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RESUMEN

La finalidad del presente estudio fue determinar la relacion entre las
caracteristicas corporales y morfometria testicular, con las caracteristicas cualitativas y
cinéticas de los espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo del perro, después
de la orquiectomia antes y después de la criopreservacion. Las muestras testiculares
fueron obtenidas de 26 perros, de diferentes edades. Los testiculos fueron colocados en
solucion salina (0.9%) y refrigeradas durante 24 horas para posterior congelacion. Los
espermatozoides fueron recuperados con la técnica de flujo retrogrado y dilucion
Tristyema de huevo. Para su criopreservacion se le afadié glicerol al 5%, como
crioprotector. La muestra fue envasada en pajillas de 0,5ml, y fueron sometidas a una
curva de enfriamiento durante dos horas a 5°C para luego ser colocadas sobre vapores
de nitrégeno liquido durante 15 minutos, para luego ser sumergidas directamente. Los
parametros que se evaluaron fueron: Motilidad individual progresiva, integridad de la
membrana plasmatica, vitalidad y morfoanomalias de la membrana e integridad del
acrosoma antes y después de la congelacion. En adicién, se obtuvieron datos de
concentracion Unicamente previo a la congelacion. Los parametros se vieron
drasticamente afectados tras la congelacion, concluyéndose que existen factores
externos y de manejo de las muestras que pueden afectar la calidad espermatica del
semen de epididimo de perros, dado que existen relaciones mas positivas obtenidas en
este estudio que indican que la calidad espermatica es cualitativamente mayor en
animales medianos sobre pequefios y grandes, por lo que es necesario identificar estos
factores en futuras investigaciones.

Palabras clave: Testiculos, criopreservacion, perros, morfometria testicular.



ABSTRACT

This study aimed to determine the relationship between body characteristics and
testicular morphometry with the qualitative and kinetic components of sperm obtained
from the epididymis tail of dogs before and after cryopreservation following orchiectomy.
Testicular samples were obtained from 26 dogs of different ages. The testes were placed
in saline solution (0.9%) and refrigerated for 24 hours before freezing. Spermatozoa were
recovered by retrograde flow technique and Tris-egg yolk dilution. Glycerol at 5% was
added as a cryoprotectant for cryopreservation. The sample was packed in 0.5 ml straws
and subjected to a cooling curve for two hours at 5 °C, then placed over liquid nitrogen
vapors for 15 minutes and subsequently immersed directly. The parameters evaluated
were: progressive individual motility, plasma membrane integrity, vitality, and membrane
and acrosome morpho-anomalies before and after freezing. Additionally, concentration
data were obtained prior to freezing. The parameters were drastically affected after
freezing, leading to the conclusion that external factors and sample handling can affect
the sperm quality of epididymal semen in dogs. This study found more positive
relationships, indicating that sperm quality is qualitatively higher in medium-sized animals
compared to small and large ones. Therefore, it is necessary to identify these factors in
future research.

Keywords: testes, cryopreservation, dogs, testicular morphometry



. CAPITULO

1. INTRODUCCION

La criopreservacion ha transcendido con gran aceptacién en implementacion de
biotecnologia de empleo reproductivo, logrando condiciones Optimas para la
preservacion integral del germoplasma masculino de animales que poseen un alto valor
genético; sin embargo, se describen variaciones de acuerdo a la especie (Pesch et al.,

2007).

Esta técnica resulta de gran valor al facilitar la aplicacion de técnicas asistidas; los
espermatozoides epididimarios, asi como el eyaculado, poseen la factibilidad en uso de
tecnologias de como la inseminacion artificial convencional a tiempo fijo (IACTF),
fertilizacion in vitro (FIV), como también en inyeccion intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI) (Peres et al., 2014).

El avance de la inseminacion artificial en base al uso de gametos criopreservados
ha guiado cambios de importancia trascendental en la industria pecuaria. El semen
congelado es utilizado sustancialmente a nivel mundial en programas que buscan un
mejoramiento animal. Si bien su estudio se ha vuelto de uso rutinario en animales de
produccion como los bovinos, no ocurre lo mismo con el canino, resaltdndose en pleno

desarrollo (Robles et al., 2005).



El incremento de atencion hacia la preservacion del material genético en animales
se reporta desde la criopreservacion exitosa de embriones en la especie murina en 1972,
donde se usé una tasa de congelacién de 0,3 a 2,0°C/min con una tasa lenta de

descongelacién de 4 a 25°C/min (Whittingham et al., 1972).

La obtencion de espermatozoides del epididimo se considera la Ultima
oportunidad para usar los gametos de reproductores en condiciones adversas. En este
caso, diversos eventos inesperados tales como intoxicaciones, enfermedades o
accidentes, pueden subitamente obligar una orquiectomia. Sin embargo, resulta de sumo
interés reconocer que ciertos aspectos y caracteristicas del canino presidirdn un mejor

almacenamiento espermatico (Santos et al., 2015).

El almacenamiento de tiempo indefinido del semen canino se conduce con los
utilizados habitualmente en diferidas especies de animales, con el uso de nitrégeno

liquido (LN2), describiendo tasas de prefiez de hasta un 60% (Lara et al., 2019).

Desde entonces se ha venido generando diversos experimentos en diversas
especies, tal es el caso del canino, pero a dia de hoy aun se describen cuestionables
avances en esta especie. Con esta investigacion se pretende fomentar nuevas

investigaciones sobre la criopreservacion del semen canino, con fines de implementacion



explicitamente necesarios como la preservacion de animales que fomentan areas de

rescate o ayudan en el servicio comunitario.

OBJETIVOS
Objetivo General

e Relacionar las caracteristicas corporales, edad y morfometria testicular en la

criopreservacion de espermatozoides epididimarios caninos.
Objetivos Especificos

e Correlacionar la edad y caracteristicas corporales del perro a las
caracteristicas cualitativas y cinéticas de los espermatozoides epididimarios
congelados/descongelados.

e Comparar las caracteristicas cualitativas y cinéticas de los espermatozoides
epididimarios post-congelacién, los diferentes grupos etarios, condicion
corporal, peso y caracteristicas corporales.

e Determinar la relacion del peso, didmetro, largo y ancho del testiculo y las
caracteristicas cualitativas y cinéticas de los espermatozoides epididimarios

congelados/descongelados.

HIPOTESIS
Las caracteristicas corporales, la edad y morfometria testicular influye en las

caracteristicas cualitativas y cinéticas de los espermatozoides epididimarios congelados.



. CAPITULO

2. MARCO TEORICO

2.1. Anatomia reproductiva del perro
2.1.1. Testiculo

Los testiculos del canino son de tamafio pequefio, con forma elipsoidal y se
encuentran albergados en el escroto (Feldman & Nelson, 2007). Conformados por
tubulos seminiferos que se encargan de producir espermatozoides (Aguera, 2005). Es el
principal 6rgano de reproduccion del macho, su funcién es la de generar hormonas y
desarrollar gametos masculinos, que se encuentran ausentes al nacimiento, en otras
palabras, las células germinales masculinas pasan por una serie de divisiones durante
la vida reproductiva del canino (Santana, 2007). Los testiculos sobrepasan el canal
inguinal en torno a los 10-14 dias posteriores al nacimiento (Allen, 1998).
2.1.2. Corddn espermaético

Presente entre la pared abdominal y el testiculo, estructuralmente se forma del
conducto deferente que brinda transporte desde el epididimo hacia la uretra, el musculo
cremaster que modifica la distancia de los testiculos al abdomen, generando asi
termorregulacion (Allen, 1998). La arteria espermatica que conduce sangre desde la
aorta hacia el testiculo y la vena espermatica que asegura el retorno de la sangre desde
el testiculo hacia la vena cava, garantizando la disminucion de temperatura de la sangre
arterial, por lo mismo, evita un calentamiento incrementado del testiculo (Simpson, 2000).
2.1.3 Epididimo

El epididimo se localiza sobre el margen dorsal del testiculo y craneodorsal a la

cola del epididimo (L6pez, 2020). Es un conducto sinuoso, Unico y de gran longitud



dispuesto a lo largo del borde medial del testiculo y estd conformado por cabeza, cuerpo
y cola. Cumple con funciones de almacenamiento, trasporte de espermatozoides y
maduracion de espermatozoides; también contiene una reserva de espermatozoides
(Klein, 2020).
e Cabeza: comprende las partes terminales de los conductos eferentes y el
primer tracto del conducto epididimario.
e Cuerpo: medio de adherencia entre la cabeza con la cola.
e Cola: se dénde se almacenan los espermatozoides maduros, continua por
el conducto deferente, el cual transporta el semen hacia la uretra durante

el proceso de la eyaculacion (Varesi et al., 2013).

Figura 1. Testiculos del perro

Fuente: (Eilts, et al., 1993)

2.1.4. Mediciones testiculares
Los parametros morfométricos de la circunferencia escrotal (CE), siendo poco
estudiados en la especie canina, constituyen un referencial sumamente importante para

la evaluacion androlégica. La CE se describe como el tamafio testicular manifestado en



cm, y va en conexion con la cantidad de epitelio seminifero presente en el parénquima
testicular.

Thompson et al., (1995) nos dice que la medicidén escrotal se ha recomendado
como un test clinico para la evaluacion de fertilidad potencial en toros jovenes. Por lo
tanto, la circunferencia escrotal se ha relacionado ventajosamente con la diaria
produccién de espermatozoides y el peso testicular. Junto con el porcentaje de
espermatozoides vivos, motilidad espermatica, numero de espermatozoides y calidad de
semen en bovinos.

Bailey et al., (1996), afiade datos sobre una posible relacién entre la morfometria
testicular (largo y ancho) y la produccion de semen. En el andlisis nos muestra que un
namero amplio de autores han determinado una alta relacion entre los valores de
circunferencia escrotal, tamafio testicular y produccién de semen en toros (Coulter et al.,
1988.), carneros (Lino, 1972) y verracos (Cartee et al., 1989). Asi mismo, pero no menos
importante, la circunferencia escrotal es altamente heredable.

Olar et al., (1983) establece que el ancho total del escroto es positivamente (til
como profetizador de la capacidad de los perros para producir y eyacular
espermatozoides. Ademas, Woodall & Johnston, (1988) expone que aquellos perros que
muestran un indice (calculado por el promedio del largo de ambos testiculos y el
epididimo multiplicado por el ancho total del escroto) mayor a 18.00, poseen una funcion
de espermatogénesis comparativamente aventajado que los perros que muestren

valores del indice menores.



2.2 Fisiologia espermaética.

Los espermatozoides de los mamiferos se representan en tres procesos

fisioldgicos con el propésito que obtengan la capacidad fertilizante, estos son:

Maduracién: dentro del epididimo se da la maduracién morfologia y funcional
de los espermatozoides, el desarrollo progresivo de la capacidad fecundante
se da en la cabeza y en el cuerpo del epididimo y en la cola se almacena
(Greer, 2014).

Captacién: ocurre durante la progresion de los espermatozoides por la region
caudal del istmo del oviducto, solo los espermatozoides que poseen un
acrosoma reactivo podran hacer la captacion (Santana, 2007).

Reaccion acrosomal: una vez que el espermatozoide ha pasado por el
proceso de captacion, finalmente se da el proceso de reacciéon acrosomal,
ocurre la cercania o contacto con las cubiertas del ovocito y en
espermatozoides de perros se ha observado que tanto los que han
reaccionado como los no reaccionado, serian capaces de unirse a la zona

pellcida de ovocitos caninos (Rodrigues, 2009).

Segun Santana, (2007), menciona que las medidas establecidas de los

espermatozoides caninos, se dividen como valores medios (+) los siguientes: longitud

total, 68+0.3um; longitud de la cabeza, 7 £ 0 um; ancho de la cabeza, 5 + 0.1 um; longitud

de la cabeza intermedia, 11 + 0.2 um y la longitud de la cola 50 £ 0.3um.



2.3. Gametogénesis en el perro
2.3.1. Espermatogénesis

Se conoce a la espermatogénesis como un conjunto de etapas secuenciadas, de
proliferacion celular y modificaciones citolégicas que dan comienzo en las células
diploides y dan termino con las células haploides (Aguera, 2005).

La gametogénesis tiene comienzo en el estadio fetal del perro, en el cual las
células primordiales se distinguen en gonocitos que seran sometidos al proceso de
mitosis; en su vida fetal como en la pubertad. En esta etapa se diferencian en
espermatogonias, fase en la que se termina el desarrollo de las células germinales a la
altura de los tubulos seminiferos, hasta entrada la pubertad (Simpson, 2000).

El desarrollo de los espermatozoides en los tubulos seminiferos empieza en un
aproximado de 4 meses de edad y con duracién de unas 8 semanas (McDonald, 1991),
Hay que tomar en cuenta que, aunque el desarrollo de los primeros espermatozoides en
el eyaculado no tiene definicion sino hasta los 10-12 meses de edad. Sin embargo, otros
autores afirman que el proceso de formacion de las células de Leyding no culmina sino
hasta los 6-7 meses de edad (Simpson, 2000).

Diversas estructuras que componen el testiculo (saco escrotal, musculo dartos,
musculo cremaster, vasos sanguineos del cordon espermatico) afianzan la temperatura
adecuada para mantener el ciclo en proceso (Simpson, 2000).

2.3.2. Espermatocitogénesis

La primera fase de la espermatogénesis representa la produccion recurrente de

los espermatocitos primarios. Una proporcion ajena a las células de division, representa

una reserva de espermatogonias en latencia, persistente a las alteraciones por radiacion,

10



toxinas o inclusive traumatismos (McDonald, 1991). Se conoce que, en la especie canina
cada espermatogonia es apto para producir unos 64-96 espermatozoides.

Las espermatogonias (precursoras de los espermatozoides), se encuentran en la
membrana basal de los tabulos seminiferos. Estos sufren un proceso de mitosis para el
desarrollo de los espermatocitos primarios, los cuales, posteriormente, sufren una
meiosis para el desarrollo de espermatocitos secundarios; concluyendo con la
conversion en espermatidas esféricas que poseen ya la mitad de cromosomas (Simpson,

2000).

11
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2.3.3. Espermiogénesis

En este punto, las esperméatidas esféricas se modifican en espermatidas maduras
gue se exponen al lumen de los tubulos seminiferos como espermatozoides (Arthur,
1992).

Para esta transformacion es imprescindible que se dé un reagrupamiento de los
organulos de las espermatidas maduras que finalizan como espermatozoides.
Resumidamente, el nucleo se convierte en la cabeza, el aparato de Golgi genera el
acrosoma y finalmente, las mitocondrias y centriolos proceden a desarrollar la cola. Una
estructura denominada células de Sertoli, situadas sobre la membrana basal en los
tubulos seminiferos, reservan gran parte del citoplasma, por lo cual, permite la regulacion
del paso de espermatidas maduras a espermatozoides (Simpson, 2000).

2.3.4. Espermiacion

Basicamente esta etapa se refiere a la libracion de espermatozoides desde el
compartimento basal de los tdbulos seminiferos hasta el lumen (Simpson, 2000). Son
liberados por exostosis hacia la luz y los cuerpos de residuo quedan en las células de
Sertoli, las cuales no solo las fagocitan sino son reducidas a un numero considerable de
células germinales degeneradas en caso de procesos espermatogénicos ineficientes
(Feldman & Nelson, 2007).

El transporte del espermatozoide hacia el epididimo es ayudado por el abundante
fluido testicular, elementos contractiles de la capsula testicular, células ciliadas del

epitelio de los conductos eferentes y la pared del tubulo seminifero (Simpson, 2000).

13



2.3.5. Morfologia del espermatozoide

El espermatozoide se define como una célula intimamente especifica con Unica

funcion de fecundacién del ovulo. En su estructura principal (cabeza) presenta

mecanismo que se encargan de asegurar la penetracion del ovocito y, a su vez,

permitiendo la transmision de material genético. La cola, por otro lado, presenta un

mecanismo metabdlico cuya funcion es de proveer el movimiento al espermatozoide

(lllera, 1984). Corp6reamente se divide en:

Cabeza: internamente se encuentra el nacleo y revistiendo su polo craneal
se sitla el acrosoma con sus enzimas. El acrosoma constituya un saco
membranoso invertido con un segmento lipoglucoproteico que incorpora
enzimas, como son la hialuronidasa y acrosina (Feldman & Nelson, 2007)
Pieza intermedia: complejo de mitocondrias, alineadas en extremo en
bandas enrolladas en espiral que forman una hélice y que realiza la funcion
de garantia del metabolismo del espermatozoide y define su movilidad
(Feldman & Nelson, 2007).

Cola: con movimiento flagelar responsable de la llegada del
espermatozoide. De sus dos centriolos en ubicacion terminal de la pieza
intermedia se destinan una serie de fibrillas hacia la cola, que presentan
dos fibrillas en centro rodeadas de un anillo de nueve pares periféricos de
fibrillas contractiles, que garantiza el movimiento del espermatozoide

(Feldman & Nelson, 2007).
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vaina de la cola

SEGMENTO
INTERMEDIO

Figura 3. Morfologia del espermatozoide
Fuente: (audestk, 2003)

2.4. Caracteristicas del semen canino

El semen es eyaculado en tres fragmentos (Johnston, et, & al., 2008), la primera
(fraccion pre-espermética), originada posiblemente en la prostata, ausente de
espermatozoides cumple la béasica funcién profilactica al desalojar elementos
indeseables de la uretra (Feldman & Nelson, 2007). Su ph difiere entre 6.2 a 6.5 y su
volumen entre 2.4+1.8 ml (Simpson, 2000); la segunda (fraccibn espermatica) posee
mayor importancia al mantener una concentracién espermatica elevada, provenientes de
la cola del epididimo (Gunzel-Apel, 1994), su ph oscila entre 6.3 a 6.6 y su volumen de
0.5 a 3.5 ml (Feldman & Nelson, 2007), la ultima fraccién (fraccién prostatica) esta

compuesta por el liquido prostatico y brinda mayor volumen al eyaculado total (Feldman
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& Nelson, 2007), su ph varia entre 6.5 a 7.0, su volumen es proporcional a la actividad
secretora de la glandula prostatica y su media es de 6.48+4.32 ml (Bruce, 1989).

El volumen de eyaculado difiere de entre 1 a 40 ml (Feldman & Nelson, 2007). La
concentracion espermatica de un perro adulto es de los 200 millones/ml a 1000
millones/ml, obteniendo mayores valores los caninos de mayor tamafio (McDonald,
1991). Es de considerar que la cantidad de coleccion espermética depende de la
cantidad de liquido prostético recogido (Feldman & Nelson, 2007).

(Aiello, 2000) indica valores normales de motilidad progresiva de entre 70 a 80%,
donde un 75% de espermatozoides deben encontrarse en condiciones morfoldgicas
normales (Feldman & Nelson, 2007). El ph seminal va desde 6.3 a 6.7, siendo
dependiente en su mayoria de la cantidad de liquido prostatico obtenido en la
recoleccion.

2.5. Obtencién de espermatozoides caninos de la cola del epididimo

Actualmente se describen diversos métodos para la obtencion de los
espermatozoides caninos. Entre la mas conocida tenemos el lavado retrogrado con un
“medio de lavado”. Esta técnica consiste en introducir una jeringa en los vasos deferentes
con un medio liquido o dilutor, que no se considere dafiino para los espermatozoides,
hacia la cola epididimaria que ha sido separada del resto del cuerpo, de manera que se
obtenga los espermatozoides por presion. Dicha técnica es considerada la mas apta al
momento de recoleccion de los espermatozoides epididimarios, pues la muestra obtenida
no se contamina demasiado y demuestra mejor calidad seminal en comparacion con

otros métodos (Martinez et al., 2006).
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2.6. Principios biofisicos de la crioconservacion.
2.6.1. Efecto de la temperaturay osmolaridad en el ambiente celular.

El proceso de la criopreservacion del semen comprende variables cambios
intracelulares que pueden conllevar a una disminucion de la supervivencia espermatica.
El manejo de la alteracién de temperatura, osmolaridad son los principales aspectos para
fomentar una viabilidad requerida (Restrepo et al., 2017).

Durante la ejecucion de enfriamiento y congelacion, el espermatozoide es sujeto
de cambios bruscos de su medio fisico y quimico. Uno de los cambios toma parte
intracelularmente cuando el agua en su estado liquido pasa a solida en forma de
cristales. La presencia del primer nacleo de hielo o nucleacién, acontece cuando la
solucion llega a temperaturas de entre -5 a -15°C. Este ndcleo, de apariencia hexagonal,
permite la adhesién de moléculas de agua mediante interacciones electrostaticas que
promueven la formacion de nucleos de tamafio mas prominente (Robles et al., 2005).

La osmosis constituye un caso especial de difusién, que estudia el movimiento del
disolvente y se define en funcion de solutos. Es definida como el movimiento del agua
desde soluciones de baja concentracion de solutos hacia soluciones de alta
concentracion de solutos. Las células criopreservadas se deben rescatar a temperaturas
desde -133°C a -196°C en nitrogeno liquido, justificado porgue a esta temperatura no
existen fenomenos de difusion ni energia térmica suficiente para fomentar reacciones
guimicas. Por lo mismo las dificultades de la congelacién no estriban de la permanencia
a temperaturas bajas. (Avila et al., 2006)

La injerencia celular crio inducida se expresa en funcion del hielo intracelular y el

estrés osmotico al que son sometidas las membranas celulares durante la congelacion.
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Michelmann, (2006) afiade que la hipotesis del volumen celular minimo que relaciona el
efecto de deshidratacion producida durante la concentracion de solutos y la muerte
celular con la vuelta a condiciones isotonicas después de la congelacion, el volumen
celular minimo se basa en que el volumen se reduce en relacion al aumento de la
osmoralidad extracelular, a medida que la célula pierde volumen por la pérdida de agua,
la compresion del contenido citoplasmatico aumenta la resistencia de la célula a seguir
perdiendo volumen, por lo cual, al exceder la resistencia fisica de la membrana se
producen cambios irreversibles en su permeabilidad, en dicho caso los crioprotectores
actian reduciendo (por sus cualidad coligativas) la cantidad de hielo formado a la
temperatura determinada (Avila et al., 2006).

La velocidad de enfriamiento desempefia una funcion esencial en este sentido. Si
la congelacion se realiza de manera lenta, el equilibrio se obtiene a través del flujo de
agua, por el contrario, si en muy rapida, la célula no alcanza a disminuir sus niveles de
agua lo suficientemente rapido para obtener el potencial de equilibrio, llevando a la
congelacion intracelular (Robles et al., 2005).

2.6.2. Criopreservacion

La criopreservacion tiene como objetivo preservar células o tejidos a bajas
temperaturas, usualmente entre los -80°C y -196°C, deteniendo asi su funcion vital y
manteniéndolo a condiciones suspendidas por un tiempo indeterminado. A una
temperatura acorde las reacciones bioquimicas que puedan llegar a producir la muerte
de la célula, quedan suspendidas. Para tener éxito en la criopreservacion de semen
depende de factores que estan relacionados como la calidad de semen, la composicion

del diluyente, el crioprotector, el enfriamiento y la descongelacion (Portillo et al., 2006).
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La congelacion en nitrégeno liquido se conoce como la mas empleada para
congelar y conservar el semen canino u otra especie, durante un tiempo indefinido
(England, 1993). Se describen innumerables propiedades, entre las principales su
transporte por largas distancias, disminucion de gastos e incluso riesgos poco sanitarios
gue define el apareamiento natural (Betancur et al., 2011).

2.7. Congelacion de espermatozoides epididimarios caninos.
2.7.1. Criopreservaciéon de espermatozoides del perro

La criopreservacion de los espermatozoides epididimarios es una técnica eficaz
para conservar el potencial genético de los perros, esto cuando no sea posible recolectar
espermatozoides eyaculados (Prapaiwan et al., 2016).

El método para evaluacion de los espermatozoides epididimarios del canino es el
mismo empleado para eyaculados del semen del bovino (Root-Kustritz, 2011).

Al intentar congelar los espermatozoides epididimarios debemos tomar en cuenta
una gran diferencia con el semen eyaculado. Al referir el epididimo anatémicamente, este
se encuentra dividido por cabeza, cuerpo y cola; aunque en un tubo continuo. Dentro de
esta estructura se da la maduracion morfologica y funcional del espermatozoide (Portillo
et al., 2006). El paso de estos por el epididimo sugiere una variacién en su forma como
reduccion del tamafio acrosomal y perdida de gotas citoplasmaticas unidas a la pieza
media. Por lo mismo, la escasa semejanza en forma fisica de los espermatozoides puede
influir en la susceptibilidad al cambio osmoético y la sensibilidad al choque de frio durante
el congelamiento/descongelamiento (Lopez, 2020).

Existe algunos factores durante el proceso de criopreservacion, como la

composicion del diluyente, el empleo de crioprotectores para la proteccion de las
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membranas celulares al shock térmico, pero en concentracion suficiente para evitar
toxicidad (Hezavehei et al., 2018).

Varias metodologias se han expuesto para la congelaciéon del semen canino,
variando dependiendo del tipo de dilucion empleado, agentes crioprotectores, etc. En
cualquier caso, se busca reducir el dafio que ocasion el procesamiento, con fin de
obtener un nimero méaximo de espermatozoides (Chirinéa et al., 2006).

El método més conocido es el usado por Andersen, (1975), quien empleo el dilutor
tris, yema de huevo y glicerol a 37°C. Luego se procede con un periodo de equilibrio de
tres horas, continuando con el envase en pajilla para posteriormente transferir a un
refrigerador programado a 5°C por hora y, para concluir, se exponen las pajillas al vapor
de nitrégeno por 20 minutos, almacenandolo en termo criogénico.

2.7.2. Efecto de diluyentes y crioprotectores sobre el ambiente celular.

Las funciones de los diluyentes y crioprotectores durante el proceso de
preservacion celular, lleva como fin conservar la viabilidad de la célula por un periodo
indeterminado. Esta sustancia ejecuta el ejercicio de incrementar el volumen eyaculado,
protecciéon del espermatozoide a la accion de toxicidad de productos de metabolismo
celular y de los cambios subitos de temperatura (Ugur et al., 2019).
2.7.2.1. Efecto de crioprotectores sobre el semen.

Su accion se puede clasificar en dos grupos de acuerdo a la permeabilidad de la
membrana a la exposicion de la sustancia. En el primer grupo se clasifican aquellas
sustancias que tiene bajo peso molecular y, por lo mismo, penetra en el citoplasma
celular, cuales son: el glicerol, etilenglicol, butanediol, 1,2-propanodiol, metanol, dimetil

sulfoxido (DMSO), acetamida. En el segundo grupo se encuentran las sustancias que no
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penetran en la membrana, esto se debe a su alto peso molecular, y son: la albumina, el
polivinil alcohol (PVA) y el hialuronato de sodio (Cardenas, 2013).

El empleo de los crioprotectores no permeables se debe a que remueve
osmoéticamente el agua intracelular, y se reemplaza por crioprotectores permeables
durante el enfriamiento y adicional para evitar el choque osmaético al controlar la
rehidratacion intracelular en el proceso de descongelacion (Futino, 2008).

La temperatura adecuada para la incorporacion de los crioprotectores a la solucion
seminal y el tiempo de exposicion celular, va a depender del grado de toxicidad y de la
velocidad de difusion por la membrana plasmética. La difusion puede verse perjudicada
por el descenso de temperatura, pues en el curso del proceso la membrana celular va a
aumentar las porciones de colesterol con el fin de lograr una estabilidad mecanica; sin
embargo, el aumento del colesterol también lleva a una disminucion de la permeabilidad
a moléculas pequefias, provocando, a su vez, un defecto en la penetracién del
crioprotector en la célula (Futino, 2008).
2.7.2.2. Efecto de diluyentes sobre el semen.

Tanto para la congelacibn como para la refrigeracion de esperma, se utiliza un
agente para proteger el esperma de cualquier efecto critico del proceso de congelacion.
Por eso es necesario utilizar un buen dilutor que contenga una buena cantidad de
nutrientes, que proteja contra el efecto nocivo del enfriamiento rapido, que no haya
alteraciones del pH, promover una presion osmotica y concentracion de electrolitos, un
crioprotector para que reduzca el dafio celular del esperma durante la congelacion y
posterior descongelacion (Condoy & Cevallos, 2017). En la actualidad el dilutor mas

empleado para conserva semen canino es a base de la yema de huevo como protector

21



de enfriamiento, Tris-citrato como agente tampon, glucosa o fructosa como agente de
energia y el glicerol como agente crioprotector (Diaz, 2015).

Una dilucion excesiva puede desencadenar en una pérdida permanente de
motilidad, capacidad fecundante y actividad metabdlica de la célula. También puede
conllevar a una disminucion en la fraccién de efectos benéficos de sustancias presentes
de los fluidos testiculares y epididimarios (Silva, 2007).

2.7.3. Envasado

La tasa de congelacion varia considerablemente, dependientes del método
empleado para envasar. Por lo regular, el esperma se congela en pajillas de plastico,
proporcionando un ambiente adecuado para manejo, rotulado, almacenaje y el posterior
descongelamiento. (Feldman & Nelson, 2007).

2.7.4. Descongelacion

El proceso sentencia ser dafiino para los espermatozoides, por los efectos
atribuidos a la recristalizaciébn de microcristales de hielo intracelular, cuando se realiza
lentamente; o, por otro lado, debido a la deformacion brusca del volumen, cuando al
descongelar se lo hace rapidamente; asimismo por alteraciones de estructura y funcién
de la membrana plasmética (Feldman & Nelson, 2007).

Por lo tanto, asi como en procesos de congelacion se provee de un protocolo,
también en el proceso de descongelacion destacamos diferencia en temperatura y
velocidad (Bruce, 1989). Futino (2008) nos propone el descongelamiento a bafio maria
para las pajuelas difiriendo temperaturas de 1°C, atravesando de 30°C a 37°C; o hasta

de 70°C hasta 75°C.
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Generalizando, debemos tener presente que la tasa de descongelacion varia
dependiendo de la tasa de congelacion para una supervivencia requerida. En la
actualidad, la temperatura que mas se emplea varia de 37°C a 75°C (Futino, 2008).

2.8. Andlisis microscépico post congelacion

Ya que las células pueden sufrir variaciones en sus capacidades fecundantes tras
ser sometidas a la criopreservacion, la evolucion microscépica permite observar detenida
y claramente al microscopio las cualidades esperméticas como fueron motilidad
individual progresiva, morfologia, vitalidad, integridad y funcionalidad de la membrana
plasmética.

2.8.1. Evaluacion de la motilidad individual progresiva

Esta prueba se realiza para tener la aproximaciéon de la calidad del semen. Para
su evaluacién se necesita un microscopio compuesto u 6ptico con objetivos de 10X Y
40X(aumentos). Se debe colocar una gota de 10 ul sobre un portaobjetos a 35 °C y
colocando un cubre objetos para observar a un aumento de 40X al menos cinco veces,
en diferentes sitios de la preparacion, con la finalidad de tener un criterio general y
estimar el porcentaje de espermatozoides con movimiento (Rodriguez et al., 2018).

El movimiento normal de los espermatozoides es rapido y recto. Se clasifican

como:
Cuadro 1. Escala de evaluacion de la motilidad individual progresiva.
Valor | Porcentaje Clase Descripcion
5 100% Muy buena Movimiento progresivo rectilineo muy rapido.
4 80% Buena Movimiento progresivo rapido.
3 60% Regular Movimiento progresivo lento y ondulado.
2 40% Pobre Movimiento anormal, en ocasién progresivo.
1 20% Muy pobre Movimiento giratorio sobre si, ho progresivo.
0 0% Muertos Inmoviles.

Fuente: (Rodriguez et cal., 2018)
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2.8.2. Determinacion de la morfologia y vitalidad espermatica

El método habitual es la tincion con eosina-nigrosina, que es utilizado para la
evaluacion de la morfoanomalias (Sanchez et al., 2018). Este proceso muestra las
células vivas de color blanco sobre un fondo purpura, o tefiidas de rosa si estdn muertas.
La evaluacion morfologica del espermatozoide se debe realizar al microscopio, una vez
examinados 100 espermatozoides, se clasifican en vivos y normales, o muertos y/o
anormales (Hermansson & Forsberg, 2006). Las anormalidades pueden presentarse en
la cabeza como protuberancias, cuello torcido o desprendido, acrosomas rotos o defecto
del crater; en la pieza intermedia como mitocondrias alteradas p gota citoplasmética y en
la cola torcida o enrollada. Sin el examen morfologico seminal cualquier valoracion
seminal es incompleta (Hernandez, 2007). El inconveniente que presenta esta tincién es

gue puede producir morfologias anormales en la cola de los espermatozoides (Sanchez

%%

Figura 4. Frecuentes anormalidades morfologicas en los espermatozoides del canino.

et al., 2018).

Fuente: (Johnston et al., 2008).

2.8.3. Test de HOST
La prueba Hipoosmdtico o Test de Endésmosis (HOST) nos permite evaluar la

integridad funcional de la membrana de los espermatozoides, esta relacionada
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directamente con la capacidad fecundante. Este test se encarga de analizar
alteraciones morfolégicas que sufren las células esperméticas al ser expuestas a
condiciones hipotonicas como es el incremento del tamafio y flagelos flectados o
curvos. Se ha observado que la suspension de espermatozoides en un medio
hipotonico ocasiona un desequilibrio osmético entre el medio extracelular y el
intracelular, como consecuencia, el espermatozoide aumenta su volumen con
consecuentes cambios morfolégicos en los flagelos, como dilatacion y enrollamiento
de los mismos (Sanchez et al., 2002).

El test de funcionalidad de membrana HOST se realiza usando una dilucién de
semen en relacibn de 1:10 en solucién de dextrosa al 5% (252 mOsmol/L),
incubandose en bafio maria por un periodo de 25 minutos a 25°C, y observacion con
microscopio (40X) (Hernandez & Gonzalez, 2015).

(a) (b (g)

J V¥

Figura 5. Representacion esquemética de la apariencia morfoldgica de un espermatozoide no

reaccionante (a) y reaccionante (b,c,d,e,f,g) al Test de Host.

Fuente: (Jeyendran, 1984).

2.8.4. Integridad de la membrana plasmatica (loduro de propidio).
Es una tincidn roja fluorescente especificos del ADN por lo mismo sirve como

tincion espermatica de contraste. En combinacion, permiten una evaluacion rapida,

25



simple y sin ambigtedad del dafio al saco acrosomal y la membrana plasmética.
(Salinas et al., 2014).

El loduro de propidio desprende una fluorescencia rojiza cuando la membrana se
ha perjudicado tras el proceso de congelacion. Las células viables poseen la capacidad
de evitar el ingreso de colorantes, por lo cual, este test es un exponente de la integridad

de la membrana plasmatica (Abarca & Madrigal, 2018).

Figura 6. Evaluacion de la integridad de la membrana plasmética con florescencia realizada con
yoduro de propidio.

Fuente: (Armas, 2011).
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.  CAPITULO

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de Estudio

Se trata de un estudio experimental y de correlacion. Este estudio se basa en la
implementacion de diferentes pruebas de laboratorio que nos guian hacia la seleccion
de un paradigma que cumpla y resuelva nuestro objetivo. Por lo mismo, se realiz6 el
analisis de las variables de la condicion corporal, morfometria testicular y de las
caracteristicas esperméticas, por lo que es un estudio analitico.
3.2. Ubicacion del ensayo

El presente estudio se realiz6 en la Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias

de la Universidad Catdlica de Cuenca, Laboratorio de Reproduccion.

T~ <
.
sGuardia,Ciudadana
AL deCuenca
¥

’ ® Universidad Catdlica
Eacultad de Agronomia
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-

.

Figura 7. 1zg. Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias. Lab. Reproduccién

Fuente: Google maps.
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3.3. Materiales

3.3.1. Fisicos

Guantes de examinacion estériles

Guantes de nitrilo

Cooler

Jeringas

Rejilla

Frascos de muestra de orina
Pipetas

Tubos eppendorf

Tubos falcon

Pajillas

. Quimicos

Solucién salina fisiolégica
Eosina/nigrosina

Test de HOST

loduro de propidio

Nitrégeno liquido

. Equipo

Refrigeradora
Microscopio
Centrifugadora

Platina
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° Microscopio de fluorescencia

° Bafio Maria

3.3.3. Materiales de Experimentacion

° Testiculos del perro
3.4. Metodologia
3.4.1. Toma de datos y recoleccion de muestras.

Se tomdé las referencias del paciente mediante la anamnesis en una ficha que
constaba con los datos de: condicidbn corporal (constitucion, temperamento); edad
(clasificado entre jévenes [<5 afios]; adultos [de 5 a 10 afios] y geriatricos [>10 afios de
edad]); peso (pequefio [3 a 9 kg]; medianos [10 y 25 kg] y grandes [26 a 50 kg]; raza
(raza y mestizos) y color (blanco, negro, mixtos).

Luego se procedié a la recoleccion de muestras a través de la cirugia de
orquiectomia, la cual consiste en la extirpacion quirargica de ambos testiculos. Durante
el procedimiento, se realiz6 un abordaje hacia los testiculos mediante la piel y tanicas
protectoras. Ya asilados los testiculos se ligd el conducto deferente y vasos y suturamos
tinicas y piel. Una vez extraidos los testiculos, los colocamos en solucion salina (NaCl
al 0,9%) y se transporto al laboratorio en un cooler. El tiempo estimado entre recoleccion

y transporte se estima entre media hora a 6 horas.
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Figura 8. Registro del paciente

3.4.2. Analisis morfométrico y extraccién de espermatozoides.

Los testiculos fueron procesados en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Catolica de Cuenca.
Con protocolos, en rigor, asépticos se limpiod los rezagos del testiculo para proceder a
registrar los datos morfométricos intrinsecos, medidos con un calibre, como fueron: peso,

ancho, largo y profundidad.

Figura 9. Andlisis morfométrico

Los espermatozoides del epididimo se recolectaron mediante el proceso de flujo
retrogrado, descrita por Gutiérrez et al., (2004), la cual consiste en: limpiar
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cautelosamente la cola del epididimo junto con el conducto deferente para remover
tlnicas y vasos con una tijera punta roma. Posteriormente, localizamos en el septum del
epididimo equivalente a la porcion cercana de la region media del conducto deferente.
Al tiempo, colocamos el fragmento, libre de capa visceral, en un tubo falcon.

Las agujas de insulina se ajustaron a una carga de 0,5cm con el “medio de lavado”
(diluyente Tris+Yema de huevo) y se insertaron en el lumen de la seccién libre de cada
vaso deferente para obtener la mayor cantidad de espermatozoides epididimarios
maduros. Finalmente, se perfundia en los conductos, abultando la cola del epididimo
para deslizar el contenido espermatico a través del tubo, obteniendo nuestro ejemplar

para evaluacion.

Figura 10. Recolecciéon de muestra

3.4.3. Congelacién de esperma.

Con la alicuota se evaluaron los test correspondientes y la concentracion
espermatica; ajustando una concentracion de 100 X 108 espermatozoides/ml., necesaria
para poder empajuelar la muestra, manteniendo proporcional al contenido del diluyente
(Tristyema de huevo) mas el crioprotector (Glicerol). Posterior a ello, se refrigero las

pajuelas durante dos horas a 5°C. Tras lo cual se colocan sobre una trampa de flotacién
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a 4cm de altura sobre vapores de nitrogeno liquido, en un tiempo de 15 minutos.
Transcurrido el tiempo descrito, se sumergieron directamente en el nitrégeno para la

congelacién manteniendo a temperatura constante de -196°C.

Figura 11. Pajuelas sumergidas en nitrégeno liquido.

3.4.4. Descongelacion y evaluacion de los espermatozoides

Las pajillas se descongelaron sumergiéndolas en bafio maria durante 30
segundos.

Los factores evaluados fueron: Motilidad individual progresiva, integridad de la
membrana plasmaética, vitalidad espermatica y viabilidad.

3.4.4.1 Caracteristicas microscopicas

e Motilidad individual progresiva

Para poder evaluar la motilidad individual progresiva tomamos 10 pl de la muestra
y lo colocamos en un portaobjetos. Observamos en el microscopio con el lente de 40X.
Se evalué subjetivamente y de manera relativa a la siguiente tabla de interpretacion a
escalade 0 a5 (0— 100 %).

e Viabilidad espermética: Test de HOST
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El test hiposmoético se empled para analizar la viabilidad espermética,
fundamentada en el desequilibrio osmotico entre el espacio intracelular y extracelular en
gue se suspende a la célula; fisiolégicamente compensada por esta al desprender agua
al medio intracelular, consiguiendo una hipoosmolaridad que conlleva a cambios
morfoldgicos tales como: dilatacion y enrollamiento de flagelos. Su analisis se mide con
un objetivo de 40X, mostrando la capacidad fecundante de los espermatozoides.

El método del test de HOST se realiza mezclando 50 pl de preparacion de HOST
con 10 pl de muestra, luego dejamos incubar a bafio maria durante 25 minutos.
Posteriormente se toma 10 pl y depositamos en un portaobjetos, y superponiendo un
cubreobjetos se observa al microscopio; donde observamos, en uno o0 mas campos,
espermatozoides viables con un cambio en su cola, a manera de hélice, como
consecuencia de la hinchazén. Al contrario, también se pudo observar espermatozoides
exanimes sin ningun defecto. Expresando de esta manera el porcentaje viable de los

espermatozoides.

Figura 12. Test de HOST sumergido a bafio maria
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e Vitalidad espermatica: Tincidén eosina — nigrosina

Esta tincion de elaboré al mezclar 10 pl de muestra y 10 ul de tincion de eosina —
nigrosina; realizamos un frotis y dejamos secar durante 3 minutos, cuando la muestra se
encuentra seca procedemos al conteo de vivos y muertos. Para determinar el porcentaje
se ejecuto el conteo en uno 0 mas campos del portaobjetos hasta contar 100 células.

Espermatozoides vivos: se distinguen por su colocacién blanquecina, es decir, sin
tincion de eosina.

Espermatozoides muertos: facilmente identificables por su rasgo de coloracion

purpura sobre la célula, es decir, con tincion de eosina.

ZAR IR

Figura 13. Test de eosina-nigrosina al microscopio.

e Integridad de la membrana plasmatica: loduro de propidio
Se desarrollé tomando 10 pl de la muestra y afiadiendo, sin permitir el ingreso de

luz, 2 pl de ioduro de propididio. Colocamos sobre un portaobjetos y realizando un frotis
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dejamos secar sobre la platina durante 1 minuto y observamos al microscopio con objeto
40X. Expresamos un porcentaje de acuerdo a la cantidad de células que presentaron
coloracion roja, observando en diferentes campos de distribucién hasta completar 100
células. Los espermatozoides que tienden a una tincion rojiza indican el dafio de la

membrana plasmética.

Figura 14. Test de loduro de propidio al microscopio.

3.4.7. Disefio experimental

Se evalud el producto obtenido mediante un disefio de contingencia, con una
poblacién inicial de 26 perros para la correlacién.

3.4.7.1. Variables de inclusion.

. Caninos mayores a 6 meses de edad.

3.4.7.2. Variables de exclusion

. Caninos enfermos o con problemas geriatricos

. Caninos con diagnaostico poco favorable.
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3.4.7.3. Variables independientes del experimento
Caracteristicas corporales:

Tamafio testicular (mm)

Edad (Jévenes, adultos, geriatricos)

Perro (Kilogramos)

3.4.7.4. Variables dependientes del experimento
Motilidad individual progresiva (%)
Integridad de la membrana (%)
Funcionalidad de la membrana (%)
Anormalidades (%)
Vitalidad (%)

3.4.7.6. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se empled el test de varianza (ANOVA),
para determinar la relacion del peso, diametro, largo y ancho del testiculo en relacién con
la edad, las caracteristicas cualitativas y cinéticas de los espermatozoides epididimarios
congelados/descongelados y los diferentes grupos etarios, condiciébn corporal y
caracteristicas corporales. Para mostrar los resultados se utilizaron la desviacion

estandar, descripcion de grafico de pasteles.
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IV. CAPITULO

4. RESULTADOS
Luego del andlisis de los resultados obtenidos pre y post congelacion del semen,

se tomaron en cuenta los parametros que se clasifican a continuacion:

B Mestizo

W Raza

Figura 15. Promedio de las razas de los perros.

El 85% de los pacientes que fueron evaluados era mestizos, el restante se

distribuy6 en perros de raza con un 15%.

B Grande
® Mediano

 Pequefio

Figura 16. Promedio del tamafio de los perros
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La figura numero 16 nos muestra que el predominante, con un 42%, son de
tamafio pequefio, con 31% mediano y con minima cantidad de tamafio grandes con un

27%.

H Adulto
B Geriatrico

m Joven

Figura 17. Promedio de la edad de los perros.

Observamos un mayor porcentaje en perros jovenes con el 53%, prosigue con un

35% en perros adultos y con un 12% geriatricos.

H Blanco
B Mixto

M Negro

Figura 18. Promedio del color de los perros
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En cuanto al analisis de la figura 18, demuestra un mayor nimero en perros de

colores mixtos con el 46%, seguido del blanco con el 35% y por ultimo tenemos un 19%

de color negro.

A continuacion, en el siguiente cuadro se resume las dimensiones en relacion al

Peso, Raza y Edad, que serviran como referencia para el analisis de este estudio.

Cuadro 2: Dimensiones en relacién al Peso, Raza y Edad

FACTOR n Peso () Ancho (mm) Largo (mm) Profundidad (mm)
EDAD

Geriatrico 3 11,80 16,25 18,67 +5,69 35,00 +6,56 32,33 +4,04
Adulto 9 13,29 45,76 23,00 +6,34 29,22 +9,67 26,33 +7,23
Joven 14 14,89 +5,44 24,79 410,98 31,29 +10,78 24,29 +4,10
RAZA

Mestizo 22 14,26 +5,80 24,23 +9,49 30,55 +10,55 24,73 45,02
Raza 4 12,25 +3,56 19,25 +4,99 33,50 +4,20 32,50 +5,74
TAMANO

Pequefio 7 17,20 +3,50 20,29 +6,58 35,57+10,77 30,00 +7,92
Mediano 8 12,58 +4,19 21,88 +8,77 34,13 +7,83 24,63 +2,00
Grande 11 12,95 +6,79 26,64+10,25 25,82 +8,82 24,27 45,18

Se muestra un conglomerado de Distancia Euclidiana Raza y Tamafio (Proporcional al

Peso, Ancho, Largo y Profundidad), donde se observa que animales de Raza y

Pequefios, tienen diferentes tamafos (p<0,05) en relacion a las demas combinaciones.

El Conglomerado (Proporcional al Peso, Ancho, Largo y Profundidad) de Distancia

Euclidiana Raza y Edad, donde se observa que animales de Raza Geriatricos, tienen

diferentes tamafos (p<0,05) en relacion a las demas combinaciones.
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El Conglomerado (Proporcional al Peso, Ancho, Largo y Profundidad) de Distancia
Euclidiana Tamafio y Edad, donde se observa que animales Jévenes pequefios y Adultos

pequefios, tienen diferentes tamafios (p<0,05) en relacion a las demas combinaciones.

Cuadro 3. Analisis de los Paramentos Funcionales del semen del perro.

ANTES DESPUES

LI (95%) LS (95%) LI(95%) LS (95%) p T
MIP 58% 80% 40% 58% 0,0062 2,86
Vigor 3,46 4,24 1,35 2,34  <0,0001 6,54
Concentracion
(x10°) 101,14 410,01 sd sd
Vitalidad 68% 79% 46% 64% 0,0007 3,66
Anormalidad 21% 32% 36% 54% 0,0007 -3,66
Host 52% 69% 20% 37% <0,0001 5,45
loduro de
Propidio 70,27 102,8 38,78 65,3 0,0014 3,39

En la Movilidad individual progresiva (MIP), la muestra se encuentra dentro de los
parametros establecidos en el momento antes (IC95%) de la congelacién (58% a 80%),
y posterior (IC95%) a la congelacién (40% a 58%), estos bajan significativamente
(p=0,0062).

Teniendo en cuenta los parametros Vigor, la muestra se encuentra dentro de los
limites establecidos (IC95%) en el momento previo a la congelacion (3,46 a 4,24) y
posterior a la congelacion (1,35 a 2,34), estos reduce significativamente (p<0,0001).

En cuanto a la concentracion, la muestra varia (IC95%), ya que los parametros
establecidos en el momento antes de la congelacién son (101,14 x 10° a 410,01 x 10°).

La muestra de la vitalidad (IC95%) estan dentro de los parametros determinados
antes de la congelacion (68% a 79%), y después de la congelacion (46% a 64%) estas
medidas redujeron significativamente (p=0,0007).
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Las morfo anomalias, se encuentra dentro de las medidas (IC95%), al momento
de la congelacion (21%a 32%), y posterior a la congelacion (36% a 54%), estos valores
redujeron notablemente (p=0,0007).

En comparacion a la integridad de la membrana plasmatica, la muestra se
encuentra dentro de los parametros especificos (IC95%) antes de la congelacién (25%
a 69%), y después de su descongelacion (20% a 37%), dichos paramentos descienden
significativamente (p<0,0001).

Tomando en cuenta la integridad del saco acrosomal (IC95%), la muestra esta
dentro del rango especifico antes de la congelacién (70.27 a 102.8), posterior a su

congelacion (38,78 a 65,3), los valores disminuyeron (p=0,0014).

Cuadro 4. Andlisis de Varianza Multifactorial entre factores de estudio y calidad espermatica.

TEST IODURO DE
MIP VIGOR CONCENTRACION VIABILIDAD ANORMALIDAD HOST  PROPIDIO

Raza 0,3144 0,6531 0,569 0,8863 0,8863 0,8034 0,0703
Edad 0,6087 0,9531 0,104 0,3575 0,3575 0,8884 0,0983
Peso 0,5065 0,1895 0,176 0,0955 0,0955 0,0301 0,0763
Color 0,8269 0,9318 0,818 0,8732 0,8732 0,9995 0,9013
Vomito 0,6087 0,4091 0,943 0,8126 0,8126 0,3296 0,2199

En el Cuadro 4, se estudia la varianza multifactorial mediante una prueba de
Kruskall y Wallis No paramétrica (p>0,05) individual entre factores de estudio (Raza,
Edad, Peso, Colory las Observaciones de Signos Clinicos como vomito con las Variables
cualitativas espermaticas.

Cada interaccion Factor de Estudio (columna) x Variable de Calidad espermatica
(fila) arroja diferentes valores p, no significativos (p>0,05), existiendo unicamente valores

de diferencias significativas (p<0,05) la siguiente interaccion:
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Peso x Integridad de la membrana plasmatica (Test de Host) (p=0,0301); que los
de peso Grande (0,492) seguida del pequefio con un (0.41°) y finalmente el mediano con
(0.359), teniendo en cuenta que le predomina con valores mas altos son los perros
grandes como se menciond anteriormente.

Al proceder a analizar las diferentes medidas con los factores de clasificacion se
pudo observar que Uunicamente la Profundidad del testiculo guarda diferencias
significativas (p=0,06) en la Raza con 32,50mm (+5,74), frente a los Mestizos con

24,73mm (+5,02).

Cuadro 5. Relacién de la edad y peso con la Calidad espermatica

TEST IODURO DE

MIP  VIGOR CONCENTRACION VIABILIDAD ANORMALIDAD HOST  PROPIDIO
Edad 0,14 0,08 0,33 -0,08 0,00 0,07 0,29
Peso 0,06 0,26 0,30 0,31 0,25 0,24 0,30

En el Cuadro 5 se observa la relacion de la edad y el peso con las variables de
calidad espermatica con una correlacion de Spearman, donde la Edad guarda una
relacion baja con la Concentracién y el Test de loduro de Propidio; mientras el Peso
guarda relaciones mas consistentes e igual baja con todas las otras variables a

excepcion de MIP. Todas las demas relaciones son inexistentes.
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V. CAPITULO

5. DISCUCION

Se conoce que el tamafio testicular posee una estrecha relacion con el volumen
de parénquima seminal contenido en la gonada; por su parte, dicho volumen del
parénquima seminal tiene relacion con la facultad de producir espermatozoides por
unidad de tiempo (lllera, 1984). Por lo mismo, Olar et al., (1983) establece que el ancho
total del escroto es positivamente util como profetizador de la capacidad de los perros
para producir y eyacular espermatozoides. Ademas, Woodall & Johnston, (1988) expone
que aquellos perros que muestran un indice (calculado por el promedio del largo de
ambos testiculos y el epididimo multiplicado por el ancho total del escroto) mayor a
18.00mm, poseen una funcion de espermatogénesis comparativamente aventajado que
los perros que muestren valores del indice menores.

Datos reportados por Cortez et al., (2002) en su investigacion, indican indices de
circunferencia escrotal del canino, obteniendo una circunferencia escrotal media de 17,6
+ 1,6 cm, determinandose una relacién de 0,10 (P>0,05) entre la circunferencia escrotal
y la concentracién espermatica, sugiriendo que la concentracion del esperma de los
perros pastor aleman es independiente de la circunferencia escrotal. Sin embargo, Olar
et al., (1983) observan, a diferencia, una alta correlacion (r=0,75, P<0,01) entre el
perimetro escrotal y la eyaculacion diaria en perros, lo que nos dice que el perimetro
escrotal es aceptable para predecir la produccion espermatica y de eyaculado.

Por otro , en su estudio, Baratta et al., (2013) revelan una correlacion casi
inapreciable entre la concentracion espermatica y el perimetro escrotal en perros de raza

Ovejero Aleman.

43



En los rumiantes menores se ha demostrado que ciertas variables zootécnicas
pueden llegar a perjudicar la congelacién del seminal. Si bien las causas se desconocen
aun, se considera probable que la predisposicion oscile por la genética del individuo,
linea o raza, puesto que en carneros y cabrios de exponen diferencias relacionad as a
estos factores (England, 1993). Si bien las especies son distintas, existen indicios claros
de que la genética afecta la calidad espermética, en este aspecto. En este estudio no se
pudo profundizar en este aspecto porque no se pudo dar seguimiento al linaje especifico
de las lineas mestizas y de raza.

La calidad del semen en animales menores a los 6 meses de edad no es tan
buena, exponiendo que la morfologia, motilidad y concentracién mejoran partiendo desde
esa edad (Freshman, 2002). Asimismo, se determina que la pubertad en el canino,
alcanzado a los 9 meses de edad, puede revelar una mejor calidad espermatica (Hewitt
et al., 2001). La concentracién seminal es inferior en animales que sean mayores a los 4
afios de edad, o por su parte, pueden tener un efecto marcado a partir de los 5 afios, no
obstante, no se revela significancias o alteraciones en el resto de parametros seminales
(Shalini & Antonie, 2018).

Nothling, (2005), demuestra diferencias individuales en la calidad seminal
después de la congelacion, que partieron de animales que en fresco poseian similitudes
en los parametros seminales. Asi también, nos declara que las reservas espermaticas
del epididimo pueden verse influenciadas por el tamafio del canino.

Hori, et al., (2006) en su estudio, sostiene que la congelacion de esperma canino
se ve afectado facilmente por la sensibilidad a bajas temperaturas al cual es sometido,

en comparacion con otras especies. Por lo tanto, la probabilidad de obtener los
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resultados requeridos difiere considerablemente, pues refiere comprometer a las células
a un estado de estrés térmico que produce un detrimento en la funcionalidad
espermaética.

Por dltimo, Reyes, (2008), afirma que la susceptibilidad de los espermatozoides
se ve estrechamente relacionados con la relacién entre 4cidos grasos saturados y
polinsaturados unidos a los fosfolipidos de la membrana. Se plantea que esta relacion
es considerablemente baja en caninos, comprometiendo su estructura por sensibilidad

al shock térmico.
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VI. CAPITULO

6. CONCLUSIONES

Los parametros de motilidad, morfologia, integridad de la membrana y
concentracion espermética, analizados post-congelacion se vieron drasticamente
reducidos en comparacién con los parametros que se evaluaron previo a la congelacion
de muestras por efecto de la criopreservacion.

Conforme con los pardmetros evaluados Unicamente el de integridad de la
membrana presento relacion directa con el peso de los perros.

Los espermatozoides no demostraron resistencia a los efectos de
criopreservacion en relacion con las caracteristicas morfométricas de los testiculos del
perro.

La morfometria testicular de los perros de raza-pequefios, de raza-geriatricos y
jovenes-pequenios, evidenciaron diferencias significativas en comparacion con el resto

del grupo.
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VIl. RECOMENDACIONES

Los resultados declarados nos indican que el grado de inferioridad obtenido
tras la congelacion puede, si bien ser influenciada por distintos motivos
externos, también nos indica la improbabilidad de obtener una muestra
espermética viable de los espermatozoides epididimarios del perro al ser
sometidos a la criopreservacion.

Llevar a cabo investigaciones con el uso distintivo de crioprotectores como de
diluyentes especificos para la especie.

En toda circunstancia realizar un plan de exploracion general clinico y de
laboratorio del macho reproductor.

Estudio a fondo de los efectos externos que puedan provocar una disminucion

significativa en la calidad espermatica en nuestro pais.
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IX. ANEXOS
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Anexo 3. Analisis morfométrico
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Anexo 4. Recuperacion de espermatozoides por el método de flujo retrogrado
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Anexo 5. Refrigeracion y congelacion de los espermatozoides
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