina del
axonema. Generalmente, estas areas son mas sensibles que la parte locomotora
del espermatozoide*®*°.

Con base en lo anterior se puede considerar que un area prometedora de
estudio es el posible pre-tratamiento contra los procesos de peroxidacién de los
espermatozoides, asi como el medio de dilucién para proteger o conservar la
integridad de su membrana durante el proceso de congelacién y descongelacion %
ya que se sabe que los metabolitos generados por las ROS durante los procesos
oxidantes trastornan la fusién espermatozoide-ovocito, alteran la movilidad

espermatica y dafan la integridad del ADN 2.



[CONGELACION DEL SEMEN

Una criopreservacion adecuada del semen, permite hacer un uso 6ptimo de
los sementales permitiendo un mejor manejo del material genético a futuro. Es por
eso que la finalidad de preservar el semen, es detener o disminuir las reacciones
metabdlicas, prolongando asi su capacidad de fertilizacion. Este método consiste
en disminuir la temperatura del semen hasta  -196°C mediante la utilizacion de
nitrogeno liquido, ello permite que las reacciones metabdlicas de los
espermatozoides queden detenidas, y con ello la produccién de acido lactico
metabdlico por parte de ellos mismos, el cual, al acumularse en el semen, provoca
que descienda el pH, reduciendo de esta forma irreversiblemente la viabilidad de
los espermatozoides'?®. Se ha demostrado que la yema de huevo reduce la
perdida de enzimas acrosomales y previene cambios degenerativos en el mismo
durante la conservacion del semen a 4°C "4,

Ademas de la yema de huevo existen otros agentes crioprotectores como lo
son el glicerol y el dimetilsulféxido (DMSO) ya sea solo o en combinaciones, los
cuales se han clasificado como agentes penetrantes °*'. La proteccion de estos
compuestos se basa en la restriccion de la congelacién intracelular y en la
reduccion al minimo de dafo debido a los solutos concentrados en el medio
durante el enfriamiento. Se menciona ademas que el glicerol permite que la
formacion de cristales de hielo se de en forma de capas, en lugar de agujas que
provoque cortes a los espermatozoides lisandolos ocasionando su muerte'®"’.

La cantidad de glicerol necesario para proteger a los espermatozoides varia

dependiendo el método de congelacion y la composicién del diluyente, sin



embargo ya varios autores determinaron que entre el 4% y 6% son las
combinaciones mas satisfactorias'®'’

Existe una gran gama de métodos de empacado, tales como las
ampolletas, tubos de aluminio, pajillas, pellets, etc.'*'*?? | Se han informado datos
muy diversos sobre los resultados obtenidos sobre estos métodos, algunos
autores recomiendan la congelacion en paijillas *°, mientras que otros recomiendan
como mejor método a los pellets ***’. Aunque cabe mencionar que ambos
métodos tienen resultados similares de nacimientos cuando el semen es
depositado intrauterinamente #°. Debido a la dificultad que representa el inseminar
intracervicalmente con semen congelado-descongelado por la anatomia en las
perras ademas de los bajos coeficientes de fertilidad y prolificidad que esto
representa. Los programas comerciales de inseminacion artificial en perros se
vieron muy limitados durante mucho tiempo'"#?'; recientemente con el uso de la
inseminacion artificial via intrauterina por la técnica de laparoscopia, los indices de
fertilidad que eran bajos, se han visto mejorados en un 75%'"%?' Las ventajas que
se han podido obtener con el uso de la inseminacién intrauterina por medio de
laparoscopia, ha provocado que nuevamente se retome el uso de la congelacion
del semen tanto en pellets **3* como en pajillas .

DESCONGELACION DEL SEMEN

La fase de descongelacion es tan importante para la supervivencia de los
espermatozoides como la fase de enfriamiento previo a la congelacién ** Tomando
en cuenta lo anterior, el uso de la descongelacion rapida es requerida para evitar
la recristalizacion o la formacién de hielo intracelular presente en los

espermatozoides **. Como norma general se menciona que cuanto mas rapido se



congele el semen, mas rapidamente se debe descongelar a una temperatura no
inferior a los 37°C '2°32_ a descongelacion a una temperatura por arriba de los
37°C puede mejorar la recuperacion de espermatozoides viables, pero existe el
peligro de la exposicion del semen a temperaturas por encima del nivel critico, que
pueden ser fatales para los espermatozoides' ** Ademas la descongelacion
dependera mucho del método utilizado para la congelacion del semen, si la
criopreservacion fue realizada en forma de pellets, puede hacerse en solucién
salina fisiolégica (solucion de descongelacidn), o simplemente descongelarlo en
seco, utilizando tubos de vidrio mantenidos en bafio Maria'??*3? Sin embargo debe
advertirse que aunque la solucién provee efectos benéficos sobre la recuperacion
de los espermatozoides, puede no ser el medio optimo, para el mantenimiento de
la viabilidad de los mismos'22%31,

La solucién de descongelacion no debe exceder la relacion 1:3 (volumen
del pellet + volumen de la solucién), debido a la composicion del diluyente pre-

congelado y la solucién descongelante?°.



HIPOTESIS.

Si los acidos grasos omega 3 y 6 son adicionados a un medio para la
criopreservacion del semen en el perro doméstico, la movilidad espermatica se

mantendra aun después de la descongelacion.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto de la adicién de acidos grasos omega 3 y 6, utilizando un
diluyente a base de lactosa y yema de huevo para la criopreservacion de semen

en el perro doméstico.



MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizO en el laboratorio del Departamento de
Reproduccion, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootécnia de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

ANIMALES

Para la coleccion del semen se utilizaron un total de 5 perros adultos, los
cuales contaban con una edad aproximada entre 1 y 5 afos, cada animal se
someti6 a un examen clinico completo, esto incluyé cuadro de vacunacion vy
desparasitacién, condicion corporal, evaluacion de genitales, considerando
ademas una buena libido para una adecuada coleccion del semen.

COLECCION DEL SEMEN

De cada perro se obtuvo un eyaculado, se implement6é el método manual
con ayuda de un cono de latex conectado a un tubo graduado de vidrio estéril %°,
se obtuvo solamente la primera y segunda fraccion del eyaculado. Al momento de
obtener el eyaculado se cuido que el tubo no estuviera en contacto con la luz y fue
colocado inmediatamente en el baino Maria a 35°C, para igualar la temperatura
con la del diluyente previamente colocado en el mismo.

EVALUACION DEL SEMEN

Cada eyaculado colectado fue evaluado en las siguientes caracteristicas:
color, volumen, movilidad, morfologia y concentracion espermatica’. Para la
congelacion del semen solamente se utilizaron los eyaculados que contaran con
un color blanco lechoso, volumen de 3 ml o mas, movilidad espermatica mayor o

igual al 80%, ademas de 80% de células morfolégicamente normales.'” y una



concentracion espermatica promedio de 300x10° espermatozoides /ml. De cada
eyaculado colectado se tomo una gota y se evalué al microscopio, para determinar
el porcentaje de movilidad progresiva’. La concentracién espermatica se evalud
mediante un hematocitdmetro, utilizando una solucién de fuscina en una dilucion
1:200(semen:solucion)'®? La determinacién de las anormalidades se determino
utilizando un frotis del semen tefiidos con esosina-nigrosina '

DILUCION Y CRIOPRESERVACION DEL SEMEN

Se utilizaron dos diluyentes:

Diluyente "A".- Lactosa y yema de huevo enriquecida con Omega 3 y 6°°

Diluyente "B".- Lactosa y yema de huevo sin Omega 3 y 6, las formulas

de ambos diluyentes se presenta en el ANEXO 1.

Cada eyaculado fue dividido en dos partes iguales y diluidos a una
proporcion 1:1 (eyaculado:diluyente), una parte con el diluyente A y la otra con el
diluyente B, respectivamente. Una vez diluido el semen se colocé en un bafo
Maria a 35°C y posteriormente fue llevado al refrigerador a 4°C por 4 hrs.?®
Por separado los diluyentes "A" y "B" fueron adicionados a diferentes
concentraciones de glicerol. Los cuadros 1 y 2 muestran la forma en la que se

prepararon ambos diluyentes.

Tubo 1 | Glicerol 0.6ml + diluyente A Tubo 1 | Glicerol 0.6ml + diluyente B

Tubo 2 | Glicerol 0.9ml + diluyente A Tubo 2 | Glicerol 0.9ml + diluyente B

Tubo 3 | Glicerol 1.0ml + diluyente A Tubo 3 | Glicerol 1.0ml + diluyente B

Tubo 4 | Glicerol 1.5ml + diluyente A Tubo 4 | Glicerol 1.5ml + diluyente B
Cuadro 1 Cuadro 2

Una vez realizado este proceso los ocho tubos fueron colocados en un vaso
de precipitado que contenia agua a 35°C y llevados al refrigerador para realizar el

periodo de equilibrio de 4hrs, junto con el semen ya previamente diluido.



A cada hora del periodo de equilibrio, se tomd una alicuaota de los tubos
que contenian las diferentes concentraciones de glicerol y fueron adicionados a
los eyaculados en equilibrio; de esta manera al final del periodo la dilucién del
semen quedo en 1:4 a una concentracion final de glicerol del 4%.
ELABORACION DE LOS PELLETS

Posterior al periodo de equilibrio se procedié a elaborar los pellets realizado
pequefios agujeros sobre una placa de hielo seco con la ayuda de una plancha
metalica especial, ya realizadas las perforaciones, se deposito 0.1ml de semen
diluido (con una concentracion aproximada de 200 millones de espermatozoides
/dosis) en cada uno de los orificios.

Este método es considerado como de "ultracongelamiento", por la rapidez
con la que se obtiene la criopreservacion del material genético™.
Pasados 3 minutos, cuando los pellets mostraron una ligera escarcha en su
superficie fueron vaciados en tubos de plastico (gobelets) los cuales fueron
identificados previamente; estos se colocaron en bastones contenedores dentro
del termo con nitrégeno liquido.
DESCONGELACION DE LOS PELLETS

Para la evaluacién final del semen criopreservado, se tomaron tres pellets
de cada diluyente preparado; de los cuales solo se evalud la movilidad progresiva
individual.

La descongelacion se llevo a acabo en pequenos frascos de vidrio ambar
(viales) en los que se colocd 0.3ml de solucion salina fisiologica (para obtener un

volumen total de 0.4ml al descongelado por pellet), todo esto se realiz6 con ayuda



de un bafo Maria a 35°C durante 15 segundos, tiempo en el que tardé en
descongelarse el pellet.

Posteriormente, con una pipeta Pasteur se tom6 una pequefia gota de cada
muestra y se coloco en un portaobjetos, el cual fue previamente calentado en una
termoplatina eléctrica a 37°C, antes de ser observado y evaluado al microscopio
de luz.

EVALUACION DEL SEMEN POSTDESCONGELAMIENTO

La evaluacion de la movilidad postdescongelamiento, se realizé con base a
grabaciones realizadas durante la observacion de las muestras. Estas fueron
realizadas por un grupo de personas expertas en evaluacion de semen empleando
unos formatos de registro (véase en ANEXO 2), en los que se les otorgd una
calificacion a cada una de las grabaciones antes mencionadas.

ANALISIS ESTADISTICO

Una vez obtenidos las calificaciones de movilidad espermatica

postdescongelamiento dadas por los expertos, estas fueron graficadas y

analizadas mediante la prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon.



RESULTADOS
En el cuadro 3 se presentan los promedios de movilidad progresiva
individual y la concentracion espermatica del semen fresco obtenida de los
diferentes eyaculados; observando que el promedio fue de 85% y de 40.5x10°

cels/ml, respectivamente.

Numero de Numero de Concentracion Porcentaje de
Macho. eyaculados. espermatica por Movilidad
eyaculado (/10°). espermatica
individual.
1 1 53.5 85
2 1 37 80
3 1 35 85
4 1 42 85
5 1 35 90
Promedios 400.5 85%

Cuadro 3.- Concentracion espermatica y porcentaje de movilidad de los eyaculados
recién obtenidos.

En el cuadro 4, se presentan los promedios de los porcentajes de movilidad
progresiva obtenidos en los eyaculados al descongelamiento en los tratamientos

"A" y “B“_

Porcentaje de Porcentaje de Diferencia de la
Numero de Macho | Movilidad de los | Movilidad de los movilidad al
espermatozoides | espermatozoides | descongelamieto
al descongelado | al descongelado entre ambos
(diluyente A) (diluyente B) diluyentes.
1 76.5% 65.0% 11.5%
2 74.0% 60.0% 14%
3 73.5% 62.2% 11.3%
4 76.9% 72.3% 4.6%
5 83.7% 65.1% 18.6
Promedios 76.92 64.92 12%

Cuadro 4.- Muestra los promedios de los porcentajes de movilidad post-

descongelado y diferencia para ambos diluyentes.

Al comparar la movilidad promedio al descongelamiento entre los dos

diluyentes empleados se obtuvo que esta fue superior en el diluyente "A" (76.92),



en comparacion al diluyente "B" (64.92), encontrando una diferencia estadistica
significativa de P = 0.042. Una vez obtenidos las calificaciones otorgadas para la
movilidad postdescongelamieto, estas fueron graficadas y se presentan a

continuacion:
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Grafica 1. Porcentaje de movilidad postdescongelamiento otorgada por los evaluadores para los diluyentes "A"
(-m-) y "B" (-#-), en la cual uno de los evaluadores considera que ambas movilidades son similares.
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Gréfica 2. Porcentaje de movilidad postdescongelamiento otorgada por los evaluadores para los diluyentes "A" (-m-)
y "B" (-#-), en la que un evaluador considera que las dos movilidades son similares.
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Gréfica 3. Porcentaje de movilidad postdescongelamiento otorgada por los evaluadores,

en la que dos de ellos consideran mayor la movilidad del diluyente "B" (-4-),
respecto al diluyente "A" (-m-).
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Gréfica 4. Porcentaje de movilidad postdescongelamiento otorgada por los evaluadores,

en la cual dos de ellos consideran mayor la movilidad del diluyente "B" (-4-), respecto al diluyente "A" (-m-)

y solo uno que ambas movilidades son similares.
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Gréfica 5. Porcentaje de movilidad postdescongelamiento otorgada por los evaluadores, la cual muestra
una gran diferencia del diluyente "A" (-m-), respecto al diluyente "B" (-4-).




DISCUSION

La movilidad del semen criopreservado con el diluyente adicionado con
acidos grasos omega 3 y 6 fue mejor para mantener la movilidad en los
espermatozoides del perro doméstico al decongelamiento.

Los dafios que se producen en las membranas durante la refrigeracion a
5°C y en la congelacién son a veces dificiles de detectar utilizando analisis
laboratoriales de rutina, es por ello que se recomienda el uso de técnicas
innovadoras y especificas, como es el caso de pruebas de termorresitencia,
integridad acrosomal, marcodores fluorescentes, tinciones de CTC, azul de anilina,
microscopia electronica, citometria de flujo, actividad enzimatica, etc.; capaces de
detectar la severidad del dafo provocado por la congelacién-descongelacion a las
funciones espermaticas y capacidad de fecundacion. Ambos procesos de
conservacion inducen fases de transicidn lipidica en la membrana plasmatica del
espermatozoide, causando alteraciones en su estabilidad y estructura que pueden
lesionar e incluso matar a la célula. También es reconocido que el glicerol
habitualmente incorporado en los diluyentes de congelacion, interfiere con la
fertilidad °. Quinn y White, 1966, comprobaron que la susceptibilidad al choque
térmico varia con las especies, considerandose los espermatozoides de toro,
equino y de cerdo entre los mas sensibles, donde se manifiestan alteraciones en
la fluidez de la membrana espermatica dando lugar al movimiento excesivo de
iones, por el contrario, los espermatozoides del hombre, aves, perro y conejo no
evidenciaron alteraciones tan marcadas.

Los efectos especificos de la adicion de los acidos grasos omega 3 y 6 en

los medios de congelacion no han sido reportados cuando se adicionan



directamente en el diluyente, sin embargo en especies como la porcina se han
observado resultados interesantes al administrar acidos grasos esenciales (AGE)
en la dieta de los machos, como mejoras en cuanto al porcentaje de células vivas
y movilidad espermatica ***°. Estudios realizados en Brasil por (Rodriguez et al.,
2005), coinciden con los resultados y menciona que al estar presentes los AGE en
dietas de perros adultos, tanto la movilidad individual progresiva como la
concentracion espermatica mejoran de manera significativa.

Por lo contrario (Rosas et al., 2006), sugieren que altos niveles de AGE
diarios en la dieta del perro (124mg y 184mg), ocasionan severos dafos a nivel
testicular como dafios en el epitelio seminifero y disminucion tanto de la movilidad
como de la concentracion espermatica. Otros estudios realizados en ratas con
deficiencias de AGE entre la séptima y novena semana de edad, se encontré que
la espermatogénesis se detiene por completo existiendo una degeneracion del
epitelio seminifero.

El proceso de congelacion y descongelacion de células espermaticas
reduce la viabilidad de los espermatozoides. Los cambios de temperatura a los
que son sometidos provocan un choque por frio, lo que ocasiona que una cantidad
considerable de células sean dafiadas afectandose la movilidad, la viabilidad, y la
fertilidad y otra parte mueran. Los radicales libres 6 ROS generados por el proceso
de congelacién-descongelacion y por el metabolismo celular dafan la membrana
plasmatica espermatica, que al estar formada por acidos grasos poliinsaturados es
altamente susceptible a una lipoperoxidacion. Aunque los espermatozoides son
protegidos por sistemas de defensa antioxidante, estos pueden ser rebasados

bajo situaciones en las que las ROS son generadas en exceso, lo que conduce al



estrés oxidante, por lo cual puede resultar benéfico el adicionar antioxidantes a los
diluyentes definidos para preservacion de semen de los machos reproductores.

El ingrediente fundamental de esta trabajo fue la yema de huevo, la cual
tiene como finalidad proporcionar proteccion antioxidante a los espermatozoides
contra el dafio producido a su membrana espermatica dada por la formacion de
radicales libres, ademas del choque por frio, propiedad que le es conferida por
poseer una fraccion lipoproteica en su composicion®*, lo que sugiere que su baja
densidad es probablemente la fuente de proteccion, ya que se unen fuertemente
a la membrana plasmatica de los espermatozoides #32°

Es por ello que en el presente trabajo se utilizé huevo de gallina enriquecido
con acidos grasos omega 3 y 6 en proporciones de (490mg) y (250mg)®
respectivamente; las cuales fueron suplementadas con estos aditivos en su dieta.
La yema de huevo ya enriquecida con acidos grasos fue afiadida directamente en
el diluyente con lactosa, obteniendo cantidades de 8.1mg para el omega 3 y 4.1mg
para el omega 6 por ml., pasando de una dilucion 1:1 a una diluciéon 1:4 en el
periodo de equilibrio.

En futuros trabajos se sugiere evaluar la capacidad de fertilidad de las
células espermaticas, que fuesen criopreservadas en un medio enriquecido con

acidos grasos omega 3 y 6.



CONCLUSION

La utilizacion de un diluyente con lactosa y yema de huevo enriquecido con
acidos grasos omegas 3 y 6 para la técnica de congelacion de semen de perro en
forma pellet, mantiene una mejor movilidad al descongelamiento en comparacién

al que no los contiene.



ANEXOS.

Anexo 1.

FORMULA DEL DILUYENTE "A"

La férmula del diluyente que se utilizo en este trabajo es la siguiente:

Lactosa 5.5g

Glicerol 4ml
Yema de huevo enriquecida con Omega 3 (250mg) y 6 (490mg) 10ml
Sulfato de estreptomicina 0.005¢g
Penicilina 0.006g
Agua destilada cbp 50ml

FORMULA DEL DILUYENTE "B"

La férmula del diluyente que se utilizo en este trabajo es la siguiente:

Lactosa 5.5g
Glicerol 4ml
Yema de huevo sin Omegas 3y 6 10ml
Sulfato de estreptomicina 0.005¢g
Penicilina 0.006g

Agua destilada cbp 50ml




Anexo 2. Formato para el registro de los evaluadores, con el cual se otorgaron
porcentajes de movilidad postdescongelamieto.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
DEPARTAMENTO DE REPRODUCCION ANIMAL

~

Evaluacion del semen descongelado

Nombre del Evaluador: Fecha:

Nombre del Animal : Edad:

Fecha de congelado: Diluyente: Lactosa - yema de huevo
Congelado como: Pajilla: Pellet: X

Tiempo de Descong.:_15 seg. Temperatura Descong: 35° C

El medio en el cual fueron descongelados los pellets: Solucién Salina Fisiolégica

VIABILIDAD POSTDESCONGELAMIENTO 1er Video 2do Video }<

Movilidad progresiva expresada en % :

ESCALA DE EVALUCION DE LA MOVILIDAD
DEL SEMEN DESCONGELADO

0% = SIN MOVIMIENTO.
20% = LIGERA ONDULACION O VIBRACION DE LA COLA, SIN PROGRESION.

40% = PROGRESION LENTA, INCLUYENDO DETENCION Y COMIENZO DE
MOVIMIENTO.

60% = MOVIMIENTO PROGRESIVO CONTINUO Y MODERADA VELOCIDAD.

80% = MOVIMIENTO PROGRESIVO RAPIDO.

100%= MOVIMIENTO PROGRESIVO MUY RAPIDO, EN EL CUAL LAS CELULAS
SON DIFICILES DE SEGUIR VISUALMENTE.
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