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La Inseminacion Artificial (IA) en caninos ha tenido un auge
principalmente en los ultimos anos, dado que la reproduccion
y crianza de perros es una aficion de interés mundial y
representa distintas ventajas para la mejora genética y para
la salud de los ejemplares. Por lo cual, la preservacion de
semen canino se ha constituido en una actividad importante

para veterinarios y criadores (10).

La criopreservacion de semen y la utilizacion del semen
congelado mediante inseminacién artificial ha causado un
gran Impacto sobre la reproduccion animal y humana.
Innumerables crias de diferentes especies han nacido a partir

del uso de semen congelado (10).




Mediante la congelacion es posible el uso
del semen de un macho cuando éste ya
no puede ser usado como reproductor,
Inseminar una hembra que se encuentre
en una localizacion geografica distante y
almacenar semen en épocas en las
cuales el reproductor no sea requerido
para servicios. Asi mismo un banco de
semen puede constituir un importante
reservorio genético para la cinofilia y la
conservacion de razas en las que la
poblaciéon pueda disminuir drasticamente
en el futuro (9).




La mayoria de los autores
logran mejores resultados
utilizando Inseminacién
intrauterina (mediante
laparotomia, laparoscopia
o cateterismo cervical)
para el uso de semen
congelado Los
porcentajes de prenez
obtenidos con el uso de
Inseminacion Iintrauterina
varian entre 60% y 90 %
(11,12).

Imagen 10.1 Perro adulto. Fotografia tomada por Hugo Olguin en Tula, México



Constantemente se modifican los protocolos de
congelacién a fin de obtener mejores resultados
en relacion a la supervivencia espermatica y
fertiidad del semen al descongelado. Para
lograr estos objetivos es necesario comprender
a que tipo de estrés se ven sometidos los
espermatozoides durante los procesos de
congelacién y descongelaciéon asi como la
manera en que las células responden a las
agresiones fisicoquimicas medioambientales

(10).

Imagen 10.2. Pajillas de semen almacenadas en nitrogeno liquido. Fotografia tomada en
Laboratorio 2, UIM. FESC- UNAM. México



Diversas técnicas son empleadas para evaluar y predecir
la capacidad fecundante del semen canino, mediante la
determinacion de parametros espermaticos como: la
Integridad de la membrana plasmatica, la reaccion
acrosomica, la morfologia espermatica, y la movilidad de
los espermatozoides; siendo dichos factores igualmente
utilizados para establecer los efectos de |Ia

criopreservacion sobre el semen canino (9, 27)




Mediante la criopreservacion es posible detener el proceso que sufre el
espermatozoide desde la eyaculacion hasta la fecundacion y conservarlo
en el tiempo potencialmente fértil (14). En investigaciones se observd que
los espermatozoides descongelados motiles, con membranas intactas no
mantenian su viabilidad y capacidad fecundante durante tanto tiempo
como los espermatozoides del semen fresco. Estas observaciones se
relacionan con los cambios semejantes a la criocapacitacién, inducidos por
los procesos de congelacion en la célula espermatica. Durante la
congelacion y descongelacion se producen alteraciones celulares que
causan reduccion de la fertilidad del semen criopreservado en comparacién
con el semen fresco (15). Esta reduccion de la fertilidad se relaciona tanto
con la muerte de las células que no soportan el dano del proceso de
congelacion y descongelacion, como con la disfunciéon no letal instaurada
en una parte de la poblacion sobreviviente (13).




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 exposiciéon de las células a ellos (16). En el grupo de los crioprotectores
penetrantes, se encuentra el glicerol, el cual es un alcohol con tres grupos hidroxilos (C3H803) de alta
permeabilidad (16, 17) este es el mas utilizado en la congelacion de semen canino, ya que posee a
capacidad de reemplazar osmoticamente el agua intracelular antes y durante el congelamiento,
disminuyendo el punto de congelaciéon del agua lo cual combinado con una lenta tasa de enfriamiento,
disminuye la formacion de cristales de hielo (18, 19). El crioprotector mas utilizado para la peservacion 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 crioprotectores (20).




Un aumento de las tasas de concepciéon puede lograrse mejorando los métodos de
criopreservacion tratando de prevenir o minimizar la ocurrencia de los eventos que
desestabilizan las membranas y mejorando la calidad de los espermatozoides sobrevivientes
(13). Diversos factores estan implicados en las bajas tasas de concepcion logradas mediante el
uso de semen congelado en comparacion con el semen fresco. Un factor de suma importancia
es la calidad de semen obtenida al descongelado. Multiples factores afectan la sobrevida de los
espermatozoides al descongelado: la metodologia de congelacion y descongelacion, la
concentracidon espermatica en el diluyente, el envasado, la composicion del diluyente empleado

().



Factores que afectan la viabilidad espermatica durante el
proceso de criopreservacion

Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven sometidos a varios ciclos de
deshidratacién e hidratacion lo que resulta en cambios significativos de volumen. El primer cambio
de volumen ocurre cuando la muestra se mezcla con un un diluyente el cual contiene sustancias
crioprotectoras como glicerol y posteriormente cuando la solucidon es congelada. Mas tarde ocurren

cambios de volumen cuando la solucion es descongelada (21).




Estos cambios de volumen estan asociados a cambios de la
concentracién de iones y electrolitos en las soluciones intra y extra
celular. La forma en que ocurren estas modificaciones determinan la
mayor o menor capacidad de la célula para soportar el dafno a la que se
ve sometida. Los cambios de volumen son solo uno de los factores de
estrés a los que la célula se ve sometida durante el proceso de
criopreservacion. Los diferentes factores de estrés estan representados
por los cambios de temperatura, el estrés tdoxico producido por la
exposicion a crioprotectores, la formaciéon y disolucion de hielo asi
como los cambios de osmolalidad en el ambiente extracelular (21).



Durante el proceso de congelacion-descongelacion se pierde aproximadamente el 50% de la
viabilidad de la poblacion inicial de espermatozoides debido a los efectos de la criopreservacion
sobre las membranas, citoesqueleto, aparato motor y nucleo del espermatozoide (14, 22). Se
considera que el principal sitio de dano asociado a los cambios de temperatura son las membranas
espermaticas (14). La reduccion de la fertilidad asociada al semen congelado es atribuida en gran
parte a la alteraciéon de la estructura y funciéon de las membranas durante los procesos de
refrigeracion, congelaciéon y descongelaciéon (22, 23). Para poder interactuar con el oocito, los
espermatozoides deben estar vivos, moétiles y poseer la membrana plasmatica y acrosomal
intactas y funcionales (10).



Los parametros seminales de movilidad del 70%, morfologia del 70%
de espermatozoides normales, y espermatozoides vivos 80% (10)
deben tratar de conservarse lo mejor posible en el semen congelado,
por tal motivo se utiliza glicerol en concentreaciones de entre 2-10%
con el fin de preservar las caracteristicas fecundantes de las
muestras seminales sometidas a procesos de congelacion y
descongelacion (2,3,6,7). Se ha reportado que las muestras
sometidas a procesos de congelacion con glicerol al 4% y 6% han
mostrado mejores resultados (2).




Shock de frio

Es bien conocido que el enfriamiento rapido
del semen entre 30°C y 0°C induce un
estrés letal en algunas células, el cual es
proporcional a la tasa de enfriamiento. Es
asi que el enfrlamiento-en este rango de
temperaturas debe ser realizado
cuidadosamente (14). Este fenomeno es
conocido como’ choque de frio y puede
apreciarse durante el enfriamiento de
espermatozoides de cualquier especie (1).

Imagen 10.4. Perro adulto. Fotografia tomada por Grisha De los santos en Clinica Veterinaria
Tepotzotlan, Estado de México, México.



El estrés de membrana puede continuar por debajo de 0°C sin que la transicion de fase de los lipidos de la membrana plasmatica
(de liquido-cristalino a gel) sea completo a 0°C, sin embargo es bien conocido que los cambios de fase ocurren, en su mayoria,
entre los 5°C y 15°C (26). Se ha demostrado la importancia de la composicion lipidica del medio ambiente donde se encuentra la
membrana plasmatica durante el enfriamiento, esto relaciona al componente lipidico en el mecanismo de injuria (29). El
agregado de preparaciones lipidicas purificadas a los espermatozoides reduce significativamente el choque de frio y el dano

producido por la congelacion-descongelacion (24).

Este hecho se relacionaria con un cambio de fase lipidica y alteraria el estado funcional de la membrana. Este fendmeno se
relacionaria en parte con el efecto crioprotector observado al agregar trealosa al diluyente utilizado para congelacion, ya que la
trealosa posee la propiedad de interaccionar con los lipidos de membrana (27) aumentando su estabilidad y limitando la
transicion de la fase (25), ejerciendo asi un efecto estabilizador de la membrana, lo cual explicaria su accion crioprotectora (28).
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Imagen 10.5. Estructura del
espermatozoide. Imagen adquirida de:
Gadella et al. (2008). Sperm head
membrane reorganisation during
capacitation. The International Journal of
Developmental Biology, 52:473-80.



El choque de frio es visto como el estado extremo de un
estrés continuo influenciado por la velocidad con que
este fenomeno se inicia (24). El choque de frio es
causado por un cambio de fase de los lipidos de la
membrana (26). Asi mismo en otra investigacion se
obtuvo evidencias de que el cambio de fase podria ser el
responsable de las manifestaciones de criodano
observadas durante el calentamiento celular luego de la
descongelacion. Estas evidencias fueron obtenidas a
partir del estudio de la integridad de membrana de
espermatozoides de carnero durante los procesos de
enfriamiento (entre 5° y —20°C) y posterior calentamiento
hasta 30 °C. En este experimento se observd que los
mayores danos de membrana ocurrian durante el

proceso de calentamiento luego de la descongelacién
(30).

Imagen 10.6 Tanque de nitrogeno liquido para almacenacion de pajillas de semen. Fotografia tomada
en Laboratorio 2 de UIM, FESC - UNAM, México.




La tasa de congelacion debe ser suficientemente lenta para evitar la formacion de cristales de hielo,
pero lo suficientemente rapida para evitar variaciones del pH debidas a acumulacion de solutos, que
pueden debilitar la membrana celular generando disturbios en el misma (31).

Cada tipo de almacenamiento (pastillas, pajuelas) requiere diferentes condiciones de descongelado.
Las pastillas se descongelan a 37 °C utilizando usualmente 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 1
minuto o a 75 °C durante 6 segundos, mientras que las minipajuelas (0,25 ml) deben descongelarse a
75°C durante 5 segundos (32, 33).
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Cada tipo celular posee una velocidad 6ptima de congelacion que
garantiza su supervivencia luego de la criopreservacion. Si la velocidad
de congelacion es demasiado rapida o demasiado lenta el estrés
producido por el proceso de criopreservacion aumenta (34). El estrés
inducido por la formacién de cristales de hielo estd asociado a los
cambios en la presion osmotica de la faccion no congelada (35).
Cuando una solucion es enfriada por debajo del punto de congelacién
los cristales de hielo se nuclean y el agua pura cristaliza formando
hielo. Los solutos permanecen disueltos en la fraccion de agua liquida 'y
por lo tanto la presion osmatica de la solucién aumenta. La proporcién
de agua cristalizada como hielo y por lo tanto la presion osmatica de la
solucion restante depende de: la temperatura, la velocidad de descenso
de la temperatura y el volumen de la fraccion no congelada (10).

Imagen 10.7 Perros adultos en jardin. Fotografia tomada por Eréndira Célin en Estado de México,
México.




Un factor importante a considerar es la diferente sensibilidad a los procesos de congelacion que
poseen los espermatozoides de diferentes machos (36). Muchos estudios experimentales se
han realizado utilizando un pool de semen de varios machos, en estos trabajos quedan
enmascaradas las diferencias individuales entre machos (37). Estas diferencias son un factor
Importante en la seleccion del protocolo de congelacion seleccionado para obtener buenos
resultados a la descongelacién. La optimizacion del protocolo de congelacion debe contemplar
no solo la obtencidon de un alto numero de espermatozoides sobrevivignates sino también la
habilidad funcional de esta poblacion (10).
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