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2. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de tres diferentes concentraciones
de glicerol sobre el semen canino, sometido a procesos de criopreservacion; para
esto se obtuvo por medio de manipulacion manual 12 muestras de sémenes de
machos clinicamente sanos y sometidos a las mismas condiciones de manejo.
Cada muestra se dividio en cuatro tratamientos (T1: control, T2: 4%, T3: 6% y
T4: 12% de glicerol). A cada eyaculado se le evaluo el volumen, pH, movilidad,
concentracion, morfologia y vitalidad para luego ser diluidos y congelados con
glicerol al 4%, 6% y al 12% de glicerol respectivamente. Luego en el analisis pos
descongelacién se determinaron las diferencias seminales y se establecio su
relacion con la concentracion del crioprotector. De los resultados obtenidos en
este proyecto se encontraron diferencias significativas entre las variables
morfologia, vitalidad y contraccion, igualmente se hallaron que los tratamientos T2

y T3 proveen mejores resultados para este tipo de biotecnologia.
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3. ABSTRACT

The principal goal of this Project was to evaluate the effect of three different
concentrations of glycerol in canine semen used in cryopreservation processes.
During this Project the semen was obtained using manual manipulation.
Additionally, there were 12 different samples used, each one of these samples was
divided in 4 different treatments (T1: control, T2: 4%, T3: 6%, T4: 12%). In each
sample the volume, Ph, motility, concentration, morphology and vitality were
evaluated. Then each sample was diluted and frozen using 4%, 6% or 12% of
glycerol, respectively. During the post thawing analyses the differences between
the fresh semen and those used in the cryopreservation process were studied.
Moreover, the relationship of these results with the glycerol concentration was
determined. Finally, significant differences in the morphology, vitality and
concentration were found in the research. The research also found that T2 and T3

gave better results in the cryopreservation process than T4.
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4. FORMULACION DEL PROBLEMA

4.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para la preservacion de semen canino en base a procesos de congelacion con nitrégeno
liquido, el glicerol ha sido el criopreservante mas usado en todas las especies (6, 7, 8,
10). Este criopreservante, también, es considerado un factor determinante en los
resultados de esta técnica; pero, por otra parte, se ha reportado que este tiene efectos
téxicos que causan dafios en la membrana celular y limitan la union del espermatozoide al
oocito (5). Con base en lo anterior es importante realizar un analisis acerca de los efectos
de diferentes concentraciones de glicerol sobre los espermatozoides sometidos a
procesos de congelacion y descongelacion.

Hasta ahora, en el pais, se han realizado pocos estudios para determinar cual es la
concentracion adecuada de este criopreservante en el manejo de semen canino
congelado con el fin de mantener un porcentaje adecuado de las caracteristicas
seminales, que garantice la preservacion del potencial fecundante de los

espermatozoides.

En la literatura se reportan diferentes falencias en la criopreservacion de semen como, los
cambios de sensibilidad especifica de los espermatozoides ante procesos de congelacién
y descongelacion del semen (12) y principalmente las alteraciones de membrana que
disminuyen la longevidad espermatica (5, 7, 8) las cuales se relacionan ampliamente con
el uso de criopreservantes. En un estudio realizado en Venezuela (6), se determiné que el
semen canino presenta una vida util muy corta luego de la descongelacién y por tanto
bajas tasas de prefies. Por lo que se ve la necesidad de investigar y establecer técnicas
que permitan mantener la calidad seminal posdesocngelacion para lo cual es de gran
importancia evaluar diferentes concentraciones de glicerol con el fin de identificar el valor

adecuado a utilizar en los procesos de criopreservacién seminal.
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4.2 JUSTIFICACION

La especie canina, se ha consolidado como una de las mas importantes especies de
compafia para el hombre, por esta razoén, el estudio de la fisiologia reproductiva y de las
biotecnologias usadas con fines reproductivos constituye uno de los principales puntos de
estudio investigativo para el campo de la Medicina Veterinaria y Zootecnia.

El manejo de semen congelado trae grandes beneficios en el campo biotecnolégico,
principalmente en el area de la inseminacion artificial (7). Esta técnica se ha ido
consolidando como una herramienta de gran importancia para los criadores, ya que es un
medio que permite realizar mejoramiento genético y de esta forma seleccionar las
caracteristicas deseadas en cada raza. En nuestro pais esta biotecnologia puede servir
como método para aumentar la heterogeneidad en las diferentes razas debido a la

limitada disponibilidad de reproductores con la que se cuenta hoy en dia.

Los estudios realizados en el pais (24, 25) no han generado datos suficientes acerca de
los parametros que se deben tener en cuenta al realizar procesos de congelamiento y
conservacion del semen, lo cual ha limitado el uso de esta biotecnologia. Por otra parte, el
avance en estas tecnologias, aumentaria la comercializacion a nivel nacional e
internacional de ejemplares con altas caracteristicas genéticas, disminuyendo la
necesidad y costos de movilizacién de reproductores (5); y mejorando las condiciones
sanitarias para evitar el contagio de Brucella canis, que es una de las principal causa de

infertilidad en machos a nivel mundial (13, 16, 17).

En paises europeos y Estados Unidos, se han realizado estudios relacionados con
procesos de criopreservacion (9, 10, 11) pero no se ha comprobado su validez bajo las
condiciones de nuestro pais. Ademas en algunos paises de Latinoamérica como Peru (4),
Venezuela (6), Argentina (5, 7) y Brasil (8) se ha venido adelantando y profundizando este

campo.
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4.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto del glicerol a diferentes concentraciones, como criopreservante, sobre
la morfologia y fisiologia del semen, de doce labradores expuestos a las mismas
condiciones de alimentacion y ambiente, sometido a procesos de congelacion vy

descongelacion?
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5. MARCO TEORICO

5.1. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL MACHO CANINO

En los machos caninos el descenso testicular se produce a los 5 dias (2) después del
nacimiento, pero los testiculos se encuentran completamente definidos alrededor de 15
dias de edad (15).

La pubertad se alcanza en aproximadamente 9 meses, aunque este valor varia de
acuerdo al tamafio y raza del ejemplar (15). La pubertad se describe como el momento en
el cual el macho tiene la capacidad de copular, presenta espermatozoides en el eyaculado
y son claras las caracteristicas sexuales secundarias (2,15). Por otra parte la madurez

sexual se alcanza 4-5 meses después de la pubertad (15).

El funcionamiento reproductivo del macho esta regulado por el eje hipotalamo, hipdfisis,
gonadas (Figura 1). A nivel de estas ultimas se produce la testosterona que es la hormona
responsable de la espermatogénesis, las caracteristicas sexuales secundarias, el

desarrollo del aparato reproductor y el comportamiento del macho (2, 3,15).
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Figura 1. Funcionamiento del eje hipotalamo-hipéfisis-génadas y hormonas
relacionadas (2, 3, 15).
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La FSH posee receptores a nivel de las células de Sertoli induciendo la expresion de la
proteina ligadora de andrégenos, que aumenta la concentracién de estos en los tubulos
seminiferos y en el epididimo. También, la FSH induce la produccion de activina o
inhibina, a nivel de las células ya mencionadas, las cuales como su nombre lo indica

inhiben o activan la liberacién de si misma (15).

La espermatogénesis es un proceso que comprende dos fases (Figura 2); la primera
espermacitogénesis es el proceso por el cual se forman las espermatides a partir de las
espermatogonias; la segunda es la espermiogénesis que es el proceso de diferenciacion

de las espermatides con el fin de formar espermatozoides (2).

El proceso de la espermatogénesis comienza a partir de las células germinales, que se

encuentran sobre la membrana basal de los tubulos seminiferos. Las células germinales

16



se denominan espermatogonias y se dividen en tres subtipos: la tipo A, intermedias y la
tipo B (15). Las espermatogonias se dividen por mitosis hasta formar los espermatocitos
primarios, los cuales, a su vez, sufren una divisibn meidtica y se convierten en
espermatocitos secundarios que experimentan una segunda meiosis, para formar asi, las
espermatides que son células haploides. Por ultimo, las espermatides sufren una serie de
cambios morfolégicos que las llevan a convertirse en espermatozoides los cuales,

finalmente, se transportan por epididimo (2,3, 15).

Figura 2. Proceso de espermatogénesis (2, 3, 15).
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La espermatogénesis se relaciona con el volumen testicular y este a su vez con el tamarfo
del perro, es decir, en perros de mayor tamafo la produccién espermatica es mayor (1, 2,
3,15).

5.1.1 Procesos de monta y fracciones espermaticas. El coito comprende desde el

cortejo y la monta hasta la penetracion, ereccion, giro de 180° y nudo (15).

El perro introduce el pene, no erecto, en la vagina por medio del hueso peneano luego se
da la ereccién debido al bloqueo venoso y la accion del nervio pélvico (parasimpatico)
(15).

La eyaculacion es regida por el sistema simpatico que envia impulsos nerviosos a través

del nervio hipogastrico. El eyaculado se divide en tres fracciones (1, 2, 15):

o Preespermatica; proveniente de la prostata, con escaso volumen y de consistencia
acuosa.

e Espermatica; su volumen varia segun el tamafo y la raza. Posee color blanco
cremoso. Tiene una alta concentracion espermatica.

e Tercera fraccion; al igual que la primera es de origen prostatico y acuosa, aunque
esta tiene mayor volumen y su liberacién se produce una vez que esta formado el

“nudo”.
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5.2 TECNICAS PARA LA TOMA DE MUESTRA SEMINAL

La recoleccion de una muestra de semen puede lograrse al permitir que el macho monte a
una perra en celo, mediante el uso de una hembra sefiuelo o por masturbacion (1, 3, 6, 9).

La electroyaculacion requiere anestesia general y no suele utilizarse (3).

Se pueden aplicar cantidades escasas de lubricante justo dentro del borde externo de la
vagina artificial sin que entre en contacto con el semen, o usar lubricantes no
espermicidas. La lubricacion excesiva puede se mortal para la viabilidad espermatica y
debe evitarse. Se utilizan tubos de plasticos para evitar la rotura del dispositivo de
recoleccion, que es muy probable que ocurra cuando el macho tiene impulsos pélvicos
fuertes. Se utilizan guantes de vinilo, en lugar de latex para disminuir lo mas posible el

efecto lesivo del segundo sobre la movilidad espermatica (3).

En la mayoria de las investigaciones recientes realizadas en América Latina y Estados
Unidos, se reporta el método de manipulacién manual como la técnica de eleccion para la
realizacién de estudios seminales y recoleccion de semen (1, 3, 6, 9). Por otra parte el
uso de una perra sefiuelo o hisopos impregnados de feromonas mejora la libido del perro
aumentando la eficiencia en la recoleccién de la muestra (3,6). En la mayoria de los
estudios relacionados con el tema se realiza la recoleccion manual acompanada del uso

de una perra en calor o hisopos.

5.2.1 Toma de muestra seminal mediante el uso de una perra seifuelo. La técnica
mas facil para obtener una muestra de semen es dejar que el macho monte a una perra
en proestro, estro, o ambos. También puede usarse una perra sefiuelo en anestro,

aunque el interés sexual del macho es menos constante (3).

Se puede aplicar una feromona artificial, éster metilico de acido p-hidroxibenzoico, a la

vulva y los cuartos traseros de una perra en anestro para simular el estro (3).
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Los impulsos pélvicos rapidos y la eyaculacion comienzan casi de inmediato. Es
necesario tener cuidado de evitar el dafo al pene por forzarlo demasiado dentro de la
vagina artificial. Ademas, conforme se inicia la eyaculacion, la vagina artificial se retira
poco a poco del glande (a menos que se use un cono distendible) para evitar traumatismo
conforme éste crece (3).

Las primeras dos fracciones del eyaculado (preespermatica: 5 a 20 segundo de duracioén;
rica en espermatozoides: 30 segundos a 4 minutos de duracién) (1, 2, 3, 5, 6, 7, 15) se
obtiene durante la fase de impulsos pélvicos de copula e inmediatamente después de ella,
respectivamente. Una vez que se han eyaculado estas fracciones, el perro suele
desmontar y pasar por encima de la perra y el brazo del recolector con la pata trasera, de
manera que el pene gire 180° y se dirija en forma caudal. La mayor parte eyaculan liquido
prostatico a chorro durante varios minutos y el volumen de eyaculado depende de la

duracién del “enlace” (3, 15).

No es necesaria la recoleccion de liquido prostatico para valorar la movilidad y morfologia
de los espermatozoides (1,2, 3, 15) ni para la inseminacion artificial (1,2, 3, 15). Tan
pronto como se obtienen, hay que valorar las dos primeras fracciones del semen para
disminuir lo mas posible los artefactos resultantes de la recoleccion del liquido prostatico.
Si se va a utilizar el semen para inseminacion artificial, se recolecta suficiente liquido
prostatico para aumentar el volumen de la muestra (3). Se evita la obtencién de liquido
protatico excesivo debido al potencial de efectos deletéreos sobre la viabilidad de los

espermatozoides (3).

5.2.2 Manipulaciéon manual. Se puede recolectar el semen de la mayoria de los perros
mediante la manipulacion manual o digital (1, 3, 6, 8, 9, 10). La secuencia general de
eventos es la misma que se menciond; la dificultad inicial radica en la obtencion de una

ereccion (3).
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Debe retraerse con suavidad el prepucio y deslizarse para cubrir el glande y la porcion
proximal del pene hasta que se inicie la ereccion. Al iniciar ésta, se retrae el prepucio
sobre el glande en crecimiento y se aplica presion digital suave, en posicién proximal a
éste, con los dedos pulgar e indice. Si se pierde la ereccion durante esta secuencia de
sucesos, se permite al perro descansar durante algunos minutos y se intenta una vez mas

el procedimiento (3).

Durante la recoleccion manual, la aplicacion de compresion constante alrededor de la
circunferencia del pene, en posicion proximal al glande, mantiene la ereccion y permite la

recoleccion del liquido prostatico.

5.2.3 Motivos de fracaso en la obtencién de una muestra de semen. Aunque hay
numerosos motivos para que fracase la obtencion de una muestra adecuada de semen,
los mas frecuentes incluyen una técnica deficiente de recoleccién, un macho con
nerviosismo o agitacion inusual, interferencia por parte del propietario y anomalias en el
macho. Los errores comunes en la técnica incluyen falta de exposicién del glande,
momento inadecuado de exteriorizacion del pene, fuerza o presion excesivas sobre el
pene, uso de dispositivos de recoleccion frios y contacto con el pene. Con la practica es
posible resolver la mayor parte de estos problemas técnicos (3).

Otro motivo frecuente de fracaso es colocar al perro en un ambiente no familiar, como el
hospital veterinario (1, 3). No es raro que los machos no muestren interés sexual, incluso
ante una perra en estro, cuando se acaba de colocar en un ambiente atemorizante. Dejar
al perro en un ambiente nuevo durante unas cuantas horas a menudo alivia el temor (1,
3). Cuando se intenta recolectar una muestra de semen, es necesario evitar todas las
distracciones posibles. El cuarto de recoleccion debe estar tranquilo y contar con un piso
adecuado para que el macho pueda tener traccion. Solo deben encontrarse en el cuarto
aquellas personas absolutamente necesarias para la recoleccion. Hay que evitar
aglomeraciones, la platica excesiva, las risas, las fotografias con flash. Deben estar
presentes los propietarios del macho. No es raro que éste se rehuse a participar si no esta

presente una persona conocida. Algunos machos sélo pueden ser objeto de recoleccion
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por sus propietarios, unos cuantos solo en casa y un pequefio numero no pueden ser
objeto de recoleccion hasta que su propietario sale del cuarto (3).

El libido escaso, dolor (por ejemplo, orquitis o prostatitis aguada, artritis degenerativa) o
anomalias conductuales adquiridas por una experiencia sexual negativa previa, puede

afectar el proceso de recoleccién de la muestra de semen.

5.3 VALORACION Y EVALUACION SEMINAL

El analisis del semen es parte integral de la valoracion de posible infertilidad o
subfertilidad y hay que realizarlo como parte de la exploracion sistematica previa al
apareamiento (3). El estudio del semen debe concluirse antes de la inseminacion artificial
o congelacioén (1, 3, 5, 7)

Ninguna caracteristica aislada de una valoracion de semen, es por si misma, un
parametro preciso de la fertilidad. La valoracion de semen es s6lo uno de los muchos
factores a considerar cuando se estudia a un macho. Las caracteristicas del semen que
parecen correlacionarse de manera mas estrecha con la fertilidad son: el nimero total de
espermatozoides por eyaculado, el porcentaje de movilidad progresiva y la morfologia

espermatica. (3)

También es recomendada y utilizado el cultivo del semen en perros con sospecha de
prostatitis, orquitis o epididimitis (3). Puesto que normalmente hay espermatozoides vivos
en el eyaculado. El médico debe manejar con cuidado el semen para evitar la muerte o
cambios artificiosos en la morfologia o movilidad celular por manejo erréneo de la
muestra. El semen se estudia inmediatamente después de obtenerlo; cualquier retraso
aumenta el numero de espermatozoides muertos. Hay que evitar cambios importantes en
la temperatura ambiental. En condiciones ideales, todo el equipo se mantiene cerca de los
37°C para evitar cambios extremos de temperatura. Las laminillas vy dispositivos de
recoleccién deben estar tibios, limpios y sin alcohol, polvo o lubricante excesivo (3, 9, 14).
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El método para recolecciéon de semen y el tipo y la secuencia de las técnicas analiticas
utilizadas para estudiarlo deben ser constantes. En la actualidad, la mayor parte de los
estudios microscoépicos y macroscoépicos del semen son subjetivos y llevados a cabo por
un técnico calificado. Hoy en dia se dispone en el mercado de equipos analizadores
automatizados de espermatozoides, que se han vuelto de gran valor en la valoracion del
semen de las especies humana, bovina, equina y otras (3). EI uso del equipo que
permite la valoracion objetiva del semen debe ayudar a reportar causas de infertilidad
antes no apreciadas. Sin importar el método usado para valorar el semen, hay que llenar

un formulario estandar y archivarlos en el expediente médico del paciente (3).

5.3.1 Estudio macroscopico del semen. Para el estudio macroscoépico del semen se

deben tener en cuenta los siguientes parametros

Volumen: El volumen del semen obtenido es muy variable y depende de la edad, la talla,
la frecuencia del procedimiento y la cantidad de liquido prostatico recolectado del perro. El
volumen normal puede variar de 1 a 40 ml por eyaculado (3). Es importante recolectar
toda la fraccion rica en espermatozoides (segunda) cuando se estudia el semen del perro
(3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 14). El volumen de dicha fraccion varia entre 0.5y 12 ml. y es
turbio (3,15). La tercera fraccion (es decir, liquido prostatico), es translucido (1, 3,15). Una
vez que el eyaculado cambia de aspecto, de turbio a claro, el recolector puede suponer
que se ha obtenido la segunda fraccion completa y es posible interrumpir el
procedimiento. Esto suele ocurrir en los 5 minutos que siguen al término de los impulsos
pélvicos. El volumen no tiene correlacion con la fecundidad, a menos que el animal no

eyacule. (3)

Color: Por lo general, el semen del perro es blanco a opalescente y opaco (1, 3,15). La
intensidad de la opacidad depende de la concentracién de espermatozoides. Un semen
claro e incoloro sugiere azoospermia (3). Se encuentra un tinte amarillento por
contaminacion con orina o pus. Una coloracion verde, con o sin cumulos, coagulos o

escamas, sugiere pus o infeccion en el aparato reproductor. Un tinte rojo sugiere la
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presencia de sangre, que suele provenir de la préstata o de un pene traumatizado y lleno.
La hemorragia no necesariamente indica enfermedad (3). Algunos perros que
experimentan anticipacion sexual prolongada antes de que se les permita copular pueden
tener hemorragia transitoria hacia el semen a partir de la préstata. A menudo puede
obtenerse semen normal de estos perros si se aislan de la perra en estro durante 12 a 24
horas y después son objeto de recoleccion (3). Sin embargo la recurrencia de cualquier
anomalia causa preocupacion y sugiere estudio adicional. En general, cualquier color
anormal debe alertar al médico respecto a la posibilidad de un problema y es necesario
considerar el estudio cuidadoso del aparto reproductor. Cualquier agente, por ejemplo
orina, pus, sangre, que modifique el color puede afectar la concentracion, la movilidad y la

viabilidad de los espermatozoides (3).

pH: El pH normal del semen canino va de 6.3 a 6.7 y depende en parte, de la cantidad de
liquido prostatico obtenido (1, 2, 3,15). Se cree que la naturaleza alcalina del liquido
prostatico favorece el aumento de la movilidad espermatica y la neutralizaciéon del
ambiente acido de la vagina durante la cépula. Un aumento en el pH del semen se vincula

con la eyaculacion incompleta o inflamacién de testiculos, epididimos o préstata (3).

5.3.2 Valoracion microscopica del semen.

Para el estudio microscopico del semen se deben tener en cuenta los siguientes
parametros:

Movilidad: Se valora la movilidad de los espermatozoides tan pronto después de obtener
la muestra de semen. Se coloca una gota de semen en un laminilla limpia y fijada al calor,
y se observa al microscopio desde 200X hasta 400X en cuanto a movimientos de avance
progresivos de espermatozoides individuales (3). El estudio de los espermatozoides bajo
menor aumento puede dar la impresion de movilidad en avance, cuando de hecho hay
movimiento anormal de lado a lado sin avance. La valoraciéon progresiva hacia adelante
puede ser dificil en muestras muy concentradas. Una dilucion 1:1 del semen con bufer
fosfato salino (PBS), permite la valoracion precisa de la movilidad de espermatozoides

individuales (3).
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La motilidad progresiva de avance se considera normal en los espermatozoides y se cree
que refleja la viabilidad y capacidad de fecundar el évulo. Una muestra normal de semen
debe tener mas del 70% de los espermatozoides con motilidad vigorosa de avance (3).
Se valora de manera individual a los espermatozoides en cuanto al tipo de movimiento.
Aquellos que forman pequefios circulos o presentan movimientos laterales sin avance no
son normales. El porcentaje de espermatozoides con movilidad activa puede modificarse
por exposicion del semen a extremos de temperaturas (3,9), diluyentes acidos, agua,
orina, pus, sangre o lubricantes (3). El primer eyaculado de un perro, después de un
periodo prolongado de reposo sexual, puede contener un porcentaje mayor de
espermatozoides viejos y muertos que se han almacenado en el epididimo (3, 5). Esto
disminuye el porcentaje de espermatozoides con movilidad activa. Las muestras de

semen obtenidas en dias subsiguientes deberan ser mas cercanas a lo normal

Debe estudiarse una segunda muestra se semen siempre que se encuentre un alto
porcentaje de espermatozoides inméviles o muertos (3). Se debe tener especial atencion
en las técnicas de recoleccién y manejo de la muestra para disminuir o eliminar los
artefactos (1, 3, 5). Los guantes de latex pueden tener un efecto lesivo en la movilidad
espermatica y se deben evitar el recolectar una muestra de semen. Los guantes de vinilo
tienen un efecto minimo sobre la motilidad. Los problemas persistentes de motilidad
espermatica pueden reflejar un problema en los testiculos o el epididimo (3).

Concentracién: La concentracion o numero de espermatozoides por eyaculado se
determina al multiplicar el nimero de espermatozoides por mililitro de semen por el

volumen total (en ml) de recolectado (3).

Concentracién espermatica= # espermatozoides/mL X Volumen total (mL)

El volumen total de semen depende, en parte, de la cantidad de liquido prostatico claro
(tercera fraccion del eyaculado) obtenida, lo que lo hace extremadamente variable. El
estudio de la concentracion de espermatozoides por mililitro es por completo impreciso

(3). Los espermatozoides se pueden contabilizar con un espectrofotdmetro calibrado,
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camara de Coulter o una camara de Neubauer (hemocitémetro). El uso de un equipo de
dilucion de leucocitos 1/100 Unopette® y el hemocitdbmetro constituyen un medio
relativamente rapido y econémico para determinar la concentracion de espermatozoides.
El eyaculado se mezcla con suavidad, se llena el capilar Unopette® con semen y se
combina con agua, para después colocar la mezcla en la camara del hemocitémetro. Se
calcula el numero de espermatozoides en el cuadrante medio de los nueve principales
(Figura 3) y el resultado se multiplica por 10° para obtener el nimero de espermatozoides
por mililitro (3). Esta cifra luego se multiplica por el volumen de eyaculado para obtener el
numero total de espermatozoides por eyaculado, que en el perro adulto normal es de 200
millones hasta mas de 1000 millones (3,15). El numero de espermatozoides por
eyaculado varia dependiendo en parte, de la edad, el peso testicular, la actividad sexual vy,
tal vez, la estacion del afio. Las razas mas grandes tienen una mayor concentracion de

espermatozoides que las pequenas (3,15).

Figura 3. Camara de Neubauer, determinacion de la concentracion
espermatica (21).

o '

‘* e

: i
i

Se cuentan los espermatozoides presentes en 1, 3, 7 y 9. Se hace la media y el resultado

obtenido es la concentracion de espermatica (millones/mL) (21)
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Morfologia: Se estudian al microscopio frotis de eyaculado sin diluir para observar
anomalias estructurales de los espermatozoides. Se coloca una gota pequena de semen
fresco no diluido en una laminilla y se tapa con un cubreobjetos grande. Esto distribuye el
liquido en una placa delgada y permite el estudio preciso de espermatozoides individuales
sin tincion. Esta valoraciéon se realiza mejor con microscopio de contraste (3). Como
alternativa, se pueden hacer frotis de semen en una laminilla de manera similar a lo que
se hace con la sangre, se sacan al aire y después se tifien con la técnica rapida de tres
pasos. También es posible tedir el frotis con tinta de la india o colorante de eosina-

nigrosina (3).

La valoracion de la morfologia espermatica se debe realizar al microscopio mediante
inmersion en aceite. Se valoran los espermatozoides individuales en cuanto a anomalias
que ocurren en la cabeza, la pieza media y la cola. Estas anomalias pueden
subclasificarse en primarias y secundarias (3). Se cree que las primarias representan
alteraciones de la espermatogénesis, es decir, dentro del testiculo, en tanto que las
secundarias son inespecificas y pueden ocurrir durante el transito por el sistema de
conductos, es decir, dentro del epididimo, durante el manejo del semen o después de
infecciones, traumatismo o fiebre. Se deben contabilizar y clasificar un minimo de 200
espermatozoides; solo se contabilizan cabezas libres, no las colas. Los machos normales
deben tener mas del 70% de espermatozoides con morfologia normal. Las anomalias
primarias deben constituir menos del 10% y las secundarias menos del 20% de los
espermatozoides defectuosos en el perro normal (3). Por desgracia, no se han estudiado
las correlaciones entre porcentajes de anomalias espermaticas y tasas de concepcion en
perros. Sin embargo, una tasa menor del 30% de defectos totales es un criterio normal

razonable en la valoracion de espermatozoides caninos (3).
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5.4 DEFECTOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS DE LOS ESPERMATOZOIDES EN EL
PERRO

Anomalias primarias: dentro de estas se incluyen todos los cambios morfolégicos

relacionados con (3):

Cabeza: como cabezas dobles, en pera, ahusada, microcefalismo, sin cabeza o
con cabeza amorfa. (21)

Pieza intermedia: dentro de esta se encuentran cola doblada a nivel de la pieza
intermedia, pieza intermedia doble e inclusiones citoplasmaticas (21)

Duplicacién de pieza intermedia, cabeza o cola (21)

Delgadez a nivel de cabeza, cola o pieza intermedia (21)

Gotas citoplasmaticas proximales

Cola: calas enrolladas o en espiral. (3, 21)

Anomalias secundarias: dentro de estas se incluyen todos los cambios morfoldgicos

relacionados con (3):

Cabezas o colas normales separadas
Acrosoma separado

Curvatura de la pieza media
Curvatura de la cola

Gota citoplasmatica distal

5.5 CITOLOGIA

Los frotis de semen no diluido también se tifien con colorante de Wright o azul de metileno

nuevo y se valoran en cuanto a la presencia de células inflamatorias y bacterias. No es

raro encontrar una célula inflamatoria sana ocasional (es decir, neutrdfilo, linfocito,

macrofago, célula plasmatica), eritrocito o bacteria en el semen de un perro normal como

resultado de contaminacion uretral del eyaculado (3). Ademas, son frecuentes las células

epiteliales, sobre todo después de periodos prolongados de reposo sexual. Sin embargo,
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se considera anormal el hallazgo de cifras elevadas de estos tipos celulares. Las
bacterias intracelulares o los cambios toxicos en los neutréfilos apoyan la presencia de
infeccién. Sin embargo su ausencia no la descarta. La presencia de grandes grupos de
eritrocitos indica hemorragia, que suele originarse en la préstata o el pene. Las cifras
grandes de células mononucleares indican orquitis inmunitaria. En ésta, también pueden

encontrarse neutrofilos junto con las células mono nucleares (3),

5.6 FACTORES QUE AFECTAN LAS CARACTERISTICAS DEL SEMEN

5.6.1 Pubertad. Los eyaculados iniciales de un perro después de que alcance la pubertad
a menudo contienen espermatozoides anormales y muertos. En los eyaculados
subsiguientes, las concentraciones de espermatozoides aumenta, el numero de
anormales disminuye y el semen, tiene cifras normales de espermatozoides maduros (1,
3,7,12, 15).

5.6.2 Frecuencia de la eyaculacion. La frecuencia de la eyaculacion tiene un efecto
directo sobre el volumen del semen y la concentracion de espermatozoides (1, 3, 15). Se
ha demostrado un leve decremento en la cifra espermatica total por eyaculado cuando se
obtienen muestras una a dos veces por dia, en comparacion con dos a tres veces por
semana. Este decremento es atribuible a una disminucién en la reserva de
espermatozoides del epididimo. Cuando se agota ésta, la declinacién en la cifra de
espermatozoides se estabiliza y las subsecuentes son respectivas de la velocidad de
producciéon dentro de los testiculos. De este modo, aunque la cifra espermatica por
eyaculado disminuye conforme aumenta el uso, los espermatozoides totales producidos
por semana son relativamente constantes e incluso pueden aumentar con mayor actividad
sexual (3). La cifra total de espermatozoides por eyaculado puede aumentar después de
unos cuantos dias de reposo, al parecer porque vuelve a llenarse la reserva del
epididimo. La libido se mantiene normal incluso cuando se hace eyacular a diario a los

perros (3).
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Siempre surge una pregunta “squé tan a menudo puede usarse al semental sin alterar la
fecundidad?”. Las recomendaciones acerca de la frecuencia de uso deben ajustarse al
perro individual. Lo que constituye un uso frecuente y el efecto que tiene sobre la libido y
la calidad de semen son muy variables de un perro a otro (3). Se ha propuesto una pauta
para el uso sexual de un perro sano que no afecta la calidad del semen: una vez cada 48
horas, a diario durante tres dias y luego reposos durante dos dias; o dos veces al dia y
después reposo durante dos dias (3). Tal vez sea posible utilizar la mayor parte de los
machos sanos una vez al dia durante periodos prolongados sin causar oligospermia o
subfertilidad. Sin embargo, aquellos con espermatogenesis defectuosa quiza no puedan
cubrir estas demandas y presentan oligospermia (cifra espermatica menor de 200
millones por eyaculado (3)). Un perro con uso sexual frecuente, oligospermia y
subfertilidad puede recuperar la fertilidad cuando se usa con moderacién, a fin de permitir

que los espermatozoides se acumulen en el epididimo (1, 3, 15).

5.6.3 Tamaio testicular. Se ha demostrado que el tamafio del parénquima testicular v,
por tanto, las dimensiones de la glandula tienen correlacién directa con la produccion

diaria de espermatozoides (1, 2, 3,15).

El ancho escrotal proporciona un indice objetivo del tamafio testicular y un método para
detectar perros con testiculos mas pequenos de lo normal cuando se corrige el ancho
escrotal para el peso corporal (3). Sin embargo, el ancho escrotal no es una medida
precisa, ocurre una variacion considerable en el ancho escrotal de los perros de cualquier
peso corporal particular debido en parte, a diferencias de razas. Ademas, un ancho

escrotal “normal” no indica que un perro esta produciendo espermatozoides (3).

5.7 VALORACION FINAL DEL SEMEN
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Para realizar la valoracion final del semen se establecen los parametros segun dos
grupos. En el primero se encuentran los parametros con los cuales se valora
principalmente la fecundidad del macho (Tabla 1) y el segundo grupo lo conforman las
caracteristicas adicionales (Tabla 2). (3)

5.7.1 Principales parametros para valorar la fertilidad. (3)

Tabla1. Parametros de fecundidad

Parametro Valor
Espermatozoides totales > 200 x 10° por eyaculado
Movilidad espermatica > 70% con avance progresivo hacia adelante
Morfologia de los espermatozoides >70% de formas normales
Defectos primarios < 10% de los espermatozoides
Defectos secundarios < 20% de los espermatozoides

5.7.2 Parametros adicionales. (3)

Tabla 2. Parametros espermaticos adicionales.

Parametro Valor

Volumen del semen Variable, de 1 a 40 ml. por eyaculado

Color del semen Blanco a opalescente y opaco

pH seminal 6.3 a 6.7 (liquido prostatico, 6.0 a 7.4)

Citologia seminal Eritrocitos, células epiteliales, leucocitos, bacterias ocasionales.

5.8 PROCESO DE CRIOPRESERVACION SEMINAL
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El semen canino puede ser conservado mediante refrigeracion o congelacion, estos
procesos disminuyen la tasa metabdlica y prolonga la sobrevivencia espermatica (1, 2, 5,
7). Los diluyentes de semen utilizados para la refrigeracion y congelacién protegen las
membranas espermaticas de los dafios causados por los cambios de temperatura,
proveen energia, estabilizan el pH y la presion osmoética (5). La yema de huevo es un
componente habitual de los diluyentes para semen debido a que sus fosfolipidos y
proteinas de baja densidad protegen el espermatozoide de choque de frio (4, 8, 10, 11).

Tanto el tipo de diluyente usado como la temperatura de almacenamiento, son factores
que poseen gran influencia sobre la capacidad fecundante del semen luego de la

refrigeracion y congelacion (5).

Para la refrigeracion y congelacion se colecta la fraccion espermatica del semen canino y
se mezcla con el diluyente elegido (1, 3, 10), el cual debe encontrarse a la temperatura
del semen en el momento de la dilucidn (5), entre semen y diluyente debe respetarse una
relacion 1:3 o 1:4 (5). El semen asi preparado puede refrigerarse a 4°C o 15°C (5, 6, 8,
10, 11) vy utilizarse para inseminacién artificial lograndose tasas de prefiez aceptables
durante las primeras 24-48 horas (5). Previo a la inseminacion artificial el semen
refrigerado debe alcanzar lentamente la temperatura ambiente (5).

La utilizacion de semen refrigerado y/o congelado con diluyentes protectores como el Tris-
buffer suplementado con 20% de yema de huevo, permite conservar espermatozoides con
buena capacidad fecundante por un periodo de tiempo suficiente para trasladar el semen
e inseminar animales ubicados en localizaciones geograficas distantes (4, 10, 11) .

Los procesos de congelacion-descongelacion resultan en reduccion de la fertilidad del
semen criopreservado si se compara con el semen fresco (5, 7). Este hecho es el
resultado tanto de viabilidad espermatica (poblacién de espermatozoides muertos) como
de las alteraciones funcionales instauradas en la poblacién sobreviviente (5).

Los espermatozoides criopreservados exhiben modificaciones de membrana similares a

las ocurridas en espermatozoides capacitados, dichos eventos reducen la longevidad
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espermatica (5). Estos cambios similares a la capacitaciéon espermatica estan
relacionados con eventos que desestabilizan las membranas (5). Un aumento de la tasa
de concepcion puede lograse mejorando los métodos de criopreservacion tratando de
prevenir o minimizar la ocurrencia de los eventos que desestabilizan las membranas y
aumentando asi la cantidad de espermatozoides con capacidad fecundante en la
poblacién de espermatozoides sobrevivientes luego de procesos de criopreservacion.
Existen variados tipos de dafios asociados tanto al enfriamiento propiamente dicho como
a los componentes de un diluyente (5, 6). Estos dafios estan relacionados con los
cambios de temperatura (shock frio), la toxicidad de los crioprotectores y disolucion de
hielo en el medio ambiente extracelular (5). Cada paso del protocolo de criopreservacion
podria afectar la estructura de la membrana asi como el metabolismo y la funcién celular.
Sin embargo los pasos estan interrelacionados entre si y un cambio en uno de ellos

puede modificar el efecto de otras variables (5, 7).

Las primeras prefieces obtenidas en caninos a partir de inseminacion artificial con semen
congelado fueron logradas utilizando lactosa y un diluyente con base Tris (5, 7). Desde
entonces, variados diluyentes han sido evaluados para su uso en caninos, sin embargo
los diluyentes en Tris Base son aun los usados mas frecuentemente (5, 4, 7). En la
actualidad, el glicerol es el crioprotector mas usado con mas frecuencia en la preparacion
de diluyentes de semen (6, 7, 8, 10), habiendo sido utilizado también del dimetilsulfoxido
(DMSO) (5). Existen otros compuestos como el duodecil sulfato de sodio (SDS), glicina
betaina, prolina y metilxantinas que han sido incluidos en los diluyentes utilizados para

congelacién de semen canino (5).

La yema de huevo previene la aparicion de colas dobladas y protege la motilidad (5, 7). El
compuesto activo en la yema de huevos la fraccion de lipoproteina de baja densidad, una

molécula de alto peso molecular que solo puede actuar en la superficie celular (5, 7).

Diferentes tipos de azucares han sido incluidos en los diluyentes usados para congelacion
de semen canino. Los azucares utilizados poseen variadas funciones asi como proveer un

sustrato energético para las células espermaticas durante la incubacion, mantener la
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presion osmotica del diluyente y actuar como crioprotectores (5). Se ha estudiado la
influencia de los azucares (monosacaridos, disacaridos, trisacaridos), sobre la motilidad,
viabilidad y porcentaje de acrosomas intactos durante la dilucién, equilibrio y congelacién
de espermatozoides caninos. (5)

5.8.1. Criopreservacion de semen canino. Durante los procesos de congelaciéon y
descongelacion de semen canino las células se exponen a un medio hiperosmotico lo que
genera una contraccion celular inicial, luego las células recuperan su forma y tamafio
cuando el crioprotector ingresa en estas. El proceso de enfriamiento celular también
genera cambios en la membrana. Al iniciar la congelacion, las células, sufren una nueva
contraccion debido a que el agua sale del interior de estas. En el espacio extracelular se
forman cristales de hielo que, segun la tasa de enfriamiento, puede lleva a la formacion de
estos cristales en el interior de las células. Los cristales causan dafios en la membrana
generando que pierda su semipermeablilidad y finalmente haya muerte celular. Durante la
descongelacion hay variacion en el volumen del agua debido a que esta aumenta su
entrada al interior de la célula. La tasa de descongelacion y la supervivencia de la célula
dependen de la razén de enfriamiento usada durante el proceso. (26). Segun Bruce E.
Eilts, el semen debe ser descongelado a 37°C durante 30 segundos, mientras otros
estudios reportan que se obtienen mejores tasas de supervivencia al descongelar el

semen durante 1 minuto a 37 °C. (6, 9, 11).

Aunque todas las razas de perros presentan una morfologia y motilidad similar de las
células espermaticas antes de ser sometidas a procesos de congelacion, algunos
estudios han demostrado que algunas razas muestran mejores tasas de supervivencia
seminal que otras, causadas por diferencias genéticas en la estructura de la membrana
celular lo que da como resultado alteraciones en la permeabilidad y el intercambio de
agua y una mayor o menor formacion de cristales de hielo intracelulares. (26) La motilidad
es el criterio mas comunmente utilizado para la evaluacion del semen antes y después de

ser sometido a procesos de congelacion. (27)
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5.8.2 Crioprotectores y diluyentes. Los crioprotectores son solutos que favorecen la
protecciéon celular contra el enfriamiento extremo (Lazar et al, 2000). A pesar de ser
moléculas neutrales, la mayoria de los crioprotectores poseen algun nivel de citotoxicidad
que depende directamente de la temperatura y el tiempo de exposicidén de las células a
ellos (Kobayashi et al, 1994).(7)

La yema de huevo es un crioprotector de tipo no permeante que recubre la membrana
celular sin atravesarla, estabilizandola y sirviendo como buffer osmético para prevenir el
dano celular durante los procesos de deshidratacion e hidratacion (Mizukam et al, 1999;
Kobayashi et al, 1994). (7, 8)

Ademas de estos crioprotectores, el uso de agentes como el DMSO (Dimetil Sulfoxido) y
el OEP (Orvus Es Paste) favorecen el intercambio de agua por crioprotector durante el
periodo de equilibrio ya que permeabilizan la membrana, con lo cual hacen mas eficiente

el proceso de criopreservacioén (Tsutsui et al, 2000a). (7)

Los diluyentes son una mezcla de compuestos que permiten la supervivencia celular
durante los procesos de congelacion/descongelacion debido a que ayudan a estabilizar la
membrana celular e imitan las caracteristicas fisiologicas de los fluidos organicos. Si se
adiciona un crioprotector se modifica la osmolaridad lo que disminuye el riesgo de
deshidratacion celular. Existe poca informacion acerca de estrés osmotico durante los

procesos de criopreservacion de semen canino. (26)

Usualmente se usan, como diluyentes, un buffer de pH como citrato de sodio, un buffer
osmotico como Hepes, una fuente de energia como glucosa o fructosa (Ponglowhapan et
al, 2004), antibiéticos como penicilina o estreptomicina, y un medio excipiente como Tris 0
TALP (Tyrodes Albumin Lactate Piruvate). (8)
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Aunque el criopreservante reduce las lesiones por el congelamiento se ha
demostrado que dana al espermatozoide durante la adicién y la remocion y

durante el congelamiento y descongelamiento.(27)

5.8.3 EIl glicerol como criopreservante. El glicerol (CsHgO3) (19), es un alcohol
polihidrico de alta permeabilidad (10, 11)

El crioprotector mas utilizado en congelacion de semen ha sido el glicerol (6, 7, 8,10), que
es un crioprotector de tipo permeante (que atraviesa la membrana) (Holt, 2000), tiene baja
toxicidad y la propiedad de prevenir los cambios entre la fase liquida y de gel en la
membrana plasmatica celular, mejorando la permeabilidad y fluidez, como desventaja
tiene su peso molecular de 92.1 KDa que le impide atravesar con rapidez las membranas
y lo convierte en un factor contribuyente a la presentaciéon del choque osmoético (Shaw et
al, 2003; Kobayashi et al, 1994). El glicerol es el crioprotector mas ampliamente utilizado
para congelamiento de semen de canino y a pesar de su efecto potencialmente toxico, se
ha encontrado una concentracion segura de 6% en adicién de un solo paso (Silva et al,
2003).

Algunos autores reportan que, este crioprotector puede tener efectos téxicos
relacionados con, alteraciones fisico quimicas que pueden generar ruptura o remocion de
importantes proteinas de la membrana que puede inducir a la perdida de la cabeza del

espermatozoide (27, 29), pero también se han observado dafnos acrosomales (5, 10, 11).

Los efectos toxicos generan una disminucion en la fertilidad. La concentracién del glicerol
debe lograr un balance entre sus efectos protectores y su efecto toxico (10, 11). En
diferentes crioprotectores usados en semen de perros y zorros la concentracion final de

glicerol varia entre 2-10%. (11)

Las concentraciones toxicas del glicerol pueden ser influenciadas por otros patrones como
los métodos de refrigeracion y congelacion, pero los principales factores involucrados en
el establecimiento de la concentracion ideal de glicerol son las caracteristicas del semen

de cada especie (10, 11).
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Fontbonne y Badinand (30) realizaron un estudio para comparar los resultados al
adicionar el glicerol en forma fraccionada o completa y concluyeron que no habia
diferencias entre los dos métodos después de descongelar las muestras.

En un estudio realizado por SOARES R. et al (27) se encontré que al congelar semen
canino usando glicerol a una concentracion del 4% hubo mas motilidad y mas alteraciones
morfoldgicas con respecto a la concentracion del 6% que mostré menor motilidad pero
menores alteraciones morfolégicas. Por otra parte al trabajar con una concentracion del
8% se obtuvieron mejores resultados en cuanto a dafios morfolégicos pero la tasa de
vitalidad de los espermatozoides fue menor en comparacion con la concentracion del 6%.
De este estudio se puede concluir que la mejor concentracidon del glicerol para procesos
de congelamiento es al 6% sustentado también por Silva A.R et al (28), y Ravaszova O et
al (29).

En el estudio realizado por SOARES R. et al (27) también se concluyé que
concentraciones del 4% o mayores tienen efectos adversos en la supervivencia de los
espermatozoides caninos antes del congelamiento. Después de realizado el proceso de
congelacién y descongelacién la supervivencia de los espermatozoides caninos fue mejor

cuando la concentracion en el diluyente era superior al 8%.

5.9 EVALUACION ESPERMATICA POS DESCONGELACION.

La pobre longevidad observada en los espermatozoides caninos, luego de la
descongelacion, es probablemente la causa mas importante de los bajos porcentajes de
prefiez obtenidas al inseminar intravaginalmente con semen descongelado, como se
realiza normalmente con el semen fresco o refrigerado, y no dentro del Utero (5). Por ello
es importante, en los espermatozoides congelados — descongelados de esta especie, el
adecuado analisis de parametros que influyen directamente sobre la capacidad
fécundante de los espermatozoides, como son los estudios de la viabilidad espermatica,
del estado acrosomal, como también ensayos de interaccion gamética de la

descongelacion (5).
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La motilidad espermatica es evaluada normalmente en la criopreservacion del semen
como parametro de clasificacion, pero es importante considerar que esta caracteristica no
es suficiente por si sola para ser correlacionada con la fertilidad, especialmente en
aquellas especies como la canina, en la cual la capacidad fecundante se reduce en forma
considerable en el tiempo luego de su almacenamiento a bajas temperaturas (5). No
obstante la caracteristica de motilidad da informacién sobre la reaccién espermatica en un
medio adverso. La motilidad progresiva de los espermatozoides debe considerarse en
conjunto con otros parametros de evaluacion, ya que aunque la motilidad es un primer
criterio de evaluacién y una expresion de viabilidad espermatica, eso también depende del
medio en el cual son expuestos los espermatozoides y no siempre se considera una

medicion confiable de la proporcidon de células viables con capacidad fecundante (5).

Una mejor estimacion de la proporcion de espermatozoides viables se puede lograr a
través del estudio de la integridad de la membrana plasmatica, una membrana intacta es
esencial para la funcién del espermatozoide ya que una vez esta es dafiada no puede ser
restituida. Se han propuesto diversos protocolos de evaluacién de la viabilidad celular en
el semen descongelado, tales como: pruebas con tincion supervitales, fluorescentes, y

estudios de microscopia electrénica (5).

Por otra parte, se ha encontrado que la motilidad de los espermatozoides de perro
durante el enfriamiento y luego en la descongelacion, no se correlacionan con la
integridad acrosomal; por lo que una muestra espermatica puede mantener una buena
motilidad, pero bajo capacidad fecundante cuando su acrosoma esta danado, y la
integridad acrosomal puede alterarse en forma importante durante la congelacién (5).

La integridad del acrosoma es de vital importancia para la interacciéon gamética y posterior
fecundacion, de su integridad dependera la ocurrencia normal de la reaccién acrosomica
durante la capacitacion espermatica, evento clave que regula la fecundacién en los
mamiferos; la capacitacion espermatica involucra los cambios que preparan a los

espermatozoides para hiperactivacion y reaccion acrosomica, esta ultima es un
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prerrequisito para la presentacion de la zona pelucida y para la fusiéon del espermatozoide
con la membrana plasmatica del ovocito, constituyendo un mecanismo de control de la
fecundacién(3,5,7). La evaluacion del estado acrosomal, debe ser un parametro
importante de evaluar en el semen que se ha sometido a congelacién. La evaluacién del
estado acrosomal se ha efectuado a través de diversos métodos en espermatozoides
caninos que han sido congelados, determinandose que la correcta visualizacion del
acrosoma depende en forma importante de la tincidn utilizada, encontrando un porcentaje
significativo de espermatozoides con el acrosoma alterado luego de la congelacion vy

descongelacion (5) .

Estudios en espermatozoides congelados han relacionado el efecto de someter los
espermatozoides a bajas temperaturas y el tiempo requerido en la capacitacion,
sugiriendo una diferente funcionalidad entre los espermatozoides frescos y congelados.
Esto estaria dado por cambios a través de la membrana, especialmente en los canales de
calcio, permitiendo un mayor flujo de calcio y provocar cambios similares a la capacitacion
espermatica de los espermatozoides congelados y descongelados, lo que podria explicar
en parte, la reduccion en el tiempo de vida fértil de los espermatozoides criopreservados.
En estudios con semen de perro, congelado y descongelado se observa un incremento
significativo de espermatozoides reaccionados entre las 0 y 2 horas de incubacion en
medio capacitante, evaluados mediante el ensayo de clortetraciclina (5).

La evaluacion optima invitro, con relacion a la capacidad fecundante de los
espermatozoides caninos que han sido congelados, la dan los estudios que miden la
interaccion del espermatozoide con las capas mas externas del ovocito (5). La evaluacion
de la interaccion gamética en espermatozoides criopreservados ha demostrado que el
dafno producido por la congelacion y descongelacion afecta significativamente la
funcionalidad espermatica en relacion a su capacidad de unién y penetracion a la zona
pelucida. En esta especie se han utilizado los ensayos de interaccion de espermatozoides

con zonas pelucidas como también ensayos con emizonas del ovocito de perra (5).
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Un aumento sustancial en las tasas de prefiez es dificil de lograr a menos de que se
puedan investigar adecuadamente los parametros espermaticos relacionados
directamente con la fertilidad, que se puede alterar durante el proceso de congelaciéon a
bajas temperaturas en el semen canino; es por ello que estas investigaciones deben
incluir la evaluacion de parametros de funcionalidad espermatica, ello lograria disehar
protocolos adecuados para la criopreservacién de semen canino que permita la utilizacion

y difusion, aumentando su potencialidad y rendimiento reproductivo (5).
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6. HIPOTESIS

El semen canino criopreservado a diferentes concentraciones de glicerol (4%, 6% y 8%)
mostrara variaciones en las caracteristicas fecundantes del mismo lo que permitira
establecer cual de las concentraciones es la adecuada para la congelacién de semen

canino en la raza Labrador.
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de glicerol como criopreservante, sobre
los parametros seminales (morfologia, vitalidad, motilidad, concentracion y pH) del semen

canino después de ser sometido a procesos de congelacion.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar concentraciones de glicerol para definir con cual se conservan mejor las
caracteristicas fecundantes del semen canino.

2. Establecer las diferencias en cuanto a vitalidad (porcentaje de espermatozoides
tefiidos con eosina), morfologia (porcentaje de formas normales, anomalias
primarias y secundarias) y en las muestras congeladas a diferentes
concentraciones de glicerol, para establecer los cambios en los parametros
seminales del semen canino.

3. Determinar el efecto de diferentes concentraciones de glicerol sobre la motilidad

del semen canino sometido a procesos de congelacion-descongelacion.
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8. DISENO METODOLOGICO

8.1 ENFOQUE METODOLOGICO Y TIPO DE ESTUDIO

El estudio es de tipo experimental ya que busca evaluar el efecto del glicerol al 4%, 6%,
8% sobre la viabilidad del semen canino sometido a criopreservacion en nitrégeno liquido.
Esto se define como intervencion especifica que es el componente basico en el estudio de

tipo experimental.

8.2 ANIMALES

Se tomarén muestras de 12 labradores machos sometidos a iguales condiciones de
manejo y alimentacién, los cuales se encuentran en un rango de edad de entre 1.5 -7
anos. Se les realizo un examen fisico completo con un enfoque a la evaluacion

reproductiva de los mismos, teniendo en cuenta también, su historia reproductiva.

En total se tomaron 12 muestras de semen. De cada eyaculado se tomard una fraccion
que sera destinada a cada uno de los tratamientos (concentraciones de Glicerol al 4%,
6%, 8% y control) dando un total de 48 muestras de las cuales se congelarén 36
correspondientes a las tres diferentes concentraciones de glicerol (4%, 6%, 8%) y las 12

restantes (control) se refrigeraron sin criopreservante durante 24 horas.

8.3 DISENO MUESTRAL

Las muestras de semen se obtuvieron por manipulacion digital, usando gasas y/o hisopos

con secreciones vulgares (feromonas) de perras en celo (1, 2, 6), para la estimulacion de
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los machos. Para el estudio se usé la segunda fraccién del eyaculado (fraccion
espermatica) (1, 2, 3, 6).

En el semen fresco se evalué el volumen, el color, el pH, movilidad, concentracion,
vitalidad y morfologia Para esta evaluacion se utiliz6 un microscopio binocular de

contraste de fases; ademas las tinciones se realizaron con eosina y tinta china.

Sélo fueron congeladas las muestras de semen que presenten, durante la evaluacion, las

caracteristicas 0ptimas, teniendo en cuenta los siguientes valores (Tabla 3). (3)

Tabla 3. Parametros para establecer la viabilidad del semen para procesos de
congelacion.

PARAMETRO VALOR DE REFERENCIA
Concentracion espermatica > 200 millones de espermatozoides/ml
Movilidad > 70% con avance progresivo
Morfologia >70% de formas normales
Anomalias primarias < 10% de los espermatozoides
Anomalias secundarias < 20% de los espermatozoides
Mortalidad <20% de los espermatozoides
Volumen Variable.

Color Blanco a opalescente y opaco
Ph 6.3a6.7

Para la dilucion del semen se utilizo diluyente a base de TRIS y yema de huevo (Tabla 4).
Al semen se le adiciono la primera mitad del diluyente preparado cuando se encuentraba
a una temperatura entre 37-25°C (posterior a la recoleccién) (8, 9, 10). Luego fue
equilibrado durante 40 minutos hasta alcanzar una temperatura de 15°C (8, 9, 10), con
una velocidad de congelacion de 0.30°C/min (11, 27). Posteriormente se refrigerd durante
30 minutos llevandolo a una temperatura de refrigeracion de alrededor de 4°C (6, 8, 9, 10,

11) con una tasa de congelacién de 0.37°C/min (27). Antes de realizar la congelacion del
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semen se afiadio la secunda mitad del diluyente la cual contiene el glicerol

al 4%(8),

6%(8) y 8% (10, 11). Una vez terminada la segunda dilucién el semen se empacd en

pajillas de 0.5 mL (6, 8).

Tabla 4. Composicion de los diluyentes utilizados para el proceso de congelacion.

(4, 8, 10, 11).
INGREDIENTE Diluyente 1 Diluyente 2 Diluyente 3
TRIS (trizma base) 3.028¢g 3.028¢g 3.028¢g
Acido citrico 1.25¢g 1.25¢g 1.25¢g
Glucosa 08¢ 0.8g 0.8g
Penicilina benzatinica 100mg 100mg 100mg
Sulfato de estreptomicina 0.1g 0.1g 0.1g
Yema de huevo 20% 20% 20%
Glicerol 4% 6% 8%
Agua destilada Hasta completar Hasta completar Hasta completar

100mL 100mL 100mL

La congelacion del semen seleccionado se hizo utilizando nitrégeno liquido. Como primer

paso la muestra fue colocada a 5 centimetros sobre el nivel del nitrégeno liquido por un

periodo de 5 minutos, para que alcazara una temperatura promedio de -70°C; vy

trascurrido este tiempo se sumergio en el mismo. (8, 9, 10, 11)

Las muestras fueron divididas en cuatro tratamientos: cada uno fue analizado de acuerdo

a la concentracion de glicerol a los que sean sometidos cada una de las muestras

repartidos asi:

e Tratamiento 1: Glicerol al 4%

e Tratamiento.2: Glicerol al 6%

e Tratamiento 3: Glicerol al 8%

e Grupo No.4: Grupo control, sin criopreservante.
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Finalmente la descongelacion del semen se realizo, poniendo las pajillas en agua a una

temperatura de 37°C durante 1 minuto. (6, 8, 9, 10, 11), 72 horas después de congeladas.

8.4 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

8.4.1 Diagrama de variables. Los datos y variables fueron evaluados de acuerdo al
formato de evaluacion seminal (Figura 4). Este se en la evaluacion inicial del semen y en

la posdescongelacion.

Dentro del formato de analisis de variables se incluyen los datos generales del paciente y

las observaciones (estado de salud, alteraciones reproductivas).
Igualmente se incluye volumen y color con el fin de tener una mejor apreciacion de la

calidad macroscopica del semen, pero solo fueron objeto de evaluacion y comparacion la

movilidad, la morfologia, la vitalidad, la concentracion y el pH.
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Figura 4.

Formato de evaluacion seminal

Nombre del perro:

Edad: Peso:
Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2,5 a3ml
Color NA Blanco a opalescente y opaco
pH 6.3a6.7
Vitalidad 20 % de espermatozoéides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 70% o mas
Formas normales (%) 70% o mas
Anomalias primarias (%) Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) Hasta 20%
Concentracién espermatica
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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8.5 TECNICAS DE RECOLECCION DE INFORMACION

La informacién contenida en este proyecto es resultado de la busqueda en libros, base de
datos, publicaciones de trabajos experimentales, proyectos de tesis y articulos cientificos
actuales ; todos involucrados con el tema de la criopreservacion de semen canino,
procesos de congelacién incluyendo la descripcion de los datos para el desarrollo de esta
biotecnologia, fisiologia de la reproduccion del macho, caracteristicas seminales, toma de
muestras de semen canino, manipulacion, analisis macroscopico y microscopico de la

misma.

8.6 CONTROL DE ERRORES Y SESGOS

Para disminuir los errores relacionados con la toma de muestra de semen, la evaluacion
microscopica de las variables (morfologia, motilidad y vitalidad) pre y post descongelacion
se tendran en cuenta los siguientes aspectos.

1. Todas las muestras fueron tomadas en horas de la mafana.
2. Larecoleccion de la muestra fue tomada por la misma persona con técnica digital.

3. Para el muestreo de los animales se realizo desinfeccién en la zona prepucial con

los mismos productos.

4. Se hizo la minima manipulacion de la muestra antes de la evaluacién

conservandolas en termos bajo las mismas condiciones.

5. El muestreo se hizo en 6 dias; por dia se tomaron muestras de dos animales los
cuales se evaluaron inmediatamente y fueron sometidos al proceso de
congelacion utilizando la concentracién de glicerol correspondiente al dia de

trabajo asi:

o Dia 1: Evaluacion de las variables pre congelacion y congelacion de semen

de perros 1y 2 concentracion de glicerol al 4%, 6%, 8% y grupo control.
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e Dia: 2: Evaluacién de las variables pre congelacion y congelaciéon de
semen de perros 3 y 4 concentracion de glicerol al 4%, 6%, 8% y grupo

control.

e Dia: 3: Evaluacién de las variables pre congelacién y congelacion de
semen de perros 5 y 6 concentracion de glicerol al 4%, 6%, 8% y grupo

control.

¢ Dia 4: Evaluacion de las variables pre congelacion y congelacion de semen

de perros 7 y 8 concentracion de glicerol al 4%, 6%, 8% y grupo control.

o Dia 5: Evaluacion de las variables pre congelacion y congelacion de semen

de perros 9 y 10 concentracion de glicerol al 4%, 6%, 8% y grupo control.

o Dia 6: Evaluacion de las variables pre congelacion y congelacion de semen

de perros 11 y 12 concentracién de glicerol al 4%, 6%, 8% y grupo control.

6. Los equipos usados para la evaluacion y analisis de las variables fueron aptos
para las necesidades de la investigacion con posterior calibracién de los mismos y

supervision de su buen funcionamiento.

8.7 TECNICA DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

El disefio experimental por medio del cual se realizo el procesamiento de los datos es un
diseiio completamente al azar con analisis de contrataste entre grupos por que se busca
encontrar diferencias significativas entre cada uno de los grupos (tratamientos) los cuales
estan formados por individuos elegidos al azar (todos los tratamientos tienen el mismo

numero de animales y uno de estos tratamientos es el control).

Para el analisis de los resultados se realizo un analisis de varianza, una prueba de

homogeneidad de la muestra y contraste multiple de rangos.
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La informacion obtenida fue analizada por medio de Start Grafic 5.1 y finalmente se
compararon los resultados obtenidos para cada tratamiento pre y post descongelacion e

igualmente entre los diferentes tratamientos.

8.8 PLAN DE DIVULGACION DE RESULTADOS

El trabajo de investigacion serda entregado a la Facultad de Medicina Veterinaria y
zootecnia de la Universidad CES como proyecto de tesis, con los formatos establecidos
por la misma. El andlisis y divulgacién de los resultados se realizara después del uso de
técnicas estadisticas que permitiran unir las variables a evaluar de forma exacta para
conocer las diferencias entre los tratamientos utilizados durante el estudio y asi tener
buenos argumentos para la discusién de los resultados y lograr aportar informacion

concreta y veridica sobre el tema.

La divulgacién de la investigacion, resultados y analisis de los mismos se hizp en las
jornadas de investigacion programados por la universidad que generalmente se han

realizado en el segundo semestre del afo.

9. CONSIDERACIONES ETICAS

Como estudiantes y profesionales del area de la Salud animal, tendremos en cuenta todas
las precauciones necesarias para evitar causar dafio a los animales que seran objeto de
estudio durante el desarrollo de la investigacion. Todo el personal involucrado esta
capacitado para la manipulacion de los animales, la toma de las muestras de semen y el
posterior analisis en el laboratorio.

Todos los materiales usados fueron aptos para el proceso investigativo y asi evitar
dificultades para el andlisis y lesiones a los pacientes involucrados en el proceso.
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Todo lo publicado es veridico y sin modificaciones para lograr conseguir el objetivo del
trabajo.

10. RESULTADOS

Luego del analisis estadistico se analizan los resultados de las variables que fueron
evaluados, pre y posterior al proceso congelacion del semen, evaluando los parametros
mencionados con anterioridad. En la tabla 5 se presentan las variables vitalidad, movilidad
y concentraciéon como las de mayor importancia debido a su resultado estadistico, sin
embargo aunque no es estadisticamente significativa la variable formas primarias es de

importancia en los resultados de criopreservacion de semen.

Tabla 5. Determinacién de las variables evaluadas en los procesos de criopreservacion

seminal.
VARIABLE EFECTO TRATAMIENTO (p-valor)

pH 0,6058
VITALIDAD 0,0000 *
MOVILIDAD 0,0000 *

MORFOLOGIA

FORMAS NORMALES 0,1225

ANOMALIAS PRIMARIAS 0,0644

ANOMALIAS SECUNDARIAS 0,7125
CONCENTRACION 0,0000 *

*los valores de probabilidad (p- valor) menores de 0.05 son estadisticamente

significativos, con un nivel de confianza de 95%

El valor P de la variable vitalidad fue menor a 0.05, lo que indica que es estadisticamente
significativo (figura 5), para esto el método empleado para discriminar entre las medias
fue el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Indicando que no
existen diferencias significativas entre el control, T1 y T2, pero si las hay entre estos con

la precongelacién y T3. Segun los resultados obtenidos se puede decir que la vitalidad
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esta directamente relacionada con el nivel de glicerol y que ademas esta se ve
influenciada por la refrigeracion como se observa en el grupo control. Los niveles de
vitalidad (cantidad de espermatozoides muertos, tefiidos con eosina) mas altos fueron los
del grupo T3, los menores fueron los del control y no hubo cambios significativos entre T1
yT2.

Figura 5. Determinacion de la vitalidad en los tratamientos evaluados.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Control: semen refrigerado durante 24 horas sin glicerol. Pre- congelaciéon: semen evaluado antes de
congelar, sin glicerol. T1: semen congelado y posteriormente descongelado con una concentracioén de
criopreservante al 4% de glicerol. T2: semen congelado y posteriormente descongelado con una
concentracion de criopreservante al 6% de glicerol.T3: semen congelado y posteriormente

descongelado con una concentracion de criopreservante al 8% de glicerol

Se realiz6é un analisis de varianza de varios factores para la movilidad. Realizando varias
pruebas y graficas para determinar que factores tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre esta. Para cada factor significativo, se realizaron Pruebas de Rangos
Multiples determinando que hay diferencias estadisticamente significativas. También se
evalud la significancia de las interacciones entre los factores, luego de esto se pudo
observar que no existen diferencias significativas entre T2 y T3, ni entre T2 con T1. Pero
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se observa que si existen diferencias significativas entre T1, T3, control y pre-
congelacién. Segun los resultados obtenidos se puede decir que la movilidad esta
directamente relacionada con el nivel de glicerol y que ademas esta se ve influenciada por
la refrigeracion como se observa en el grupo control. Los niveles de movilidad mas altos
fueron los del grupo control seguidos por el grupo T1. Es razonable que el grupo control
haya tenido niveles de movilidad mas altos debido a que este no fue sometido al proceso
de congelacién y no se le adiciono glicerol. Los valores de movilidad mas bajos se
observaron en el grupo T3, lo cual permite concluir que la movilidad tiene una relacion
directa con la concentracion de glicerol. Hay que resaltar que no existe diferencia
significativa entre T1 y T2 y que tampoco existe diferencia significativa entre T2 y T3; pero
si la hay entre T1.

Figura 6. Determinacion de la movilidad en los tratamientos evaluados.
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Control: semen refrigerado durante 24 horas sin glicerol., Pre- congelaciéon: semen evaluado antes de
congelar, sin glicerol. T1: semen congelado y posteriormente descongelado con una concentracioén de
criopreservante al 4% de glicerol. T2: semen congelado y posteriormente descongelado con una
concentracion de criopreservante al 6% de glicerol. T3: semen congelado y posteriormente

descongelado con una concentracién de criopreservante al 8% de glicerol.
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Se realiz6é un andlisis de varianza de varios factores para la concentracién. Realizando
varias pruebas y graficas para determinar que factores tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre esta. Para cada factor significativo, se realizaron Pruebas de Rangos

Multiples determinando que hay diferencias estadisticamente significativas.

También se evalud la significancia de las interacciones entre los factores, luego de esto
se pudo observa que no existen diferencias significativas entre T1, T2 y T3 pero si las hay

entre estos con la precongelacion y el control.

Figura 7. Determinacion de la concentracion en los tratamientos evaluados.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Control: semen refrigerado durante 24 horas sin glicerol., Pre- congelaciéon: semen evaluado antes de
congelar, sin glicerol., T1: semen congelado y posteriormente descongelado con una concentracion
de criopreservante al 4% de glicerol. T2: semen congelado y posteriormente descongelado con una
concentracion de criopreservante al 6% de glicerol T3: semen congelado y posteriormente

descongelado con una concentracion de criopreservante al 8% de glicerol.
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Los resultados obtenidos para las variables, pH, morfologia, formas normales,
anormalidades primarias y secundarias, obtuvieron un valor de P mayor a 0.05; indicando

que no existen diferencias estadisticamente significativas.

11. DISCUSION

La concentracion optima de glicerol para realizar procesos de criopreservacion seminal en
perros depende de muchos factores. Entre los que vele la pena resaltar, el tipo de
diluyente, la velocidad de congelacién-descongelacién y los métodos utilizados para estos
procesos. Por las interacciones existentes entre estos factores no se ha logrado
establecer un indice claro de concentracion adecuada de glicerol para realizar procesos

de congelacién de semen con buenos resultados de criopreservancia en perros.

Los resultados obtenidos durante el presente estudio muestran que estadisticamente y
con un nivel confianza del 95% el pH no varia con respecto al control para ninguno de los
tratamientos. En la literatura se reporta poca informacion de pH post- descongelacion
aunque tedricamente el pH del diluyente puede disminuir debido a la actividad metabdlica
de los espermatozoides (42). Adicionalmente es sabido que altas variaciones del pH
durante procesos de criopreservacion conllevan a un aumento en la mortalidad (42). La
rata 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 mismo
(42) al no observarse evidencia de cambios estadisticamente significativos en el pH se
puede decir que la rata de congelaciéon utilizada en el presente estudio es adecuada,
desde el punto de vista del pH, para procesos de criopreservacion similares. Estudios
similares han mostrado que disminuciones del pH son observadas luego de 3-4 dias de la
refrigeracion del semen canino diluido en Tris-yema de huevo (43) lo cual puede explicar
por que en el presente estudio no se observaron variaciones de pH en el grupo control

debido a que el semen fue refrigerado solo durante 24 horas, adicional mente algunos
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autores han reportado que este diluyente ofrece una alta estabilidad en el pH de la
muestra (43).

Al observar los resultados de vitalidad y recordando que el porcentaje de vitalidad es el
numero de espermatozoides tefiidos con eosina (cantidad de espermatozoides muertos
por cada 100); los mejores resultados obtenidos para esta variable se le atribuyen a los
menores valores (4% y 6%)(8, 10). En el presente estudio se encontré6 que la mejor
vitalidad, excluyendo el control, se obtuvo en aquellas muestras que fueron sometidas a
concentraciones del 6% de glicerol (28.16 %) aunque estadisticamente no se encontré
diferencias significativas entre el control y las muestras sometidas a 6% y 4% glicerol.
Segun lo anterior se puede decir que concentraciones de glicerol entre el 4 y el 6% no
presentan variaciones estadisticamente significativas con respecto al control, para este
estudio; mientras que con una concentracion de 8% de glicerol se observo un aumento en
el numero de espermatozoides muertos. Ademas, es importante mencionar que aunque
se observo un alto deterioro en la vitalidad del semen sometido a procesos de
criopreservacion, en relacion con el control y la precongelacion, los valores obtenidos
fueron similares a valores previamente reportados para procesos de congelacion de
semen canino, ademas los resultados son compatibles con fertilizaciones exitosas

realizadas con semen criopreservado (41).

La motilidad es el parametro mas importante durante la evaluacion seminal, la mayoria de
los investigadores utilizan este parametro como el determinante al evaluar técnicas de
congelacién, diluyentes y crioprotectores (10, 26, 31). En el presente estudio se encontro
que no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones del 4% y 6% de glicerol. Este resultado concuerda con el de otros
autores (32) quienes también encontraron que no existen diferencias estadisticamente
significativas en la movilidad para semen congelado y posteriormente descongelado con
glicerol al 4% y al 6% como criopreservante. Segun el presente estudio los mejores
resultados se obtuvieron con concentraciones de 4% y 6% similar a lo encontrado por
otros investigadores quienes sugieren que la mejor concentracion de glicerol es 6% (8,
25) y 4 % (8, 26). Por otra parte los resultados difieren de los obtenidos por Al Pefia (32)
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quien encontré que los mejores resultados de movilidad se obtuvieron para
concentraciones del 8%. Es importante resaltar que en la literatura se encuentran estudios
que dicen que los mejores resultados se obtienen con concentraciones del 2% (33),
ademas, se han encontrado mayores discordancias en los resultados utilizando poco
glicerol -1.6%- 3%- (33, 34, 35) o altas concentraciones del mismo -8%-12%- (36). Al
observar el rango de valores de movilidad obtenidos en este estudio se encuentra que los
valores son relativamente bajos ya que las medias se encuentran entre 19% y 33%. Al
compararlo con los resultados de otras fuentes en la literatura se ve que los resultados
caben entre los rangos encontrados, ya que ha habido estudios con medias de movilidad
del 14% (32) hasta 70% (37). Vale la pena resaltar que para procesos de inseminacion
artificial se sugiere tener una movilidad espermatica entre 40% y 50 % (8, 26) aunque, se
ha logrado obtener prefieses con valores de movilidad entre el 20% y el 30% (26); por lo
tanto los valores obtenidos durante este estudio son suficientes para lograr prefieses
exitosas. Probablemente en este estudio la reduccion de lo movilidad del semen sometido
a procesos de congelacion- descongelacion pudo verse influenciada por largos periodos
de transporte desde el sitio de recoleccion hasta el laboratorio, lo cual puede reducir las
reservas metabdlicas de los espermatozoides (8) haciéndolos mas susceptibles a sufrir
cambios durante la refrigeraciéon, congelacion y descongelacion, es posible que
comenzando el proceso de criopreservacion inmediatamente después de la recoleccion
del semen se obtengan mejores cualidades espermaticas en el semen pos-

descongelacion.

Con relacion al porcentaje de formas normales, anomalias primarias y secundarias los
resultados muestran que no existe correlacion directa entre la concentracion de glicerol y
un aumento en la incidencia de anormalidades morfoldgicas. Resultados similares fueron
encontrados en otros estudios en los cuales se observé un aumento en las anormalidades
secundarias, pero estas no fueron estadisticamente significativas (10). Al comparar los
resultados obtenidos con los de otros autores se puede ver que los valores en el presente
estudio para formas normales y anormalidades segundarias son comparables con los
resultados obtenidos por otros autores quienes han encontrado que semen con valores

porcentuales similares a los obtenidos en este estudio, pueden ser utilizados
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efectivamente en procesos de inseminacion artificial con semen congelado y
posteriormente descongelado (27). Hay que destacar que el porcentaje de anormalidades
primarias en este estudio fue alto comparativamente con estudios similares (27, 10, 38),
sin embargo, este porcentaje fue alto incluso en el analisis precongelacién. De acuerdo
con lo dicho por Johnston et al (2001), las anormalidades primarias se originan durante la
produccién espermatica y la manipulacion del semen no tiene influencia en estas. Con
relacion a las anormalidades secundarias algunos estudios reportan aumento en estas
siendo la anomalia mas comun colas dobladas (40); aunque en este estudio no se realizé
diferenciacion porcentual de las anormalidades secundarias los investigadores observaron
una gran incidencia de colas dobladas. Adicionalmente la literatura reporta que las
anormalidades secundarias son generalmente originadas por los cambios de temperatura

a los que es sometido el semen durante este tipo de procesos (40).

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en la concentracion
espermatica entre los tratamientos. Hay que aclarar que las diferencias encontradas entre
los diferentes tratamientos y la precongelaciéon fue debida a que la distribucion seminal
entre los diferentes tratamientos se realizo buscando concentraciones espermaticas de
200 millones de espermatozoides/ml utilizando la formula explicada anteriormente en los
resultados. Los resultados obtenidos al relacionar los tratamientos y la precongelacion son
coherentes ya que no tiene por que existir una relacion entre la concentracién de glicerol y
la concentracion espermatica, sin embargo la medicion de este parametro ayuda a
evaluar el proceso y método empleado para la criopreservacion seminal. En este estudio
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el control y los diferentes
tratamientos. Cabe mencionar que para el control también se usaron paijillas de 0.5 ml con
concentraciones de 200 millones de espermatozoides/ml lo cual explica las diferencias
encontradas entre la precongelacion y el control. Sin embargo las diferencias encontradas

entre el control y los tratamientos son posiblemente debidas a errores en el conteo.
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12. CONCLUSIONES

En el presente estudio se puede concluir que las mejores concentraciones para procesos
de congelacion de semen canino se encentraron para las concentraciones de 4 y 6%,
aunque con respecto a la vitalidad fueron mejores los resultados atribuidos a
concentraciones del 6%; ademas los valores medios para la mayoria de las variables
fueron algo mejores para el 6% de glicerol.

Concentraciones de 4% y 6% de glicerol fueron las que mejor conservaron las
caracteristicas fecundantes del semen. Adicionalmente vale la pena resaltar que los
resultados obtenidos, aunque se encontraron dentro de los valores reportados en la
literatura fueron bajos; sin embargo con resultados similares se han reportado prefieses

exitosas por inseminacion artificial (1A).

La concentracion de glicerol no tuvo ningun efecto en las variables morfologia y pH. Sin
embargo se encontré que valores del 8% de glicerol tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre la vitalidad, mientras que con valores del 4% y el 6% no se encontrd
variacion en esta. Ademas los resultados obtenidos permiten concluir que al no
observarse variaciones en el pH la rata de congelacion utilizada en el presente estudio
fue adecuada.

Se puede concluir que los procesos de refrigeracion y congelacion, utilizados en el
presente estudio generaron un alto deterioro de la vitalidad. Sin embargo los valores
obtenidos fueron similares a valores previamente reportados en la literatura (41). Los
autores recomiendan la realizacion de nuevos estudios para establecer procesos de
refrigeracion que permitan obtener mejores resultados de vitalidad, ya que los resultados
obtenidos en el presente estudio muestran un marcado aumento en la mortalidad cuando
el semen es sometido a procesos de refrigeracion ademas no se encontré diferencias
estadisticamente significativas entre el control y las muestras sometidas a procesos de

congelacion utilizando glicerol al 4% y 6%.
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Los mejores valores de motilidad se le atribuyen a concentraciones del 4% y el 6% de
glicerol. Valores del 8 % de glicerol generaron un marcado deterioro en la movilidad. El
presente estudio también permite concluir que los valores de motilidad fueron bajos para
todos los tratamientos. Se sugiere la realizacion de nuevos estudios que se concentren e
n mejorar la calidad de esta variable, ya que para procesos de inseminacion artificial, con
semen congelado, exitosos se recomienda tener motilidades espermaticas de entre el
40% y el 50 % (8,26). Ademas algunos estudios reportan movilidades
postdescongelacion de hasta el 70% (37). Sin embargo, es importante mencionar
nuevamente, que se han obtenido prefieses exitosa utilizando semen congelado con
motilidades espermaticas de 20% 30% (26).

Los autores atribuyen los resultados de motilidad obtenidos en el presente estudio a
largos periodos de transporte desde el sitio de recoleccién hasta el laboratorio, lo cual
puede reducir las reservas metabdlicas de los espermatozoides (8) haciéndolos mas
susceptibles durante la refrigeracion, congelacion y descongelacion. Otro factor que vale
la pena mencionar es que se obtuvieron mejores resultados de movilidad al final del
estudio, con lo cual se concluye que mejoro el manejo de las muestras a medida que los

investigadores obtenian experiencia a lo largo del proyecto.

Finalmente se concluye que diferentes concentraciones de glicerol afectan los parametros
seminales. Sin embargo, en el presente estudio, no se encontraron diferencias entre las
concentraciones del 4% y el 6%, pero concentraciones del 8% generaron un marcado
deterioro de las caracteristicas seminales. Adicionalmente se concluye que las
concentraciones de glicerol utilizadas en este estudio no afectan las variables pH,

morfologia y concentracion.

Es importante tener en cuenta que factores como el transporte, la maquinaria y la mano
de obra tienen una importante influencia en los resultados obtenidos en el presente
estudio, por lo tanto seria pertinente sugerir la realizacion de mas estudios similares,

minimizando la influencia de los factores previamente mencionados.
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13. ANEXOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos reportados en el formato de

evaluacién seminal de la pagina 47 del presente trabajo:

Nombre del perro: Aquiles

Edad: 4 afnos Peso: 24 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 X 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.8 X 6.3a7.0
Vitalidad 16 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina

Movilidad (%) 90 X 70% o mas

Formas normales (%) 92 X 70% o mas

Anomalias primarias (%) 2 X Hasta 10%

Anomalias secundarias (%) 6 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 423 X

200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Aquiles

Edad: 4 afos Peso: 24 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 X 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.0 X 6.3a7.0
Vitalidad 18 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 30 X 70% o mas
Formas normales (%) 77 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 8 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 15 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 169 X

200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Aquiles

Edad: 4 afios Peso: 24 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 X 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 22 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 28 X 70% o mas
Formas normales (%) 78 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 4 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 18 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 168 X

200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia
NA: No aplica
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Nombre del perro: Aquiles

Edad: 4afos Peso: 24 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 X 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 30 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 22 X 70% o mas
Formas normales (%) 71 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 10 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 19 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 196 X

200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Aquiles

Edad: 4 afios Peso: 24 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 X 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.8 X 6.3a7.0
Vitalidad 43 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 56 X 70% o mas
Formas normales (%) 79 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 6 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 15 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 234 X

200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia
NA: No aplica
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Nombre del perro: Choco

Edad: 2.5 afios Peso: 22 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 4.0 X 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.3 X 6.3a7.0
Vitalidad 19 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina

Movilidad (%) 85 X 70% o mas

Formas normales (%) 81 X 70% o mas

Anomalias primarias (%) 7 X Hasta 10%

Anomalias secundarias (%) 12 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 253 X

200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Choco

Edad: 2.5 afios Peso: 22 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 4.0 X 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.3 X 6.3a7.0
Vitalidad 24 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 25 X 70% o mas
Formas normales (%) 77 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 9 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 14 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 146 X

200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia
NA: No aplica
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Nombre del perro: Choco

Edad: 2.5 afios Peso: 22 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 4.0 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.3 X 6.3a7.0
19 X 20 % de espermatozoides
Vitalidad _ _
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 18 70% o mas
Formas normales (%) 73 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 11 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 16 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 62
200 o mas
(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Choco

Edad: 2.5 afios Peso: 22 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 4.0 X 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.3 X 6.3a7.0
Vitalidad 30 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 21 X 70% o mas
Formas normales (%) 77 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 12 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 11 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 92 X

200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia
NA: No aplica
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Nombre del perro: Choco

Edad: 2.5 afios  Peso: 22 kg
Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 4.0 2,5-3,0 ml
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.0 6.3a7.0
35 20 % de espermatozoides
Vitalidad _ _
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 40 70% o mas
Formas normales (%) 78 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 7 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 15 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 143
200 o mas
(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Mono San Diego (MIROCAN)

Edad: 4 afios Peso: 21 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones: 9 paijillas por tratamiento. Total pajillas: 36.
VI: 1.0 ml
Vf: 3.8 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.0 2.5-3.0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 29 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 38 X 70% o mas
Formas normales (%) 89 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) X Hasta 20%
Concentracion espermatica 73 X ]
(millones/mL) 200 o mas

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Mono San Diego (MIROCAN)

Edad: 4 afios Peso: 21 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones: 9 pajillas por tratamiento. Total pajillas: 36.
VI: 1.0 ml
Vf: 3.8 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.0 2.5-3.0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 34 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 25 X 70% o mas
Formas normales (%) 77 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 11 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 12 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 84 X ]
(millones/mL) 200 o mas

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Mono San Diego (MIROCAN)

Edad: 4 afios Peso: 21 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones: 9 paijillas por tratamiento. Total pajillas: 36.
VI: 1.0 ml
Vf: 3.8 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.0 2.5-3.0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 30 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 8 X 70% o mas
Formas normales (%) 82 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 8 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 10 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 83 X ]
(millones/mL) 200 o mas

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Mono San Diego (MIROCAN)

Edad: 4 afios Peso: 21 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones: 9 paijillas por tratamiento. Total pajillas: 36.
VI: 1.0 ml
Vf: 3.8 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.0 2.5-3.0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 21 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 60 X 70% o mas
Formas normales (%) 85 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 6 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 9 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 160 X ]
(millones/mL) 200 o mas

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Neco (MIROCAN)

Edad: 3 afios Peso: 29 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VI: 2.5 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2.5-3.0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 30 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 57 X 70% o mas
Formas normales (%) 73 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 10 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 17 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 75 X
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Neco (MIROCAN)

Edad: 3 afios Peso: 29 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VI: 1.5 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2.5-3.0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 38 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 38 X 70% o mas
Formas normales (%) 72 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 10 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 18 X Hasta 20%
Concentraciéon espermatica 87 X )
(millones/mL) 2000 mas

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Neco (MIROCAN)

Edad: 3 afios Peso: 29 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VI: 1.5 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2.5-3.0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 44 X 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 28 X 70% o mas
Formas normales (%) 71 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 10 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 19 X Hasta 20%
Concentraciéon espermatica 68 X .
(millones/mL) 200 o mas

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Neco (MIROCAN)

Edad: 3 afios Peso: 29 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VI: 1.5 ml (dilucion 1:1)
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 7,0 X 6.3a7.0
Vitalidad 23 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 54 70% o mas
Formas normales (%) 73 70% o mas
Anomalias primarias (%) 12 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 15 Hasta 20%
Concentracion espermatica 210
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Oscar

Edad:6 afios Peso: 33 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 3 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.2 X 6.3a7.0
Vitalidad 33 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 29 70% o mas
Formas normales (%) 74 70% o mas
Anomalias primarias (%) 7 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 19 Hasta 20%
Concentracion espermatica 100
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Oscar

Edad: 6 afios Peso: 33 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 3 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.2 X 6.3a7.0
Vitalidad 31 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 31 70% o mas
Formas normales (%) 73 70% o mas
Anomalias primarias (%) 3 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 24 Hasta 20%
Concentracion espermatica 112
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Oscar

Edad: 6 afios Peso: 33 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 3 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.0 X 6.3a7.0
Vitalidad 44 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 15 70% o mas
Formas normales (%) 69 70% o mas
Anomalias primarias (%) 8 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 23 Hasta 20%
Concentracion espermatica 89
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Oscar

Edad: 6 afios Peso: 33 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 3 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.3 X 6.3a7.0
Vitalidad 14 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 40 70% o mas
Formas normales (%) 84 70% o mas
Anomalias primarias (%) 12 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 4 Hasta 20%
Concentracion espermatica 213
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Raul (UNIMIN)

Edad: 5.5 afios Peso: 28,4 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control

Observaciones:

VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 3 X 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 40 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina

Movilidad (%) 35 70% o mas

Formas normales (%) 81 70% o mas

Anomalias primarias (%) 9 Hasta 10%

Anomalias secundarias (%) 10 Hasta 20%
Concentracion espermatica 174

200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Raul (UNIMIN)

Edad: 5.5 afios Peso: 28,4 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 3 X 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.8 X 6.3a7.0
Vitalidad 27 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 30 70% o mas
Formas normales (%) 79 70% o mas
Anomalias primarias (%) 12 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 9 Hasta 20%
Concentracion espermatica 153

200 o mas
(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Raul (UNIMIN)

Edad: 5.5 afios Peso: 28,4 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 3 X 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 36 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 24 70% o mas
Formas normales (%) 85 70% o mas
Anomalias primarias (%) 10 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 5 Hasta 20%
Concentracion espermatica 182

200 o mas
(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Raul (UNIMIN)

Edad: 5.5 afios Peso: 28,4 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 3 X 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 37 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 40 70% o mas
Formas normales (%) 87 70% o mas
Anomalias primarias (%) 7 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 6 Hasta 20%
Concentracion espermatica 167
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Rufo

Edad: 2 Peso: 23 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.3 X 6.3a7.0
Vitalidad 40 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 20 70% o mas
Formas normales (%) 76 70% o mas
Anomalias primarias (%) 10 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 14 Hasta 20%
Concentracion espermatica 86
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Rufo

Edad: 2 Peso: 23 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.3 X 6.3a7.0
Vitalidad 35 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 18 70% o mas
Formas normales (%) 76 70% o mas
Anomalias primarias (%) 9 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 15 Hasta 20%
Concentracion espermatica 77
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Rufo

Edad: 2 Peso: 23 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.3 X 6.3a7.0
Vitalidad 37 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 15 70% o mas
Formas normales (%) 72 70% o mas
Anomalias primarias (%) 15 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 13 Hasta 20%
Concentracion espermatica 80
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Rufo

Edad: 2 Peso: 23 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.0 X 6.3a7.0
Vitalidad 27 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 35 70% o mas
Formas normales (%) 56 70% o mas
Anomalias primarias (%) 18 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 26 Hasta 20%
Concentracion espermatica 180
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Simon (MIROCAN)

Edad: 6 afios Peso: 31 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VI: 3 ml (dilucion 1:1)
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 3.0 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 31 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 35 70% o mas
Formas normales (%) 89 70% o mas
Anomalias primarias (%) Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) Hasta 20%
Concentracion espermatica 85
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Simon (MIROCAN)

Edad: 6 afios Peso: 31 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4%

2. Glicerol 6%

3. Glicerol 8%

4. Control

Observaciones: Numero de pajillas a congelar: 6 por tratamiento (total pajillas 24)

VI: 3 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 3.0 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 39 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 11 70% o mas
Formas normales (%) 81 70% o mas
Anomalias primarias (%) 11 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 8 Hasta 20%
Concentracion espermatica 100
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Simon (MIROCAN)

Edad: 6 afios Peso: 31 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
3 ml (dilucién 1:1)
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 3.0 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 56 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 17 70% o mas
Formas normales (%) 78 70% o mas
Anomalias primarias (%) 9 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 13 Hasta 20%
Concentracion espermatica 94
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Simon (MIROCAN)

Edad: 6 afios Peso: 31 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VI: 3 ml (dilucion 1:1)
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 3.0 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 24 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 45 70% o mas
Formas normales (%) 79 70% o mas
Anomalias primarias (%) 7 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 14 Hasta 20%
Concentracion espermatica 160
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Zulu (UNIMIN)

Edad: 4 afios Peso: 27 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 X 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 7,0 X 6.3a7.0
Vitalidad 35 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 19 70% o mas
Formas normales (%) 78 70% o mas
Anomalias primarias (%) 11 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 11 Hasta 20%
Concentracion espermatica 221
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Zulu (UNIMIN)

Edad: 4 afios Peso: 27 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 X 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 7,0 X 6.3a7.0
Vitalidad 18 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 10 70% o mas
Formas normales (%) 79 70% o mas
Anomalias primarias (%) 11 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 10 Hasta 20%
Concentracion espermatica 235

200 o mas
(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Zulu (UNIMIN)

Edad: 4 afios Peso: 27 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 X 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 7,0 X 6.3a7.0
Vitalidad 47 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 13 70% o mas
Formas normales (%) 69 70% o mas
Anomalias primarias (%) 18 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 13 Hasta 20%
Concentracion espermatica 215

200 o mas
(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Zulu (UNIMIN)

Edad: 4 afios Peso: 27 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN | A REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 X 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.2 X 6.3a7.0
Vitalidad 35 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 50 70% o mas
Formas normales (%) 88 70% o mas
Anomalias primarias (%) 7 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 5 Hasta 20%
Concentracion espermatica 204
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia
A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia
NA: No aplica
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Nombre del perro: Dante (MIROCAN)

Edad: 3 afios Peso: 27,5 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2.6 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 27 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 22 70% o mas
Formas normales (%) 79 70% o mas
Anomalias primarias (%) 5 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 16 Hasta 20%
Concentracion espermatica 153
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Dante (MIROCAN)

Edad: 3 afios Peso: 27,5 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4%

2. Glicerol 6%

3. Glicerol 8%

4. Control

Observaciones: Numero de paijillas a congelar: 4 por tratamiento (total pajillas 16)

VI: 2.6 ml (dilucion 1:1)

Vf: 4 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2.6 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 25 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 26 70% o mas
Formas normales (%) 83 70% o mas
Anomalias primarias (%) 4 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 13 Hasta 20%
Concentracidon espermatica 148

(millones/mL)

200 o mas

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Dante (MIROCAN)

Edad: 3 afios Peso: 27,5 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4%

2. Glicerol 6%

3. Glicerol 8%

4. Control

Observaciones: Numero de paijillas a congelar: 4 por tratamiento (total pajillas 16)

VI: 2.6 ml (dilucion 1:1)

Vf: 4 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2.6 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 31 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 20 70% o mas
Formas normales (%) 84 70% o mas
Anomalias primarias (%) 8 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 8 Hasta 20%
Concentracidon espermatica 143

(millones/mL)

200 o mas

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica

108




Nombre del perro: Dante (MIROCAN)

Edad: 3 afios Peso: 27,5 Kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2.6 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 7,0 X 6.3a7.0
Vitalidad 17 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 53 70% o mas
Formas normales (%) 85 70% o mas
Anomalias primarias (%) 8 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 7 Hasta 20%
Concentracion espermatica 205
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Mono (MIROCAN)

Edad: 6 afios Peso: 30.2 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4%

2. Glicerol 6%

3. Glicerol 8%

4. Control

Observaciones: Numero de pajillas a congelar: 6 por tratamiento (total pajillas 24)

VI: 2 ml (dilucion 1:1)

Vf: 10.12 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 7,0 X 6.3a7.0
28 X 20 % de espermatozoides
Vitalidad _ _
tefiidos con eosina
Movilidad progresiva (%) 42 70% o mas
Formas normales (%) 76 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 9 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 15 X Hasta 20%
Concentracidon espermatica 82
. 200 o mas
(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Mono (MIROCAN)

Edad: 6 afios Peso: 30.2 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4%

2. Glicerol 6%

3. Glicerol 8%

4. Control

Observaciones: Numero de paijillas a congelar: 6 por tratamiento (total pajillas 24)

VI: 2 ml (dilucion 1:1)

Vf: 10.12 ml
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 7,0 X 6.3a7.0
29 X 20 % de espermatozoides
Vitalidad _ _
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 35 X 70% o mas
Formas normales (%) 74 X 70% o mas
Anomalias primarias (%) 10 X Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 16 X Hasta 20%
Concentracion espermatica 72 X
200 o mas
(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Mono (MIROCAN)

Edad: 6 afios Peso: 30.2 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4%

2. Glicerol 6%

3. Glicerol 8%

4. Control

Observaciones: Numero de pajillas a congelar: 6 por tratamiento (total pajillas 24)

VI: 2 ml (dilucion 1:1)

Vf: 10.12 mi
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 7,0 X 6.3a7.0
Vitalidad 41 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 20 70% o mas
Formas normales (%) 76 70% o mas
Anomalias primarias (%) 13 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 11 Hasta 20%
Concentracidon espermatica 55
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica

112




Nombre del perro: Mono (MIROCAN)

Edad: 6 afios Peso: 30.2 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4%

2. Glicerol 6%

3. Glicerol 8%

4, Control

Observaciones: Numero de pajillas a congelar: 6 por tratamiento (total pajillas 24)

VI: 2 ml (dilucion 1:1)

Vf: 10.12 mi
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 2.0 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6,5 X 6.3a7.0
Vitalidad 30 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 70 70% o mas
Formas normales (%) 76 70% o mas
Anomalias primarias (%) 13 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 17 Hasta 20%
Concentracidon espermatica 230
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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ucas

Edad: 4 afios Peso: 25 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 17 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 80 70% o mas
Formas normales (%) 73 70% o mas
Anomalias primarias (%) 9 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 18 Hasta 20%
Concentracion espermatica 690
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Lucas

Edad: 4 afios Peso: 25 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 14 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 38 70% o mas
Formas normales (%) 75 70% o mas
Anomalias primarias (%) 11 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 14 Hasta 20%
Concentracion espermatica 121
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Lucas

Edad: 4 afios Peso: 25 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 21 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 34 70% o mas
Formas normales (%) 78 70% o mas
Anomalias primarias (%) 9 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 13 Hasta 20%
Concentracion espermatica 95
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Lucas

Edad: 4 afios Peso: 25 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6.5 X 6.3a7.0
Vitalidad 34 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 28 70% o mas
Formas normales (%) 70 70% o mas
Anomalias primarias (%) 13 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 17 Hasta 20%
Concentracion espermatica 87
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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Nombre del perro: Lucas

Edad: 4 afios Peso: 25 kg

Tratamiento: 1. Glicerol 4% 2. Glicerol 6% 3. Glicerol 8% 4. Control
Observaciones:
VARIABLE VALOR | AN REFERENCIA
Volumen (mL) 1.5 2,5-3,0mL
Color NA X Blanco a opalescente y opaco
pH 6,8 X 6.3a7.0
Vitalidad 23 20 % de espermatozoides
tefiidos con eosina
Movilidad (%) 42 70% o mas
Formas normales (%) 75 70% o mas
Anomalias primarias (%) 16 Hasta 10%
Anomalias secundarias (%) 9 Hasta 20%
Concentracion espermatica 143
200 o mas

(millones/mL)

AN: Aparentemente normal, se encuentra dentro del valor de referencia

A: Anormal, esta por fuera del valor de referencia

NA: No aplica
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