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Consiste en técnicas dirigidas a mantener por un tiempo
prolongado la viabilidad del material genético del
macho canino (semen) que en condiciones hormales
seria imposible (13).

Imagen 9.1. Realizacién de tincién Eosina- Nigrosina. Fotografia tomada en Laboratorio 2 de
Reproduccién Animal UIM, FESC, UNAM, México.




La conservacion de gametos de caninos genéticamente valiosos es uno de los puntos
importantes en biotecnologia animal (15). Por esto el desarrollo de técnicas de
criopreservacion espermatica exitosas se convierten en un aspecto crucial para
investigaciones en reproduccion de pequenas especies. Durante los procesos de
congelacién y descongelacion del semen, las células se exponen a un medio
hiperosmotico lo que genera cambios morfoldgicos en éstas. Al exponerse las células a
este medio hiperosmético se genera una contraccion celular inicial; la cual puede
revertirse al anadir criopotectores que ingresan o recubren las células favoreciendo la
proteccién de las mismas (3).




En las razas caninas la criopreservacion de semen es
utilizada basicamente para la inseminacion artificial (IA) y
para el almacenamiento de muestras de perros de alto valor
genético (15), y se considera una opcion econdmica para el
criador ya que se optimiza la accesibilidad de semen a largo
plazo (3). En el proceso de la criopreservaciéon hay un gran
numero de factores que pueden afectar la capacidad
fertilizante del semen canino. En dicho proceso, las células
estan expuestas a soluciones que contienen agentes
crioprotectores que evitan la formacion de hielo intracelular
y el daino en la membrana celular (4), sin embargo los
crioprotectores pueden igualmente tener efectos adversos

sobre los espermatozoides, lo cual limita su funcidn (28).

Imagen 9.2. Tanque para crio-conservaciéon en Nitrégeno liquido. Fotografia tomada en
Laboratorio 2 de Reproduccién Animal UIM, FESC, UNAM, México.




Evaluacion macroscopica (13)

Z Volumen, Color y olor

o Factores que afectan las caracteristicas del semen
Pubertad, frecuencia de eyaculacién, tamano testicular

Evaluacié lcroscopica y quimica (13)

Imagen 9.3. a) Espermatozoide vivo. b)

oy 1 owy 1A Espermatozoide muerto con dafo en el
! ogla g ConcentraCIon acrosoma. Eosina nigrosina. 60x. Imagen
adquirida de: Stornelli (2017). Atlas de
— . . . reproduccién de animales de produccion y
pH V Integridad y funcionalidad de membrana compaiia. Universidad Nacional de la Plata.
_J Argentina
g Motilidad ﬁ Alteraciones espermaticas

(Para mas informacién revisar practica XVIIl Evaluacién de semen).



Diversas técnicas son empleadas para evaluar y predecir la
capacidad fecundante del semen canino, mediante Ia
determinacion de parametros espermdticos como: Ila
integridad de la membrana plasmatica, la reaccion acrosémica,
la morfologia espermdtica, y la movilidad de los
espermatozoides; siendo dichos factores igualmente utilizados
para establecer los efectos de la criopreservacion sobre el
semen canino (4, 18).

Imagen 9.4. Realizacién de prueba de motilidad en semen canino. Fotografia tomada en
Laboratorio 2 de Reproduccién Animal UIM, FESC, UNAM, México.




Imagen 9.5. Realizacién de tincidn neosina-nigrosina en semen de perro. Fotografia tomada en
Laboratorio 2 de Reproduccién Animal UIM, FESC, UNAM, México.

Son esenciales para la conservacién de la capacidad
fertilizante del espermatozoide. Los colorantes vitales,
permiten  diferenciar  espermatozoides vivos de
espermatozoides muertos con base a la permeabilidad de
la membrana, al permitir el paso o no de los mismos (21).

Las células cuya membrana plasmatica es funcional
conservan la permeabilidad selectiva, no permiten el paso
del colorante y se observan no tenidas. Por el contrario,
cuando la membrana plasmatica estda alterada y pierde la
permeabilidad selectiva, permite el paso del colorante y la
célula se observa tenida (21).
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Los crioprotectores son solutos que favorecen la proteccion celular contra el enfriamiento
extremo, algunos penetran y otros no penetran a la célula y su citotoxicidad depende
directamente de |la temperatura y el tiempo de exposicion de las células a ellos (20, 27). En el
grupo de los crioprotectores penetrantes, se encuentra el glicerol, el cual es un alcohol con
tres grupos hidroxilos (C3H803) de alta permeabilidad este es el mas utilizado en la
congelacion de semen canino, ya que posee a capacidad de reemplazar osmoéticamente el
agua intracelular antes y durante el congelamiento, disminuyendo el punto de congelacion
del agua lo cual combinado con una lenta tasa de enfriamiento, disminuye la formacion de
cristales de hielo (1, 18, 20) crioprotector mas utilizado para la preservacion de semen canino
es el glicerol, el cual posee la limitante de su toxicidad parcial debida al estrés osmatico, ya
que tiene una menor velocidad de difusion a través de la membrana, respecto a otros -
4 crioprotectores (11).
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Las principales dificultades para la
criopreservacion eficiente de semen canino,
estdn en que la técnica induce estrés osmoético,
quimico y mecanico a la célula, causando la
muerte de algunos espermatozoides y un dano
severo en los que sobreviven a |la
descongelaciéon, reduciendo la capacidad
fertilizante y cambios estructurales de los
espermatozoides después de la descongelacion
Tales como dano en el DNA, rompimiento de la
membrana plasmatica, por oxidacion de lipidos
de la membrana, danos acrosomales como es el
hinchamiento del acrosoma, distribucion del
contenido acrosomal no uniforme, y vesiculacion
de la membrana externa acrosomal y de la
membrana plasmatica (13).

Imagen 9.6. Perro adulto. Fotografia tomada por Hugo Olguin en Tula, México



El semen que va a ser utilizado
en fresco, es decir,
inmediatamente se va a
depositar en la vagina de la
hembra, no requiere de
ninguna otra manipulaciéon a
menos que se considere que el
volumen sea muy pequeno
(<1ml). En estos casos se puede
utilizar un diluyente para
aumentar su volumen (1-6 ml)
(27).
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Imagen 9.7. Colecciéon de semen en perr raza Bulldog. Foog fia tom
FESC-UNAM. México.



En el caso de que el semen vaya a ser transportado, el semen debe ser diluido si no se va a utilizar en
menos de una hora después de la colecta. La tasa de dilucién no se ha establecido aun, pero se puede

diluir desde 1:1 hasta 1:6 (semen: diluyente) (13).

Existen varios diluyentes en el mercado, pero el mas economico es la leche descremada. El diluyente
debe ser precalentado a 37 °C y mezclado con el semen lentamente. Para que la cantidad del semen
obtenida para su conservacién sea optima, se debe dejar descansar al perro 4 dias tras la primera
recogida y después efectuar una recogida cada 48 horas, recoger solamente la sequnda fraccion, diluir
con tris-fructosa (pH 6.8) con el 8% de glicerina, 20% de yema de huevo y alcanzar una concentracién

final minima de 100 x10° espermatozoides/ml. morfolégicamente normales (13, 20).



En los casos en que no es necesario el empleo inmediato del semen recolectado puede prolongarse su viabilidad en
medios de dilucion con antibiéticos o sin ellos, el diluyente es el elemento que contiene las sustancias necesarias para
mantener o incrementar la vitalidad espermatica y este debe de (13):

a) Evitar el choque térmico: la leche descremada y la yema de huevo protegen al espermatozoide contra las diferencias térmicas

cuando se almacena refrigerado a 5°C. Cuando el semen va a ser congelado el elemento empleado como protector contra los cambios
térmicos es el glicerol (13, 20, 27).

b) Contener sustancias nutritivas: el espermatozoide es una célula viva y por esto necesita energia para sus funciones. El diluyente
debe contener los elementos necesarios para aportar a los gametos masculinos la energia para mantener su viabilidad. La leche
descremada, yema de huevo, agua de coco (2) la fructosa y la glucosa son elementos que pueden aportar esa energia pudiendo ser
empleados como elemento tanto para la congelacion y como para la refrigeracion (13).

¢) Contener elementos reguladores de pH: El espermatozoide es muy sensible a los cambios de pH por lo cual es importante agregar
elementos amortiguadores del mismo pH para evitar variaciones bruscas que alteran la viabilidad del semen. Los amortiguadores de
pH mas empleados son la yema de huevo, citrato de sodio, acido citrico, fosfatos y bicarbonatos (13, 20, 27).

d) Contener sustancias antibioticas que inhiban el desarrollo de elementos contaminantes: el agregado de 500-1000 Ul de penicilina y
1mg estreptomicina por ml de diluyente previene la proliferaciéon bacteriana (13).



Se realiza con base al periodo serd utilizado. La inseminacién artificial (IA) en perros se ha
observado que la longevidad del semen canino es significativamente mayor a 4° C que a 22° C a pesar de
esto no se observaron diferencias significativas cuando se conservé a 4° Co 15° C (20,27).

La refrigeracidén a 4°C esta entre las metodologias mas utilizadas para la conservacion del semen ca ,
pero este método posee la limitante del escaso tiempo que el semen puede ser almacenado, dada la
reduccion en la fertilidad del semen con el transcurso de las horas. Sin embargo, (a refrigeracion de semen
es recomendable cuando se quiere hacer inseminaciones repetidas en el mismo ciclo de una perra (27).

La refrigeracion del semen condiciona una menor tasa metabdlica de los espermatozoides, permitiendo
extender su supervivencia por periodos cortos. Se ha descrito que el potencial fecundante de los
bajas temperaturas, depende fundamentalmente de la resistencia de la
ausado por los cambios de temperatura (13, 27).




La congelacion por almacenaje
en nitrégeno liquido, es
considerada como la mejor
técnica para preservar semen a
través del tiempo, debido a que
se obtiene un porcentaje de
espermatozoides moviles
descongelados entre el 60y 70%,
y una tasa de fertilidad del 60%
en este método de congelaciéony
el almacenaje con nitrégeno
liquido (21).

Imagen 9.8. Tanque criogénicos de nitrégeno liquido. Fotografia tomada en
Laboratorio 2 UIM, FESC-UNAM. México.




La congelacién con exposicion previa del semen
empacado a vapores de nitrégeno antes de sumergirlo
totalmente en nitrégeno liquido, se considera como
congelacién rapida. Algunos trabajos de congelacion
rapida han sido desarrollados utilizando semen canino.
El semen canino puede congelarse en pastillas o
pajillasde 0.5 6 0.25 mL. Las pajillas son preferidas por
su mas facil identificacion y mejor manejo en la
descongelacién (21).

Las pajillas se descongelan a 37°C, utilizando una
solucion salina de cloruro o citrato de sodio como
diluyente. Las pajuelas de 0.5 mL se descongelan en
bano térmico a 37°C, durante un minuto, o a 75°C
durante 6 segundos, mientras que las mini pajillas (0.25
ml), deben descongelarse a 75°C durante 5 segundos
(21, 28)

Imagen 9.9.y 9.10 Perro adulto. Fotografia tomada por Paulina Villalvazo, Cuautitlan
Izcalli. México.




Dlluyentes y crio protectores utilizados en la crlopreservacmn de semen canino: D|Ferentes dlluyentes han SIdO evaluados para
criopreservar semen en caninos. Los monosacaridos han sido incluidos en diluyentes Tris-Base (TB) con el fin de estabilizar las
membranas mediante la interaccién de estos azicares con los fosfolipidos de la misma. La adicion de crioprotectores modifica

la permeabilidad de la membrana, disminuyendo la conductibilidad hidraulica y por lo tanto limitando la pérdida de volumen'y
= el estrés osmético (20, 28).
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