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RESUMEN

Se recolectaron muestras de semen a 7 machos caninos de
varias razas, a las cuales se les practicod un espermatograma
completo. Aquellas muestras seminales clasificadas como 6p-
timas fueron utilizadas para ser sometidas al proceso de crio-
preservacion. Se procedié a congelar el semen utilizando un
diluente a base de TRIS, &cido citrico, glucosa, penicilina, es-
treptomicina, yema de huevo, agua destilada y glicerol. El se-
men fue congelado en vapores de nitrogeno liquido a 10 centi-
metros por encima de su nivel. El semen fue sometido a prue-
bas de evaluacién considerandose los parametros de volu-
men, color, pH, motilidad, concentracién y morfologia. Se reali-
zaron pruebas de resistencia térmica en placas calentadas
para el semen fresco, diluido, glicerinado y descongelado, por
periodos de tiempo de 15, 30, 45, 60 y 90 minutos, obtenién-
dose resultados de motilidad de hasta 30% al cabo de 90 mi-
nutos. Se pudo observar la versatilidad y sencillez del uso de
este dilutor y de la técnica de congelacion en vapores de nitro-
geno liquido para la criopreservacion del semen canino.

Palabras clave: Caninos, semen congelado, dilutor, TRIS, re-
sistencia térmica.

ABSTRACT

Semen samples of seven canine of various breeds were col-
lected and evaluated by a complete spermatogram. Those
samples classified as optimal were used to follow the freezing
protocol. A TRIS buffer solution containing citric acid, glucose,
penicillin, streptomycin, egg yolk, distilled water and glycerol
was used to dilute and freeze the semen. The semen was fro-
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zen on liquid nitrogen vapors at 10 centimeters above the level
of nitrogen. Semen volume, color, pH, sperm motility, concen-
tration and morphology were evaluated. Thermal resistance
tests were conducted for fresh, diluted, chilled and post thawed
samples of semen, been observed up to 30% motility after
90 minutes. The essay probed the versatility and practicality of
the use of this dilutor, and the easiness of the technique of
freezing semen with vapors of liquid nitrogen.

Key words: Canine, frozen semen, dilutor, TRIS, thermal re-
sistance.

INTRODUCCION

La inseminacion artificial en caninos ha tenido un auge
en las Ultimas dos décadas especialmente en el area de se-
men criopreservado [2, 8, 9, 11], en la cual se han desarrolla-
do diversos protocolos de investigacion para estudiar diferen-
tes técnicas de congelacion y dilutores del material seminal.
Actualmente la crisis econémica que sufre el pais ha obligado
a modificar las técnicas actuales y ayudan a suplantar esque-
mas de importacion de tecnologias o productos elaborados,
por la imposibilidad de costearse los mismos.

Las inseminaciones realizadas con semen congelado tie-
nen una mayor tasa de prefiez cuando el material seminal es
depositado intrauterinamente en comparacion a la manera tradi-
cional vaginal [2, 5-7]. La razén fundamental para que las tasas
de prefiez sean mas bajas es debido a que el semen canino
luego de la descongelacion presenta una vida Gtil muy corta.

Se han probado muchos dilutores para realizar el proce-
so de congelacion seminal, siendo uno de los componentes
mas comunes el TRIS [2, 3, 6]. A su vez se agregan porcenta-
jes diferentes de glicerol, carbohidratos y otras sustancias para
aumentar la vida del semen.
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El objetivo de este trabajo fue evaluar las caracteristicas
espermaticas post-congelacion del semen canino criopreser-
vado mediante un protocolo basado en tris-glicerol utilizado
por primera vez en Venezuela y la evaluaciéon del semen cani-
no mediante técnicas modernas de fotometria para la determi-
nacion de la concentracion del eyaculado. Dicho protocolo in-
cluye insumos de facil consecucion en el pais, no importados a
altos costos, y de una manera sencilla se aborda el topico de
la reproduccién canina con programas de biotecnologia actua-
lizados.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Siete machos caninos de varias razas, edades y pesos
fueron sometidos a una evaluacioén integral de manera de in-
corporarlos al Programa de Criopreservacion de Semen Cani-
no, que adelanta la Unidad de Reproduccion Animal (UNIRA)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de La Universidad del
Zulia. Esta evaluacion incluyd un examen fisico completo, ha-
ciéndose especial énfasis en la revision del pene, prepucio,
testiculos, escroto y glandula prostatica. La TABLA | muestra
la distribucién de razas, edades y pesos de los animales inclui-
dos en la presente investigacion.

Dilutores

Se prepar6 un dilutor en dos fracciones (A y B). Ambos
contenian basicamente los mismos ingredientes en su compo-
sicién, y su diferencia estribaba en el uso de una concentra-
cion mayor de glicerol en el dilutor B. Los componentes de los
dilutores fueron: TRIS, acido citrico, glucosa, penicilina bence-
tinica, estreptomicina, yema de huevo, glicerol y agua destila-
da a un volumen final de 100 mL. El dilutor 1 fue utilizado para
equilibrar el semen antes de la congelacion. El dilutor 2 fue
adicionado antes del proceso de congelacién, en cuatro ali-
cuotas para lograr la glicerinizacion final. La TABLA Il muestra
los ingredientes y las cantidades de cada dilutor, asi como
también el pH final.

Evaluacion seminal

Los parametros evaluados en el semen recolectado fue-
ron lo tradicionales [1-3] tales como: volumen, color, pH, motili-
dad, concentracion y morfologia; adicionalmente se realizaron
pruebas de resistencia térmica en el semen fresco, diluido, re-
frigerado, glicerinado y post descongelacion.

La motilidad fue evaluada subjetivamente mediante la
apreciacion al microscopio de 2 alicuotas de semen y fueron
observadas en varios campos del microscopio, y evaluando en
cada uno de ellos la motilidad individual progresiva y el vigor
espermatico.

DISTRIBUCION DE RAZA, EDADT/YAi%Eg(I) DE LOS ANIMALES MUESTRA
N° Raza Edad (afios) Peso (Kg)
1 American Stafforshire Terrier 3 35
2 American Stafforshire Terrier 4 36
3 Labrador Retriever 3 38
4 Labrador Retriever 7 37
5 Labrador Retriever 9 42
6 Dogo Aleman 2% 69
7 Cocker Spaniel 3 8
] TABLA 11 ]
COMPOSICION DE LOS DILUTORES SEMINALES PARA LA CONGELACION
Ingrediente Dilutor 1 Dilutor 2
TRIS 2449 249
Acido citrico 1449 1449
Glucosa 08¢ 0,849
Penicilina bencetinica 1000 Ul/mL 1000 Ul/mL
Estreptomicina 019 0,19
Yema de huevo 20 mL 20 mL
Glicerol 3 mL 7 mL
Agua destilada A 100 mL A 100 mL
pH 6,53
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Solo fueron congelados las muestras seminales conside-
radas como 6ptimas y que presentaran: color, pH y volumen
normal de acuerdo a la talla del macho, concentracion esper-
matica superior a 200 millones de espermios por mililitro, moti-
lidad de mas del 80% y menos del 10% de anomalias prima-
rias o secundarias.

La concentracion se determiné por fotometria mediante
el uso de un fotébmetro (SpermaCue, Minitub, Tiefenbach, Ger-
many), el cual fue previamente calibrado, haciéndose compa-
raciones entre los resultados manuales realizados con una ca-
mara de NeubaUer y los detectados por el aparato.

La morfologia se determiné en un frotis seminal tefiido
previamente con el colorante Diff-Quick-Stain®, y en el mismo
se conto la cantidad de anomalias existentes.

El test de termoresistencia fue realizado manteniendo
las diferentes alicuotas de semen en placa térmica a 37°C, y
determinando su motilidad y vigor por un periodo de 90 minu-
tos.

Recolecciéon seminal

Se recolectd Unicamente la fraccién 2 del eyaculado
(fraccién espermatica), mediante manipulacion digital [2] con
un cono de recolecciéon tradicional, con su correspondiente
tubo graduado de coleccién afiadido al mismo. La estimulacién
de los perros se efectué mediante torundas de gasa empapa-
das en secreciones vulvares (feromonas) de perras en celo.

Dilucion seminal y congelacion

El semen recolectado fue centrifugado a 500 G por 6 mi-
nutos y el sobrenadante fue descartado y medido [12, 13, 15,
16], para proceder a diluir el precipitado resultante con el dilu-
tor A, a una rata de dilucion de hasta 1:6, dependiendo de la
concentracion espermatica previamente determinada; poste-
riormente, el semen fue refrigerado a 4°C por una hora. Al
cabo de este tiempo una cantidad similar de dilutor 2 fue afia-
dida en 4 alicuotas en un periodo de 45 minutos. En cada uno

de estos pasos fue tomada una gota de semen para ser some-
tida a la prueba de resistencia antes mencionada.

Luego de la dilucién final, el semen fue envasado en pa-
juelas de 0,5 mL y pasado a equilibracion por 60 minutos. Lue-
go el semen fue congelado en vapores de nitrégeno liquido, a
10 centimetros sobre el nivel del mismo, por un periodo de
10 minutos.

Descongelacion

El semen fue descongelado en agua a la temperatura de
38°C por 1 minuto. Luego de secar perfectamente la pajuela,
la misma fue vaciada y sometida a su evaluacion final.

RESULTADOS

Los resultados de la evaluacion seminal de las siete
muestras de semen se muestran en la TABLA Ill. Las anoma-
lias encontradas al momento del estudio microscopico de la
morfologia fueron: gota citoplasmatica proximal, defectos de
acrosoma, defectos de la cabeza y cola, los cuales fueron de-
tectados, en su mayoria, en los animales identificados con los
numeros 4 y 5. El perro numero 6 mostré una cantidad exage-
rada de anormalidades secundarias, expresadas como cabe-
zas sueltas.

Las pruebas de resistencia térmica mostraron una su-
pervivencia maxima de espermatozoides de hasta > 70% a los
90 minutos en el semen fresco, de hasta 30% en el semen di-
luido, 25% en el semen glicerinado y de 30% en el semen post
congelacién a los 30 minutos. Estos resultados para cada ani-
mal en cada una de las categorias evaluadas se muestran en
las FIGS. 1,2,3y4.

El dilutor utilizado en este primer ensayo de congelacion
en Venezuela, no afectod los parametros seminales apropiados
para realizar la inseminacion artificial en caninos, aun cuando
la concentracion final de la pajuela result6é ligeramente eleva-
da, al estar en 410 millones por mL.

RESULTADOS DE LA EVALUAEgIl:IADI:EI LAS MUESTRAS SEMINALES

Valor Vol. Color pH Mot. Con/mL Con/Ey Anom.
NC
1 2,5mL Crema 6,3 > 90% 691 x 107 1727,5 x 10’ <10%
2 2,0 mL Opalescente 6,3 >90% 580 x 10’ 1160 x 10’ <10%
3 1,8 mL Opalescente 6,4 > 90% 480 x 107 864 x 10’ <10%
4 2,6 mL Blanco claro 6,7 70% 150 x 10’ 390 x 10’ 30%
5 3,0 mL Blanco claro 6,3 40% 120 x 10’ 360 x 10’ > 60%
6 6,5 mL Blanco claro 6,3 40% 113 x 107 734,5 x 107 70%
7 1,2 mL Blanco claro 6,3 80% 200 x 107 240 x 10’ 20%

Vol: volumen. Mot: motilidad. Con/mL: concentracion por mL. Con/Ey: concentracion del eyaculado. Anom: anomalias.
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FIGURA 1. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE TERMO RESISTENCIA TERMICA EN SEMEN FRESCO.
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FIGURA 2. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE RESISTENCIA TERMICA EN SEMEN DILUIDO
PARA CADA UNA DE LAS MUESTRAS.
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FIGURA 3. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE TERMO RESISTENCIA TERMICA EN SEMEN GLICERINADO.
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FIGURA 4. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE TERMO RESISTENCIA EN SEMEN DESCONGELADO.

DISCUSION

Los animales 4, 5, y 6 no fueron incluidos en el progra-
ma de criopreservacion, por no presentar un semen con carac-
teristicas aptas para su congelacion. Como se muestra en la
TABLA 1, los animales 4 y 5 fueron los animales mas viejos en
el estudio, los cuales al momento del examen fisico demostra-
ron tener serias alteraciones de préstata, lo cual es detrimental
para la calidad seminal, coincidiendo con la literatura citada [2,
12, 14-16].

El canino numero 6 present6 el mayor nimero de mor-
foanomalias, lo cual por anamnesis, probablemente se debid a
consecuencia de una enfermedad sistémica previa.

En el analisis de los resultados obtenidos se puede ob-
servar claramente los beneficios de la utilizacion de los diluto-
res usados, puesto que los mismos conservaron la viabilidad
del semen por periodos de tiempos acordes con los propues-
tos para realizar la inseminacion intrauterina en la perra [2,
4-12, 14].

De igual manera el proceso de glicerinizacién y estabili-
zacion del semen se mostroé idéneo, al no afectar el semen re-
colectado y procesado, con excepcion del semen del perro 7,
el cual como lo sefiala la TABLA I, presentd un semen de
aceptable calidad, pero al compararse con las demas mues-
tras seminales, se observo una diferencia marcada en las mor-
foanomalias. Se decidio utilizar este semen, a pesar de lo cita-
do en la literatura, para tenerlo como control y corroborar
como afecta la congelacién al semen con un alto nimero de
morfoanomalias. Lo sefialado anteriormente esta en concor-
dancia con otros autores sobre la necesidad de utilizar en los
protocolos de criopreservacion de semen de caninos, mues-
tras seminales con la mas 6ptima calidad seminal [2, 4-12, 14].
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Con este ensayo se demuestra fehacientemente que la
criopreservacion del semen canino en el pais es perfectamen-
te factible, al poder implementar protocolos de congelacion
acordes con los insumos facilmente obtenibles.

De igual manera se constaté la facilidad de utilizacién
del protocolo de congelacién propuesto en base a los vapores
de nitrégeno liquido, observandose versatil y de muy practica
implementacion.

CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

Los resultados del presente ensayo demuestran clara-
mente que el inicio de programas de congelacion de semen
canino pueden ser realizados a mayor escala en Venezuela, y
ademas se propone la implementacién de otras practicas con
diferentes dilutores, que permita establecer cual de ellos resul-
taria el mas apropiado a las condiciones de trabajo observa-
das en el pais.

Es fundamental la conformacion de equipos de trabajo
multidisciplinarios cuando se trabaja en el campo de la criopre-
servacion del semen de caninos, que incluyan clinicos, patolo-
gos clinicos y por supuesto especialistas en reproduccion, ésto
debido a la importancia que tiene el estado de salud general
del perro que se va a someter a una recoleccion de semen.
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