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RESUMEN

Este estudio se centrd en evaluar tres protocolos de crioconservacion para semen
canino de alta calidad genética, con el objetivo de determinar cudl es el diluyente més
efectivo en preservar los parametros espermaticos después del proceso de congelacion
y descongelacion. Se obtuvieron muestras seminales de seis perros clinicamente sanos,
provenientes de razas y tamafos diversos; estas fueron procesadas empleando tres

diluyentes experimentales diferentes.

Se estudiaron las caracteristicas microscopicas del semen tras la dilucion y
congelacion, centrandose en la motilidad masiva, morfologia espermatica normal y
viabilidad celular. Los resultados mostraron que el tercer diluyente (D3), compuesto
por Tris, yema de huevo y antibioticos, alcanzo6 valores significativamente mas altos
(p < 0.05). En promedio obtuvo un 70.83% en motilidad, un 75.83% en morfologia

normal y un 69.5% en viabilidad espermatica.

Estos descubrimientos apoyan la creacion de un protocolo practico y efectivo para la
crioconservacion del semen canino, adaptado a las condiciones y recursos disponibles
en Ecuador. Su aplicacion permitira establecer bancos regionales de germoplasma,
fomentando asi la conservacion de la diversidad genética en perros y reforzando los

programas nacionales de reproduccion asistida.

Palabras clave: Crioconservacion; Motilidad; Viabilidad; Germoplasma; tris.
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ABSTRACT

This study evaluated three cryopreservation protocols for high-genetic-merit canine
semen to identify the extender that best preserves sperm quality after freeze—thawing.
Semen samples were collected from six clinically healthy dogs of various breeds and

sizes and processed with three experimental extenders.

Microscopic assessments performed after dilution and cryopreservation focused on
total motility, normal sperm morphology, and cell viability. The third extender (D3)—
a Tris-based formula supplemented with egg yolk and antibiotics—produced
significantly higher values (p < 0.05), averaging 70.83 % motility, 75.83 % normal
morphology, and 69.5 % viability.

These findings support the development of a practical, effective canine semen
cryopreservation protocol adapted to Ecuadorian conditions and resources. Its
implementation will facilitate the creation of regional germplasm banks, promote
genetic diversity conservation in dogs, and strengthen national assisted-reproduction

programs.

Keywords: Cryopreservation, Motility; Viability, Germplasm, Tris.

IX



INTRODUCCION

La crioconservacion de semen, junto con la inseminacion artificial, es una
estrategia clave en medicina veterinaria para difundir germoplasma de alto valor
genético y acelerar programas de mejoramiento. Aunque los protocolos modernos aun
presentan una pérdida del 40-50 % de la poblacion espermatica tras la descongelacion,
su uso en bovinos, porcinos y pequefios rumiantes ha cambiado el comercio
internacional de recursos reproductivos. En caninos, la aceptacion crece rapidamente,
con un aumento anual del 42% en el uso de semen canino congelado en Europa, aunque

aun no es un procedimiento estdndar y muchos lotes no se utilizan. (Sharafi et al., 2022)

La mejora continua de los protocolos caninos ha elevado las tasas de
recuperacion post-descongelacion a rangos del 50-75 %, e incluso superiores cuando
se optimizan factores como la concentracion de glicerol y la velocidad de enfriamiento.
Ensayos recientes demuestran que ajustar el los elementos del diluyente y emplear
velocidades de congelacion controladas incrementa significativamente la motilidad

progresiva y la integridad acrosomal. (Sharafi et al., 2022)

Este método en los ultimos afios ha tenido gran relevancia ayudando a
mantener las funciones de los espermatozoides tratando de no afectar su viabilidad.
Un manejo adecuado del semen, junto con el uso del diluyente apropiado para evitar
la mortalidad de los espermatozoides, el método de conservacion debe ser el adecuado
para lograr disminuir la perdida de la fertilidad del producto. Por lo que mejorar la
calidad del semen se utilizan diluyentes que ayudan y aportan energia, proteccion a los
cambios de temperatura, nutricion, incremento de la motilidad espermatica, evitando

asi el estrés oxidativo. (Partyka et al., 2024)

En América Latina se han logrado avances: en Brasil, semen de perros con
hiperplasia prostatica benigna se mantuvo parametros funcionales tras la
criopreservacion; en Ecuador, el uso de L-carnitina mejoré motilidad y fertilidad in
vitro, en Ecuador existen pocos estudios sobre criopreservacion canina, por lo que es
necesario investigar técnicas y protocolos para conservar semen de alta genética y

preservar la biodiversidad del pais. (Ramén Lopez et al., 2024; Flores et al., 2022)



CAPITULO L.
1.1. Planteamiento del problema

En el ambito global, las técnicas de reproduccion asistida en perros son
fundamentales para la conservacion y mejora genética de las razas. Estas practicas
ayudan a mantener la diversidad genética y promover caracteristicas deseadas. No
obstante, pese a los avances logrados en inseminacion artificial, todavia existen
desafios importantes en este ambito. Entre estos se encuentran una disponibilidad
limitada de material genético de alta calidad, la falta de protocolos eficaces
estandarizados para congelar semen y dudas sobre su viabilidad después del proceso
frio-congelamiento-descongelacion. Estos obstaculos no solo dificultan el desarrollo
eficaz programas especializados; sino también ponen peligro diverso poblacional
especialmente aquellas razas escasas o con numero reducido ejemplares vivos
disponibles dentro comunidades, estas faltas no solo obstaculizan la implementacion
de programas efectivos de reproduccion asistida, sino que también ponen en riesgo la

diversidad genética, particularmente en razas raras o con poblaciones reducidas.

En Ecuador, estos desafios son aun mas pronunciados debido a la falta de
infraestructura adecuada, recursos limitados y escaso conocimiento técnico disponible.
La carencia de protocolos adaptados a las condiciones locales complica Ia
implementacion de estas técnicas, creando obstaculos para los criadores caninos y
veterinarios. Ademas, factores como el clima y las distancias geograficas perjudican
la calidad del semen durante su transporte, afectando tanto su viabilidad como

movilidad espermatica y reduciendo asi el éxito de la inseminacion artificial.

A nivel local, establecer un banco de semen canino que asegure el acceso a
material genético de calidad y mejore los tiempos de congelacion se presenta como
una solucién urgente. Esta propuesta no solo favoreceria a criadores y veterinarios,
sino que también ayudaria en la preservacion y diversificacion genética de las razas
caninas en la region, abordando una necesidad critica reconocida en el campo de la

reproduccion asistida. (Ramoén Lopez et al., 2024)



1.2. Formulacion del Problema:

[ Que tipo de diluyente resulta mas efectivo para preservar el esperma canino y
desarrollar un protocolo estandarizado para la implementacion de un banco de
germoplasma de alta calidad genética en la clinica veterinaria “Animal Planet”, ubicada

en la provincia de Chimborazo, ;canton Riobamba durante el afio 20247



1.3. Justificacion

La creacion de un banco de germoplasma de alta genética con la
implementacion de un protocolo de crioconservacion de semen canino es esencial para
preservar y mejorar la diversidad genética en el ambito reproductivo de los canino y
permitira disminuir los riesgos asociados a enfermedades o problemas reproductivos
de los machos conservando su alta calidad genética ademas de su uso aplicado como
herramienta clinica en hembras con problemas con vagina estrecha, hembras con
problemas conductuales, machos con diferencias de estatura con respecto a la hembra

o debilidad a la hora de la monta. (Arango Munera et al., 2020).

La falta de acceso a semen de calidad, infraestructura, equipos y recursos asi
también como la ausencia de informacion precisa son obstaculos que afectan la
eficacia de los programas de reproduccion asistida, es por esta razon que esta
investigacion nos ayudard a determinar como afecta la adicion de 3 dilutores en el
semen canino pre congelacion y post congelacion. (Banchi et al.,, 2023).Esto
contribuird a llenar un vacio crucial en el conocimiento cientifico en el campo de la
reproduccion asistida en caninos, ademas, su valor reside en su capacidad para crear
herramientas cientificas y practicas que ayuden a superar los obstaculos actuales, como
la carencia de infraestructura y el déficit de conocimientos técnicos especializados.
Asimismo, aportara al desarrollo de estrategias sostenibles destinadas a asegurar la

conservacion genética y el bienestar animal. (Ogata et al., 2025)

Los favorecidos directos incluirdn a criadores, propietarios de mascotas,
médicos veterinarios y asociaciones relacionadas con la crianza canina, con la
capacidad de influir en las practicas de reproduccion asistida en multiples regiones. El
impacto de la investigacion radicé en que pondra a disposicion semen de alta aptitud
que puede abarcar gran parte de la zona central del pais, ademaés, del establecimiento
de un protocolo de crioconservacion ideal y eficiente para semen canino, la
combinacion de estos dos aspectos proporcionard un enfoque Uinico y completo que

promete resultados innovadores y aplicables en el campo de la medicina veterinaria.



1.4. Objetivos
1.4.1.Objetivos Generales:
“Evaluar 3 protocolos de crioconservacion de semen canino de alta genética”
1.4.2.Objetivos especificos:

e Recolectar y procesar el semen canino utilizando 3 diferentes

medios de crioconservacion.

e Evaluar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen

crio- conservado post dilucion y post descongelamiento.

e Elaborar un protocolo de crioconservacion de semen canino para el

establecimiento de un banco de germoplasma con los resultados obtenidos.



CAPITULO II. MARCO TEORICO.
2.1. Antecedentes investigativos:

La criopreservacion de semen en perros es una técnica ampliamente reconocida en
el ambito de la reproduccion asistida, ya que permite conservar material genético
valioso y facilita programas de mejora genética y ayuda a la preservacion de razas
caninas. En las Ultimas décadas, diversas investigaciones han investigado a fondo los
factores que afectan la calidad del esperma durante los procesos de congelamiento y
descongelamiento, recalcando el papel crucial que juegan los diluyentes y

crioprotectores para asegurar la viabilidad del esperma canino.

Montoya-Péez et al. (2020) investigaron el uso de tres concentraciones
diferentes de yema de huevo centrifugada como principal componente en diluyentes
para la criopreservacion del semen bovino. El estudio demostré que una concentracion
al 10% mejoro6 significativamente tanto la motilidad progresiva como la integridad de
las membranas espermaticas. Aunque esta investigacion se enfoco en bovinos, sus
resultados son relevantes para procesos de criopreservacion en caninos, destacando
especialmente la importancia que tienen los componentes lipidicos para asegurar las

membranas celulares espermaticas durante variaciones térmicas.

Herrera Pullas (2021) llevé a cabo un estudio sobre la eficacia del diluyente
comercial de uso canino en la criopreservacion de semen canino. Los hallazgos indicaron
una motilidad espermatica post-descongelacion del 70.92%. los resultados sitian al
diluyente 2 como una de las opciones mas efectivas disponibles en el mercado,
destacandose por su habilidad para proteger la estructura celular y minimizar los dafios

durante los procesos de congelacion y descongelacion del semen canino.

Arango Munera et al. (2020) evaluaron el desempefio del diluyente 3 de uso
general bovino en semen canino almacenado en pajillas francesas. A pesar de que los
resultados mostraron una motilidad individual postcongelacion del 51%, el estudio
recalco la necesidad de ajustar el protocolo para mejorar los resultados. Su trabajo

sugiere que el diluyente 3 podria ser una opcidn viable para la criopreservacion en



perros, especialmente cuando se tienen en cuenta aplicaciones especificas y

condiciones controladas.

Nazeri et al. (2022) evaluaron en su estudio distintos tipos de concentraciones
de plasma de yema de huevo (0%, 20%, 40%) a las cuales combinaron con glicerol
(1,5% y 5%) en un diluyente de base tris para semen canino, en los resultados que
obtuvieron encontraron que luego de 72 horas de la refrigeracion y la descongelacion
los diluyentes con 20% o 40% de plasma de yema de huevo tuvieron pardmetros
superiores en lo que se refiere a los de motilidad total y progresiva, viabilidad e
integridad del acrosoma en contraste con el que no tenia plasma de yema de huevo, su
estudio sugiere que una concentracion adecuada de yema de huevo mejora la crio

proteccion del semen canino.
2.2.Fundamentacion teorica
2.2.1. Evaluacién Seminal en caninos.

Es importante subrayar que la evaluacion de calidad del semen canino y su
capacidad fecundante para IA en hembras se basa en una amplia gama de pruebas
de laboratorio para evaluar la calidad del semen. Estas pruebas han sido desarrolladas
con el proposito especifico de predecir la funcion espermatica. El empleo conjunto de
estas pruebas puede mejorar considerablemente la precision a la hora estimar dicha

funcionalidad reproductiva (Herrera Pullas, 2021).

En este contexto, es importante decir que el analisis del semen canino ese pone
como una herramienta al momento de diagnosticar el potencial reproductivo de los
caninos, ya que nos permite evaluar condiciones de infertilidad o poca fertilidad en
ellos, esto es util al momento de dirigir el manejo re la reproduccion ya sea para una
inseminacion artificial o la criopreservacion del semen, asi mismo, tener valores de
referencia que cumplan con estandares minimos permite a médicos veterinarios
interpretar resultados con mayor precision y tomar decisiones correctas durante la
seleccion de machos reproductores y en la evaluacion del semen crio preservado

(Crepaldi et al., 2024).



Es asi que, previo a la aplicacion de cualquier método de reproduccion asistida,
resulta necesario el realizar un analisis del semen que permita confirmar la calidad del
eyaculado. Este diagndstico previo es relevante tanto en montas naturales como en
programas de inseminacion artificial, ya que, en caso de identificarse una calidad
deficiente, se pueden establecer estrategias de mejora o descartar temporalmente o
definitivamente al macho canino. Asimismo, cuando se planifica la conservacion del
semen mediante refrigeracion o criopreservacion, la evaluacion inicial permite
anticipar el grado de deterioro espermatico esperado. De hecho, se ha reportado que
los procesos de congelacion y descongelacion pueden ocasionar una pérdida de hasta
el 50 % en la calidad seminal, afectando pardmetros como la motilidad, viabilidad y

morfologia (Puerto Belta, 2021).
2.2.2. Parametros macroscopicos del eyaculado canino.

En lo que se refiere a la evaluacion macroscopica es un factor que constituye
la primera aproximacion a la evaluacion general del semen canino ademas que es
fundamental para una apreciacion inicial del estado del eyaculado, los parametros a
evaluar en este estado son principalmente el volumen, el color, el aspecto fisico y el
pH, los cuales pueden verse alterados por problemas con la recoleccion, salud del
animal o enfermedades urogenitales del macho, aunque estos parametros pueden no
mostrar de por si la fertilidad del macho nos ofrecen informacion que es valiosa al
momento de calificar la eyaculacion asi como la calidad de la muestra seminal

(Crepaldi et al., 2024).

El volumen del semen canino luego del retiro de la fraccién pre-espermatica
va a variar con respecto a varios factores como la raza, la edad y el estado fisiologico
del canino, se ha reportado que en razas medianas se ha reportado un volumen de
eyaculado promedio de 2.17 £ 0.16 ml, lo cual se encuentra dentro del rango
fisiologico esperado para estos tipos de tamafnos que es de 0.5 y 3.5 ml. Este valor
puede verse alterado debido a problemas reproductivos, problemas testiculares como
hipoplasias o eyaculaciones incompletas, por otra parte, un volumen de semen canino
exageradamente elevado puede deberse a la mezcla con fraccion la fraccion pre-

espermatica o de una contaminacion prostatica (World Veterinary Journal, 2022).



El color del eyaculado seminal debe ser de matices cercanos al blanco 6palo o
blanco perlado, ser homogéneo y sin presencia de grumos, si llegaran a existir
apariencia de tonos rojizos, amarillos o incluso verdosos, se puede considerar esto
como apariencia de hemospermia o presencia de contenido urinario o alguna patologia
distinta, en cambio que si llegara a existir la presencia de filamentos o grumos en la
muestra seminal puede indicar que existe secreciones anormales o de células
inflamatorias, dentro de este parametro en estudios realizados en caninos de la raza
“Kintamani”, el color tipico de las muestras seminales fue el de “blanco lechoso”, lo
cual concuerda con parametros visuales normales de un eyaculado fisiolégico (World

Veterinary Journal, 2022; Meynard Flores y Torrez Calero, 2022)

La consistencia normal de un eyaculado debe ser intermedio y homogénea, si
llegara a existir una consistencia demasiado liquida podria indicar que existe un bajo
nimero espermatico o que existe una contaminacioén de la muestra, por otra parte si
llegara a encontrarse una muestra muy espesa dificultaria la dilucion y la manipulacion
de la muestra en el proceso de la crioconservacion, en el estudio de los caninos de raza
“Kintamani” se reportd que una consistencia considerada “espesa” es apropiada para

la reproduccion asistida (World Veterinary Journal, 2022).
2.2.3. Parametros microscopicos del eyaculado canino.

Luego de a ver realizado el analisis macroscopico del semen canino, se realiza
el analisis microscopico, el cual viene a ser la herramienta mas importante en lo que
se refiere a la calidad espermatica del eyaculado canino. Aqui se analiza en directo las
caracteristicas funcionales de los espermatozoides como son su capacidad de
movimiento, la viabilidad celular, y la integridad de los mismos, todos estos nos dan
un prondstico para definir el potencial de fecundacion del semen recolectado. Los
pardmetros que se incluyen aqui son aquellos que incluyen la motilidad espermatica
total y progresiva, la viabilidad espermadtica, la morfologia y la concentracion
espermatica, cada uno de estos se ajustan criterios de interpretacion, los cuales deben
ajustarse a valores de referencia establecidos por estudios clinicos de cada estudio

(Crepaldi et al., 2024).



Motilidad espermatica. La motilidad espermatica en el semen canino
constituye un parametro fundamental para evaluar su funcionalidad reproductiva,
este indicador se emplea con frecuencia para evaluar el potencial de fecundacion del
eyaculado. Su analisis se basa en la determinaciéon del porcentaje de células
espermaticas que presentan movimiento, diferencidndose dos formas principales: la
motilidad masal, que comprende cualquier tipo de movimiento, y la motilidad
progresiva, que hace referencia al avance efectivo del espermatozoide en trayectorias
rectas o de trayectoria amplia. La importancia fisioldgica de analizar este pardmetro
radica en que los espermatozoides deben recorrer el tracto reproductivo de la hembra
luego de la inseminacién o monta, por ende, que los espermatozoides tengan un
movimiento progresivo es considerado un factor de prediccion en lo que se refiere a
la reproduccion asistida (Meynard Flores y Torrez Calero, 2022; Crepaldi et al.,
2024).

Asi mismo Crepaldi et al. (2024) en estudios realizados establecieron que en el
semen canino fresco la motilidad progresiva esta entre 70% y 90%, en cambio que la
motilidad total puede llegar incluso alcanzar el 95% en animales jovenes. Asi mismo
este porcentaje va a varias luego de la manipulacioén del semen fresco ya sea por un
mal manejo de la muestra, problemas en el manejo de la temperatura durante el
procesamiento, pero sobre todo en los procesos de refrigeracion y congelacion del

semen canino.

La evaluacion de este parametro se lo realiza mediante microscopio Optico, con
el uso de platinas de calor para mantener la temperatura normal de las muestras y que
no sufran un cheque térmico que pudiera comprometer la muestra, con lentes de
ampliacion de 100x y 200x, este es un método que se3 ha venido implementando en
clinicas y laboratorios de reproduccion por su accesibilidad y rapidez. En un estudio
realizado por Banchi et al. (2023) en el que compararon dos distintas técnicas de
recoleccion de los espermatozoides (técnica de flotacion epididimal vs. técnica de
flushing) y su efecto sobre la calidad del semen canino tras la criopreservacion en la
que ellos incluyeron la motilidad espermatica, encontraron que las condiciones de
obtencidn y procesamiento del semen afecta directamente la motilidad espermatica

tras la congelacion.

10



Viabilidad Espermatica. La viabilidad espermatica trata acerca del
porcentaje de espermatozoides vivos en una muestra, en breves rasgos indica el grado
de la integridad funcional de la membrana plasmatica de los espermatozoides. L
determinacion es clave a que los espermatozoides inviables carecen de su respectiva
capacidad de fecundacion incluso si atin conservan su capacidad de fecundacion. Esta
se mide mediante el uso de tincidn, especialmente la llamada eosina—nigrosina, la
cual nos permite identificar células con membranas integras (viables, no tefiidas) de
aquellas con dafio en su membrana celular (no viables, tefiidas).El numero de células
espermaticas viables en semen fresco se encuentra normalmente por encima del 75%
, cuando las células se encuentran comprometidas en su membrana celular
generalmente se debe a varios factores como son el estrés oxidativo, la calidad del
diluyente, un mal manejo de la temperatura al momento del procesamiento dela
muestras, en el estudio realizado por Banchi et al. (2023) luego de Ia
crioconservacion epididimal, observaron un decrecimiento considerable en la
viabilidad espermatica especialmente en la técnica de flotacion, por lo que sugieren
que la técnica de obtencion para la técnica de congelacion influye en este parametro

de calidad espermatica.

Por otra parte, en el estudio de Crepaldi et al. (2024) en la que analizaron 295
eyaculados de caninos, reportaron valores promedios de viabilidad de entre 75% y
90% cuyos valores diferian son respecto a la edad, calidad reproductiva y calidad
general del eyaculado. Destacan que de existir una viabilidad superior al 80% se
correlaciona de manera positiva con tasas elevadas de fertilidad de la muestra, con
énfasis en si la fecundacion se realiza mediante el uso de inseminacion intrauterina, lo
cual respalda la necesidad del uso de protocolos y el uso correcto de diluyentes que

reduzcan en la medida de os posible el dafo de las células espermaticas.

Morfologia Espermatica .La morfologia de las células espermaticas es un
parametro igual de importante que la motilidad y la viabilidad, ya que en esta entra
las anormalidades y alteraciones estructurales, ya sean en cabeza, pieza intermedia y
cola, alteraciones a este nivel celular por si mismos ya pueden comprometer la
funcionalidad y la fertilidad del semen, la presencia de defectos celulares siempre va

a estar presente en las muestras seminales, aun asi si existe un aumento en estas
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células aunque sea en un niimero reducido, se le ha asociado con una baja capacidad
de penetracion del ovocito lo que se traduce como una mejor tasa de gestacion de las

hembras (Sinagra et al., 2024).

En una publicacion realizada este afio por (Sinagra et al., 2024) en la que
desarrollaron una base de datos anotada por especialistas en referente a imagenes de
espermatozoides caninos, en la que usaron clasificacion consensuada por dos médicos
veterinarios determinaron que el porcentaje medio de espermatozoides normales
morfolégicamente es del 57% con defectos en cabezas (18%), la pieza intermedia
(20%) y en cola (7%). Lo que evidencia los estandares estrictos con una mayor

precision en la clasificacion morfoldgica y una correlacion con la fertilidad.

Asimismo, en un estudio desarrollado por (Mitjana et al., 2022) ha demostrado
que en condiciones de refrigeracion prolongada del semen canino, esta temperatura
tiene efectos directos sobre el aumento en las alteraciones morfologicas, especialmente
si el diluyente usado no cuenta con antioxidantes o estabilizadores del membrana ya
que evaluaron el efecto del fotoperiodo y la suplementacion con melatonina el semen
canino a refrigeracion de 5 °C durante 6 dias, observando que en periodos de
fotoperiodo creciente, la inclusion de melatonina redujo los niveles acrosémicos y
mejoro la estructura de los espermatozoides, lo cual subraya la importancia tanto de
un control minucioso de la temperatura como del uso de crioprotectores en el diluyente
usado que reduzca el deterioro morfoldgico de los espermatozoides caninos que se

asocia al estrés oxidativo.
2.2.4. Métodos de analisis Seminal.

La aplicacion de técnicas estandarizadas para el andlisis del semen canino
permite estimar con mayor precision la calidad espermatica y establecer el potencial
reproductivo de un macho. Estas técnicas forman parte de un conjunto de pruebas de
laboratorio denominado espermograma, el cual incluye pardmetros macroscopicos
(como volumen, color, viscosidad) y microscépicos (como motilidad, viabilidad y
morfologia, entre otros). En la presente investigaciéon se emplearon métodos de

evaluacion seminal convencionales, tanto macroscoOpicos como microscopicos, los
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cuales son usualmente utilizados en clinicas veterinarias con recursos logisticos de

nivel medio, sin el uso de equipamiento técnico especializado en reproduccion asistida.

En el caso de la motilidad espermatica se puede realizar con microscopia optica
con portaobjetos temperados en platinas de calor, con estas herramientas y un
entrenamiento preestablecido, se puede evaluar el equilibrio de espermatozoides
moviles y su patrén de desplazamiento, lo cual permite establecer el grado de
integridad practico del flagelo espermatico y la viabilidad general de la muestra.
Aunque existen métodos avanzados como los sistemas CASA (Computer Assisted
Semen Analysis), estudios recientes han validado la eficacia del andlisis subjetivo
cuando es realizado por observadores habituados a este andlisis, especialmente en
condiciones clinicas donde no se dispone de equipamiento técnico (Crepaldi et al.,

2024).

La viabilidad espermatica y la morfologia pueden ser analizadas con tincion de
eosina—nigrosina, dicha técnica permite distinguir espermatozoides vivos (no tefiidos)
de muertos (citoplasma tefiido) en base a la integridad de la membrana plasmaética. La
observacion se realiza al microscopio optico a 1000 con aceite de inmersion en un
microscopio optico. Este procedimiento permite clasificar las anomalias morfologicas
primarias (cabeza, pieza intermedia, cola) y secundarias (gota citoplasmatica, colas
enrolladas, etc.). La tincidon eosina—nigrosina actualmente de sigue considerando un
método confiable, accesible y util tanto para laboratorios basicos como para estudios

comparativos de semen crio conservado (Sinagra et al., 2024).

Si bien en varios estudios se utilizan técnicas anadidas como pruebas
funcionales de integridad acrosomal, oxidacion lipidica o fragmentacion de ADN, en
el presente trabajo se prioriz6 el uso de pruebas basicas y de bajo costo. Esto con el
objetivo de comparar diluyentes seminales bajo condiciones clinicas reales, aplicables
en escenarios veterinarios comunes y no necesariamente en contextos comerciales

altamente especializados.
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2.3. Métodos de crioconservacion del semen canino

La crioconservacion del semen canino se basa en técnicas estandarizadas para
preservar la fertilidad de los espermatozoides a largo plazo, utilizando temperaturas
extremadamente bajas por debajo de -196 °C. Estas técnicas estan disefiadas para
reducir el dafio durante las etapas criticas de la refrigeracion, congelacion y
descongelacion de las pajuelas, reduciendo asi las alteraciones en la integridad de las
membranas celulares, asi como manteniendo la motilidad y viabilidad del esperma

(Ogata et al., 2025).

Entre los protocolos usados para la crioconservacion, el mas usado se organiza
en tres etapas esenciales: primero, la refrigeracion progresiva a 4 °C; luego la
congelacion gradual usando nitrégeno liquido y finalmente una descongelacion rapida
mediante bafio Maria. Durante la etapa de refrigeracion, las muestras son diluidas con
un extensor que contiene crioprotectores como glicerol y se estabilizan a 4 °C durante
varias horas para permitir que los espermatozoides se adapten gradualmente al
descenso térmico y reducir asi el riesgo de formacion de cristales intracelulares.
Posteriormente, el semen es colocado en pajuelas de distinto volumen, las cuales son
inicialmente expuestas a vapores nitrogenados mientras estdn suspendidas a cierta
altura sobre su superficie (generalmente entre 1 y 10 cm) por unos minutos antes del
almacenamiento total sumergido completamente en nitrogeno liquido (-196°C).
Finalmente, para descongelar, las pajuelas se sumergen brevemente en un bafio Maria
(37 °C por unos segundos), lo que permite una reaccion optima de los espermatozoides

tras el choque térmico (Ogata et al., 2025).
2.4. Diluyentes

Los diluyentes son mezclas completas para preservar la funcionalidad,
viabilidad y estructura de los espermatozoides durante procesos como la refrigeracion
o la criopreservacion. Son esenciales en biotecnologias reproductivas tales como la
inseminacion artificial y la conservacion genética, ya que proporcionan una barrera
fisica y quimica que protege a los espermatozoides contra las condiciones adversas del

procesamiento. (Sharafi et al., 2022)
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2.4.1. Funciones generales del diluyente: proteccion, nutricion y

estabilizacion.

Una de sus principales funciones es la proteccion osmética y térmica. Durante
los procesos de refrigeracion o congelamiento, los cambios de temperatura y presion
osmotica pueden generar estrés espermatico, dafio en la membrana plasmatica y
formacion de cristales de hielo intracelulares. Tiene como funcion contrarrestar estos
efectos al contener crioprotectores permeables (como el glicerol o DMSO) que
penetran la célula y equilibran la salida de agua de la membrana, asi como no
permeables (como la yema de huevo, leche o la lecitina de soya) que actian
externamente estabilizando la membrana espermatica. Ademads, incluyen sistemas de
buffer para regular el pH, fuentes energéticas como azlcares simples, y agentes

antioxidantes para minimizar la peroxidacion lipidica (Bustani y Baiee, 2021).

Ademas, los diluyentes desempenan un papel nutricional importante al ofrecer
azlcares como la glucosa o fructosa. Estos compuestos son utilizados por los
espermatozoides como fuente de energia para mantener su metabolismo y movilidad
durante el almacenamiento, especialmente en condiciones de refrigeracion o
congelacion. Se ha comprobado que anadir fructosa a estos diluyentes es mejor que
utilizar glucosa para conservar la motilidad espermatica en el tiempo, favoreciendo asi
el metabolismo anaerdbico elevado en los espermatozoides caninos. Asimismo, estos
azucares contribuyen a disminuir la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
cuya acumulacion puede provocar peroxidacion lipidica y dafio al ADN del esperma,

afectando negativamente la fertilidad (Sharma et al., 2022).

Los agentes diluyentes constan de sistemas tampon como TRIS o citrato de
sodio los cuales juegan un papel crucial en la regulacion del pH durante el
almacenamiento. Por lo tanto, son esenciales para preservar la integridad de las
membranas espermaticas y mantener la funcionalidad celular. (ScienceDirect Topics,
2025). Ademas, suelen incluir antibidticos como gentamicina o penicilina, cuya
finalidad es prevenir el crecimiento bacteriano sin afectar de manera significativa la
movilidad o morfologia espermatica. No obstante, algunos estudios han sefialado
efectos menores en ciertos parametros que miden el movimiento espermatico (Ortiz-

Rodriguez et al., 2022).
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Por ultimo, pero no menos importante, la adiciéon de antioxidantes como el
acido ascorbico, glutation, isospintanol o ergothioneina en diluyentes TRIS-yema ha
seflalado mejorar la viabilidad después de la descongelacion ademés que ayuda a
disminuir el dafio por peroxidacion lipidica. Esto ayuda a preservar tanto la integridad
del acrosoma como la estructura del ADN favoreciendo la tolerancia a la

crioconservacion (Usuga et al., 2021).
2.4.2. Yema de huevo como crioprotector

La yema de huevo es un crioprotector no permeable ampliamente utilizado en
la criopreservacion del semen canino, bovino, y en otras muchas especies,
normalmente se afiade (en concentraciones de entre 5% al 20%) a los diluyentes para
proteger los espermatozoides del choque térmico inicial durante la refrigeracion y del
dafio que ocurre en la congelacion. Su eficacia como crioprotector en mamiferos ha
sido bien documentada durante muchos afios, y sus componentes principalmente las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) presentes en la yema desempefian un papel
crucial en esta accion protectora sobre los espermatozoides. Esta fraccion de las LDL
es reconocida como el componente activo principal responsable del efecto protector

que ejerce la yema sobre los espermatozoides (Swelum et al., 2022; Chang et al., 2025)

La yema de huevo estd compuesta en gran medida por lipidos y proteinas, lo
que le da su capacidad crio protectora. Aproximadamente un 33% de la yema se
concentra en lipidos como triglicéridos, colesterol y fosfolipidos; esta tiltima categoria
es especialmente rica e incluye principalmente fosfatidilcolina o lecitina, seguida por

fosfatidiletanolamina, esfingomielina entre otros (Abeyrathne et al., 2022).
Funcion de la yema de huevo como crioprotector.

Proteccion de las membranas espermaticas: Las moléculas LDL presentes en
la yema se adhieren a la superficie del espermatozoide e interactiian con los lipidos de
su membrana plasmatica, creando una capa protectora extra. Esto impide que se
pierdan fosfolipidos y colesterol durante el enfriamiento rapido en la crioconservacion,

preservando asi la estabilidad estructural (Mahiddine y Kim, 2021).
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En el semen canino, se ha observado que las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) que estan en la yema de huevo pueden unirse y secuestrar proteinas del plasma
seminal, estas proteinas normalmente inducirian una extraccidon prematura de
colesterol de la membrana espermatica, desestabilizandola a través de un proceso
conocido como "capacitacion". Al prevenir este flujo saliente de colesterol y evitar la
hiper-fosforilacion asociada con dicha capacitacion, las LDL contribuyen a mantener
tanto la integridad como la fluidez de las membranas espermaticas durante el

procedimiento de congelacion. (Chang et al., 2025)

Prevencion del dafio causado por cristales de hielo: Durante el proceso de
congelacion espermadtica, se forman cristales de hielo dentro y fuera de las células
debido al agua. Estos cristales pueden dafiar estructuras celulares delicadas. Los
crioprotectores no permeables como la yema de huevo aumentan la viscosidad del
medio y reducen asi la formacion de grandes cristales, tanto dentro como fuera de la
célula, evitando que el agua precipite en formaciones de cristales, Ademas, los
fosfolipidos presentes en la yema pueden incorporarse a las membranas espermaticas
ya que amortiguan los cambios rapidos durante el enfriamiento o descongelamiento.
Este efecto ayuda a mitigar cualquier posible dafio fisico ocasionado por los

microcristales sobre dichas estructuras (Chang et al., 2025).

Propiedades antioxidantes: 1La yema de huevo contiene antioxidantes
naturales, como la vitamina E, carotenoides y glutation, los cuales ayudan a neutralizar
radicales libres producidos durante el proceso de la congelacion y la descongelacion.
Esto disminuye la peroxidacion lipidica en los 4cidos grasos de la membrana
plasmatica y protege las células del estrés oxidativo, contribuyendo a mantener la

viabilidad espermatica después de ser descongeladas (Chang et al., 2025).

Mantenimiento de la integridad celular tras la descongelacion: El uso de yema
de huevo en los diluyentes mejora notablemente la proporcion de espermatozoides
viables e intactos al descongelarlos. Numerosos estudios como los de (Chang et al.,
2025) y (Swelum et al., 2022) han mostrado que incluir yema o sus componentes en
medios crioprotectores optimiza los parametros post-descongelacion como motilidad,
integridad de la membrana plasmatica, ademés reduce el porcentaje dafiado

eliminando las particulas donde se observo un incremento significativo en integridad
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de la membrana y acrosoma de los espermatozoides post-descongelacion comparado

con grupos control.
2.4.3. Funcion del glicerol como crioprotector

El uso de crioprotectores permeables es fundamental para conservar la
fertilidad del semen durante el proceso de la congelacion. El glicerol se destaca de
entre estos como uno de los principales ademas que es considerado como el mas eficaz
crioprotector permeable empleado. Este compuesto de bajo peso molecular tiene la
capacidad de penetrar en espermatozoides y reemplazar parte del agua intracelular, lo
cual, ayuda a minorar los dafios causados por la formacion interna del hielo en las

células. (Sharafi et al., 2022)

Durante el proceso de congelacion, las células enfrentan dos tipos de dafos: la
formacion de cristales de hielo y el estrés osmotico, esto debido a cambios bruscos en
la concentracion de los solutos. El glicerol ayuda a atenuar ambos efectos mediante
diversos mecanismos complementarios. Primero, gracias a su permeabilidad, penetra
dentro del espermatozoide y reemplaza parte del agua intracelular. Esto reduce la
cantidad de agua libre que podria cristalizar dentro de las células, reduciendo asi el
riesgo mortal asociado con los cristales internos. En segundo lugar, al aumentar la
concentracion total de solutos en el medio durante su uso como “agente crioprotector
no i6nico” ya que baja el punto de congelacion del liquido y atenua la concentracion

de las sales cuando el agua se congela (Sharafi et al., 2022).

Ademas, el glicerol juega un papel crucial en la estabilidad de las membranas
en la congelacion, al ingresar y equilibrarse a través de la membrana celular, este
facilita una deshidratacion progresiva y controlada a temperaturas mas bajas, lo que
permite que los lipidos y proteinas dentro de la membrana espermatica se reorganicen
mejorando asi su estructura. Este reordenamiento junto con el aumento en la fluidez
dentro de la bicapa lipidica evita cambios bruscos entre las fases mientras preserva

intacta su integridad estructural (Sharafi et al., 2022).

Es importante destacar que el proceso de adicion y eliminacion del glicerol

presenta desafios osmoticos, los cuales requieren un manejo cuidadoso. Al exponer al
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semen a un medio con alta concentracion de glicerol, los espermatozoides
experimentan cambios dréasticos en su volumen ya que tienden a encogerse
rapidamente debido a la pérdida de agua hacia el entorno hipertonico y luego de eso
se expanden gradualmente conforme el glicerol entra en las células equilibrando la
osmolaridad. Estas variaciones de volumen pueden ser perjudiciales si ocurren
bruscamente, ya que contracciones y expansiones excesivas pueden dafar la
membrana celular, memorar la motilidad e incluso comprometer la integridad del
acrosoma. Por este motivo, es habitual incorporar progresivamente el glicerol para dar
tiempo suficiente a las células para que puedan ajustar su volumen sin enfrentar

cambios osmoticos severos.

Afortunadamente, los espermatozoides poseen mecanismos fisioldgicos para
regular su volumen, lo que ayuda en el proceso de congelacion como la presencia de
canales tipo acuaporinas en la membrana, estas acuaporinas permiten una salida
controlada de agua durante el proceso de congelamiento y facilitan también la entrada
de glicerol dentro de las células. Las acuagliceroporinas son subtipos especificos
permeables al glicerol y actian como vias rapidas para equilibrar osmolitos entre el
interior y exterior celular, mejorando asi la tolerancia osmotica del espermatozoide

(Schéfer-Somi et al., 2022).
2.4.4. Antibioticos

En la conservacion de semen comun afiadir antibidticos al diluyente con el
objetivo de controlar el crecimiento bacteriano. En especies menores se suelen utilizar
antibidticos tales como gentamicina, penicilina y estreptomicina en los diluyentes
seminales o durante la criopreservacion, estos compuestos ayudan a prevenir la
contaminacion bacteriana, su uso no terapéutico ha sido cuestionado debido al riesgo
de promover resistencia antimicrobiana y posibles efectos adversos sobre la calidad

del esperma.

Sin embargo, el uso habitual de antibidticos en diluyentes para
criopreservacion debe manejarse con cuidado. Esto se debe a que altas dosis de
gentamicina (por ejemplo, alrededor de 1 mg/ml) han sido asociadas con efectos

toxicos sobre los espermatozoides durante la congelacion. En un estudio veterinario
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reciente realizado en ovinos, la gentamicina demostré ser muy eficaz inhibiendo el
crecimiento bacteriano, sin embargo, tuvo peores resultados respecto a calidad del
semen y fertilidad tras inseminacion artificial, la motilidad total disminuy® y las tasas
reproductivas fueron notablemente mas bajas en comparacion con otros diluyentes que
contenian lincomicina-espectinomicina o penicilina-estreptomicina (Lechner et al.,

2023).

Este hallazgo sugiere que, aunque la congelacion por si misma reduce
significativamente la carga bacteriana, es crucial optimizar cuidadosamente tanto el
tipo como la dosis del antibidtico para no comprometer la eficiencia de la

criopreservacion.
2.4.5. Azicares

Los azucares simples presentes en los diluyentes, son principalmente la glucosa
y fructosa, las cuales actlian como sustratos metabdlicos de rapida disponibilidad para
la via glucolitica del espermatozoide. Esto ayuda a mantener la produccion de ATP y
asi preservar la motilidad celular durante periodos de refrigeracion o congelacion.
Ademas, su presencia contribuye a controlar una generacion excesiva de especies
reactivas de oxigeno (ROS), al evitar que las células recurran a vias oxidativas mas
dafiinas. Cuando se utilizan fuentes energéticas inadecuadas o insuficientes, tanto la
movilidad del esperma como su integridad membrana disminuyen ampliamente entre
24 a 48 horas después del almacenamiento; sin embargo, incluir glucosa/fructosa
permite que el porcentaje de motilidad supere el umbral clinico del 50 % limitando los

procesos negativos como la peroxidacion lipidica (Sinagra et al., 2024).
2.4.6. Antioxidantes

Los antioxidantes son componentes importantes en los diluyentes usados para
crioconservacion, ya que ayudan a neutralizar el estrés oxidativo provocado por el
proceso de congelamiento y descongelamiento. Como ya se menciono, los
espermatozoides son particularmente susceptibles a las especies reactivas del oxigeno

(ROS) debido a sus membranas ricas en acidos grasos poliinsaturados. Estas pueden
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causar peroxidacion lipidica, fragmentacion del ADN y pérdida de viabilidad celular,

para minimizar estos efectos. Indeseables. (Mahiddine y Kim, 2021)
Por lo general, existen 2 principales grupos de antioxidantes:

Enzimaticos: Como el superdxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation
peroxidasa, que actian eliminando rapidamente radicales libres generados durante el

proceso (Sharafi et al., 2022).

No enzimdticos: Como el acido ascorbico, la vitamina “E”, melatonina y otras
moléculas antioxidantes naturales, que refuerzan la proteccion celular contra el dafio

oxidativo(Mahiddine y Kim, 2021).

Estudios destacan que la adicion de antioxidantes a los diluyentes,
independientemente del compuesto especifico utilizado, mejora la recuperacion
espermatica después de ser descongelada. Esto se traduce en un aumento de la
motilidad y una mejor integridad de las membranas celulares, asi es como, en una
reduccion significativa de los marcadores asociados al estrés oxidativo o peroxidacion
lipidica hay evidenciad de sus efectos crioprotectores en caninos y otras domésticas
(Mahiddine y Kim, 2021; Divar et al., 2022). Ademas, las revisiones actuales destacan
que el uso adecuado de antioxidantes es una estrategia efectiva para reducir el dafio
celular durante la criopreservacion siempre que sus concentraciones sean ajustadas

segun cada especie y protocolo empleado.
2.4.7. Sistemas buffer

El sistema Buffer desempeia un papel crucial al conservar el pH dentro de un
rango fisiologico Optimo, que oscila entre 6.8 hasta 7.4, para conservar la viabilidad y
funcionalidad del esperma. Durante la crioconservacion, las variaciones de
temperatura y los cambios osmoticos pueden modificar el pH de las muestras, y llega
a afectar negativamente su metabolismo, asi como su motilidad e integridad tanto a
nivel de membrana plasmatica como del acrosomal. Por lo tanto, cuando se trata de
dilucion para la crioconservacion se utilizan comunmente sustancias tampones como
el TRIS (tris-hidroximetil aminometano) y citrato de sodio para estabilizar el pH

durante todo el proceso de refrigeracion y congelacion (Kamal et al., 2022).
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La adicion de Tris junto con Citrato y Fructosa, a menudo combinado con yema

de huevo y glicerol, ofrece tres beneficios principales:

e Regulacion del pH al amortiguar cambios tanto durante el enfriamiento

como en la descongelacion.
e Regulacion osmotica debido a la presencia de electrolitos como el citrato

e Estabilizar la membrana espermatica a través de su interaccion con los

fosfolipidos. (Martinez Barbitta y Rivera Salinas, 2022)

Ademas, estudios actuales recalcan que, sin un buffer adecuado, el semen
experimenta una acidificacion o alcalinizacion drastica. Esta inestabilidad puede
provocar efectos toxicos indirectos que se reflejan en la pérdida de vitalidad y dafios a
las estructuras membranosas lo cual remarca que estas sustancias actian como
amortiguadores osmoticos y ayudan a prevenir este desequilibrio quimico durante el

proceso de congelacion (Kamal et al., 2022).
2.4.8. Métodos de preservacion de semen

Hay dos maneras de asegurar que el semen se conserve adecuadamente, ya sea
a través de métodos naturales o mediante la aplicacion de sustancias que ayuden a

mantener su viabilidad para ser utilizado en la inseminacion de las hembras.
Hipotesis y variables
2.5. Hipotesis:

No hay diferencias significativas en la efectividad de los tres diluyentes usados
para la recoleccion de semen canino en términos de parametros macroscopicos y
microscopicos después de la criopreservacion de semen canino para la

implementacion de un banco de germoplasma de alta genética.
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2.6. Variables

Tabla 1

Operacionalizacion de la variable independiente y dependiente

Variable Definicion Dimension Escala de Técnica Instrumento
medicion s
Diluyentes Solucion liquida Tipo de Nominal Observacion  Hojas de
para  semen disefiada  para diluyente experimenta  campo,
canino diluir, conservar 1 etiquetas,
(Variable y proteger el registros  de
independiente  semen de perros, protocolo
) permitiendo
mantener su
viabilidad,
motilidad e
integridad
espermatica
durante su
almacenamiento
y uso en técnicas
de reproduccion
asistida como la
criopreservacion
Concentracio ~ Cuantitativ. ~ Medicion en Pipetas
ny volumen acontinua  laboratorio graduadas,
tubos de
ensayo,
pajuelas
Eficiencia Ordinal Evaluacion ~ Microscopio,
preservativa (alta, seminal tincion  vital,
media, camara de
baja) recuento,
semen
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Escala de Instrumento
Variable Definicion Dimension Indicadores Técnica
medicion S

Conjunto  de
parametros que

determinan el

estado
funcional y
. estructural del
Calidad . . .
semen  canino » ) Microscopio,
seminal post- Motilidad Porcentaje de o ) )
tras su proceso ) ~ Cuantitativ Observacion portaobjetos,
descongelacio espermatic espermatozoide ) ) )
) de ) a continua directa aceite de
n (Variable . a s moviles ] ]
) criopreservacio inmersion
dependiente)
y
descongelacion,
evaluados
mediante
técnicas
microscopicas.

Porcentaje  de
Viabilidad ) o Colorantes,
espermatozoide Cuantitativ. )
espermatic ) ) Tincion vital portaobjetos,
s vivos (eosina- a continua . .
a o microscopio
nigrosina)

Morfologia Porcentaje  de Clasificacio
i . Cuantitativ Tincién vital,
espermatic espermatozoide ) n ) )
a continua microscopio
a s normales. morfologica
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CAPITULO III. DESCRIPCION METODOLOGICA
3.1 Tipo, nivel y método de investigacion

Se llevo a cabo un estudio aplicado con enfoque mixto que combind las
caracteristicas s de los eyaculados y el andlisis de los tratamientos. La fase

experimental se realizd en 2024 en la clinica “Animal Planet”, Riobamba, Ecuador.
3.2 Poblacion y muestra

La poblacion estuvo compuesta por seis caninos clinicamente sanos (dos de
razas grandes, dos de razas medianas y dos de razas pequenas), cada perro aporté una
eyaculacion, que inmediatamente se dividio en tres alicuotas idénticas para asegurar

que los tres diluyentes partieran de las mismas condiciones seminales.

Tabla 2

Materiales, reactivos y equipos empleados en el protocolo experimental

Tipo de material Descripcion especifica

Biolégicos Semen de caninos de alta genética.

Perros machos adultos, sanos. (6 caninos)

Reactivos Solucidn de eosina-nigrosina, Diluyentes

quimicos

Materiales de Microscopio Optico con aumento 1000x y aceite de inmersion -

laboratorio Céamara de Neubauer, Portaobjetos y cubreobjetos, Tubos
Falcon 15 ml y 50 ml, Pipetas automaticas (0.2—2 pl / 20-200
ul / 100-1000 pl) - Gradilla de tubos - Termometro digital -

Termostato de refrigeracion 2—4 °C

Materiales para Pajuelas de 0.25 ml - Soportes de congelacion (rack criogénico),

criopreservacion Termo de nitrégeno liquido, Bafio Maria digital 37 °C.

Material de Guantes de latex - Filipina - Solucion desinfectante (alcohol
proteccion y 70% y acido hipocloroso), Toallas desechables
bioseguridad

Material Hojas de registro de datos, esfero y etiquetas, etiquetadora de

administrativo tinta para pajuelas, Reloj digital para cronometraje
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Nota. Todos los reactivos se almacenaron y manipularon a 20 + 2 °C. Las pajuelas
cargadas se mantuvieron en nitrogeno liquido (=196 °C) hasta su uso, las medidas de

volumen (pL, ml) se realizaron con pipetas calibradas
3.3 Disefio experimental

Tabla 3

Fases de evaluacion seminal y variables analizadas

Fase Descripcion Variables

analizadas

Fresco (0 horas) Evaluacion del eyaculado antes de Pardmetros
afiadir diluyente. Macroscépicos,

concentracion.

Postdilucion (0 Mezcla 1:1 con cada diluyente y Motilidad

horas) evaluacion inmediata en camara de masal/individual,
Neubauer. viabilidad, morfologia.
Post- Congelacion en pajuelas de 0,25 Motilidad

congelacion (6 ml; primera descongelacion a las 6 masal/individual,

horas) horas viabilidad, morfologia.

3.4 Diluyentes evaluados.

Tabla 4

Composicion cualitativa y cuantitativa de los diluyentes evaluados

Diluyente Componente Concentracion
Diluyente 3 Tris (tris-aminometano) 2,42 g/ 100 ml
Acido citrico 1,34 g/ 100 ml
monohidratado
Fructosa 1,00 g/ 100 ml
Glicerol 6,47 %
Yema de huevo 19-20 %
Antibioticos GTLST Gentamicina 0,4 mg / 100 ml,

Tilosina 0,08 mg / 100 ml,
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Lincomicina +
Espectinomicina (trazas)
(Minitiib GmbH, 2014)

El fabricante declara Ia
formula cualitativa, pero no
publica gramajes

(Minitiib GmbH, 2024)

Diluyente 1 TRIS, citrato, fructosa,
glicerol, gentamicina,
antioxidantes, agentes
estabilizadores)

Diluyente 2 TRIS, glicerol,
antibidtico, agentes
estabilizadores

El fabricante declara Ia
féormula cualitativa, pero no

publica gramajes. (Esch, 2014)

Nota. Composiciones obtenidas de las hojas técnicas de cada producto: (Minitiib

GmbH, 2014), (Minitiib GmbH, 2024) y (Minitiib GmbH, 2024). GTLS corresponde

a un coctel antibidtico de gentamicina, tilosina, lincomicina y espectinomicina.

3.5 Procedimientos

Recoleccion del eyaculado.

e Se estimuld manualmente al macho hasta la protrusion del bulbo glandis
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Figura 1

Ejemplar canino “Odin’ durante la fase de estimulacion previa a la recoleccion

seminal.

Figura 2
Ejemplar canino "Jasper" durante la fase de estimulacion previa a la recoleccion

seminal

Se recogid tnicamente la fraccion espermatica en el Funda de recoleccion de esperma

canino.
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Figura 3

Extraccion mediante tecnica manual en canino “Max”’

Figura 4

Extraccion mediante técnica manual en canino “Jasper”

Se procedid a la evaluacion macroscopica inmediata con el registro del volumen, color

(blanquecino, blanco lechoso, blanco transparente) y olor (neutro o fuerte).
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Figura 5

Paso de semen fresco con micropipeta a tubo

Figura 6

Paso de semen fresco con jeringa de 1 ml a tubo

Se midio el volumen con tubos con graduacion.
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Figura 7

Registro de caracteristicas macroscopicas y volumétricas

Evaluacion microscopica inicial

Se realizé la homogenizacion de las muestras, se dividieron los eyaculados en
3 alicuotas y se realiz6 la dilucion correspondiente de cada muestra con sus diluyentes

en una dilucion 1:1.
Motilidad espermatica

Se mezclaron 2 ul de la muestra con 18 pl de soluciéon salina tamponada
(dilucion 1:10) y se homogenizo6 suavemente. Se extrajeron 10 pul de semen diluido y

se midid concentracion.
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Figura 8

Recuento con camara de Neubauer para medir concentracion

Se cargaron 6 pl sobre un portaobjetos precalentado a 37 °C; se colocoé un

cubreobjetos.

Figura 9

Placa calefactora con portaobjetos con la muestra seminal.

El portaobjetos se coloco en la platina calefactada del microscopio; a 100x se

evalud la motilidad masal, asignando un puntaje de 0 a 5 segun la intensidad de las
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ondas. Se aument6 a 400x y se contaron 200 espermatozoides en tres campos

aleatorios, registrando el porcentaje de moviles totales y de modviles progresivos.

Figura 10

Analisis seminal (400x).

En el estadio de analisis postcongelacion se promediaron los valores de los tres

campos y se calculd la pérdida de motilidad comparando con la fase postdilucion.
Viabilidad espermatica

e Se mezclaron 10 pl de semen con 10 pl de eosina-nigrosina a 37 °C y se

esperaron 30 s para la penetracion del colorante.

e Se extendieron 5 ul de la mezcla en un portaobjetos, se realizo un frotis y se

dejo secar al aire sobre la placa calefactora (37 °C).

e Bajo el objetivo de 1000 con aceite de inmersion se clasificaron 200 células:

vivas (cabeza incolora) y muertas (cabeza rosada)
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Figura 11

Analisis seminal con eosina—nigrosina.

e Se calcul6 el porcentaje de viables con la férmula “V= (vivas / 200) x 100.”
Morfologia espermatica

e En el mismo frotis eosina-nigrosina se revisaron los 200 espermatozoides ya

contados.

e Se identificaron anomalias primarias (cabeza, pieza intermedia, cola) y

secundarias (gota citoplasmatica distal, cola doblada, etc.)
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Figura 12

Andlisis seminal de morfologia.

e Se registro el porcentaje de espermatozoides morfologicamente normales y la

distribucion de defectos tanto en postdilucion como en postcongelacion.

Control

e Para cada alicuota se prepararon dos frotis y dos ldminas de motilidad; si el
coeficiente de variacion entre las muestras superaba el 10 %, se repetia el

conteo.
Empajuelado, refrigeracion y congelacion de las muestras

e Se procedid al llenado de las pajuelas previamente ya etiquetadas con la
informacion del diluyente usado, la fecha y el nombre del canino con un

volumen de 0,25 ml dejando burbuja de aire de 0,5 cm.
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Figura 13

Pajuelas de almacenamiento etiquetadas

[N

e —

Figura 14

Llenado de pajuelas con el semen diluido

e Se realizo el sellado de las pajuelas con acido poliglicolico.
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Figura 15

Sellado de las pajuelas

e El Enfriamiento controlado se realizo primero refrigerando las pajuelas 2 horas
a 4 °C en un refrigerador previamente calibrado para solo el uso del estudio

con un termometro digital externo con maximas y minimas.

Figura 16

Pajuelas antes de meter a refrigeracion
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e Pasado el periodo de refrigeracion se extrajo las pajuelas y se coloco a 10 cm

sobre la superficie de nitrégeno liquido durante 10 a 12 minutos.

Figura 17

Pajuelas expuestas a vapores de nitrogeno

e Inmediatamente pasado este tiempo se sumergié las pajuelas al contenedor de

nitrégeno liquido (—196 °C).

Figura 18

Pajuelas lanzadas al contenedor con nitrogeno liquido
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Almacenamiento de las muestras.

A las pajuelas se les mantuvo en posicion vertical dentro de canastillas en un

termo de 30 litros especifico para semen canino.

Figura 19

Pajuelas en el termo de nitrogeno liquido ya almacenadas

Se realiz6 comprobaciones semanales de los niveles de nitrogeno liquido y se

realiza llenado si llegara a ser necesario.
Descongelacion para analisis post congelacion a las de 6 horas del almacenado.

Se extrajeron de 2—3 pajuelas por tratamiento usando pinzas de los termos de
criopreservacion y se sumergio las pajuelas en bafio Maria a 37 °C durante 50

a 60 segundos.

Se seco y se cortd el extremo sellado y se vertio el contenido en tubo estéril

tibio.
Evaluacion post-descongelacion

Se repiti6 la medicion de la motilidad masal, motilidad individual, viabilidad y

morfologia siguiendo los mismos métodos descritos anteriormente.
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Tabla 5

Escala de puntuacion de motilidad masal del semen canino

Puntos  Porcentajes Descripcion
5 90% Ondas rapidas
4 70-85% Movimiento vigoroso
3 45-65% Bajo movimiento de ondas
2 20-40% Ausencia de ondas
1 10% Solo el 10% muestra vitalidad
0 0% No existe ningun tipo de movimiento en la muestra

Nota. Tabla adaptada de (Bencharif et al., 2025). Se evalu6 la motilidad masal en

portaobjetos precalentados a 37 °C con microscopio de contraste de fases (100x).

Organigrama de procesos

[ Seleccion del Macho donante ]

\4

Evaluacion clinica v reproductiva
\ J

Preparacion del

area y materiales
J

\4

[ Recoleccion del semen ]

A

4

[ Evaluacion macroscdpica y microscopica ]
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[ Dilucion 1:1 con el diluyente ]

\4

[ Carga de pajuelas etiquetadas ]

A\ 4

[ Refrigeracion controlada (2 a 3 °C) ]

A

[ Exposicion a vapores de nitrégeno 10 minutos ]

[ Colocacion en nitrogeno (-196°C) ]

A

[ Almacenamiento de pajuelas ]

I

3.6 Plan de recoleccion

Las colectas se realizaron en la segunda y tercera semana de diciembre 2024,

periodo de maxima disponibilidad de los donantes.
3.7.  Analisis estadistico

Los datos se procesaron en InfoStat ®; se aplico un ANOVA completamente
al azar (ADEVA) para cada variable, seguido de la prueba de Tukey 5 %, replicando

el procedimiento descrito en el Capitulo III.
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3.1.1. Fase de investigacion

Para obtener informacion relevante y actualizacion sobre el tema de estudio, se
realizd una busqueda exhaustiva de fuentes académicas y cientificas. Se utilizaron
bases de datos académicas y bibliotecas digitales reconocidas, como: Scielo, Google

Académico, y bibliotecas universitarias en linea. La busqueda se limit6 a:

Articulos Cientificos: Se buscaron articulos cientificos publicados en revistas
académicas y cientificas. La fecha de publicacion de estos articulos no serda mayor a 5

afos a partir del afio actual y algunos de 10 afios a la fecha actual.

Tesis de Maestria y Doctorado: Se buscaron tesis de maestrias y doctorado
relacionadas con el tema de la investigacion. En su mayoria son tesis que han sido
defendidas y publicadas en los 5 ltimos afos y algunas de 10 afios a la fecha del afio

actual.

La busque se realizo utilizando palabras claves y términos relevantes
relacionados con la criopreservacion de semen canino, los tipos de medios utilizados y
los parametros de evaluacion postcongelacion. Se considero publicaciones en inglés 'y

en espafiol para obtener una perspectiva mas completa.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
4.1 Caracteristicas macroscopicas del semen canino

Tabla 6

Parametros macroscopicos del eyaculado canino fresco.

Caninos Volumen Color Olor Concentracion
(ml) (millones x ml)
Pequeiio 1 1 Blanquecino Neutro 124
ODIN
2 1,6 Blanco Neutro 320
COOPER transparente
Mediano 3 8 Blanco lechoso  Neutro 610
MAX
4 8,5 Blanquecino ~ Neutro 850
KAI
Grande 5 10 Blanco Neutro 530
JASPER transparente
6 20 Blanco lechoso  Fuerte 860
ARTHUR
Promedio 8.18 549

Los resultados indican una relacion evidente entre el tamafio corporal del perro
y las caracteristicas macroscdpicas de su eyaculado. Los perros mas grandes mostraron
mayores volimenes (hasta 20 ml) y altas concentraciones espermaticas (hasta 860
millones/ml), mientras que los perros mas pequefios presentaron volumenes reducidos
(1 a 1.6 ml) con menores concentraciones. Estos hallazgos son consistentes con lo
sefialado por (Crepaldi et al., 2024), quienes sostienen que factores como el peso, la
raza y la edad del macho afectan considerablemente tanto la cantidad como la calidad

del eyaculado.

El color del semen vari6 desde un blanco lechoso hasta tonos blanquecinos o
transparentes, siendo este ultimo el mas comtn en muestras con menor concentracion.
Esto coincide con lo sefialado por (Bustani y Baiee, 2021), quienes indican que una
tonalidad opaca se asocia a una mayor densidad espermatica, mientras que colores mas
claros reflejan una menor carga espermatica. En cuanto al olor, la mayoria de las
muestras fueron neutras, excepto un caso que presentd un olor fuerte posiblemente

relacionado con mayor actividad prostatica sin relacion patoldgica.
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Los valores promedio registrados, 8.18 ml de volumen y una concentracioén de
549 millones/ml, se encuentran dentro del rango fisioldgico normal para el semen
canino segun lo establecido por (Puerto Belta, 2021). Esto sugiere que las muestras

recolectadas son de buena calidad y son aptas para los procesos de criopreservacion.

4.2 Evaluacion de las caracteristicas microscopicas del semen canino post dilucion

con los tres diluyentes.

En términos de motilidad masal, el diluyente tres logro los valores promedio
mas altos (aproximadamente 81-83%), en comparacion con el 71.5% obtenido con el
diluyente uno y entre 69.5 y 71.5% con el diluyente dos. Esta mejora se puede atribuir
a la composicion lipidica del diluyente tres, que contiene yema de huevo; un
componente rico en lipoproteinas de baja densidad (LDL) que protege las membranas
espermaticas durante situaciones de estrés térmico (Abeyrathne et al., 2022; Bustani y

Baiee, 2021).

Estas lipoproteinas ayudan a estabilizar la estructura celular y disminuyen la
pérdida de motilidad asociada a la manipulacion después del eyaculado. La motilidad
individual se calificd6 como buena en todos los grupos. Sin embargo, para las razas
grandes y medianas con el diluyente tres, se describié como "muy buena", lo que
destaca su mayor capacidad de conservar la funcionalidad. Este patron es consistente
con los hallazgos de (Nazeri et al., 2022), quienes reportaron que agregar yema o sus
fracciones mejoraba significativamente el avance espermatico comparado con otros

componentes.

Tabla 7

Caracteristicas microscopicas del semen canino post dilucion con el diluyente uno

Razas Motilidad Morfologia Viabilidad
Masal (%) Individual (%) (%)
Grande 73+£3 Buena 82.5+3 65.5+1
Mediana 705+ 1 Buena 76.5+3 64 +2
Pequeiia 70+ 3.5 Buena 76.5+3 67+5
Promedio 65.5
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En cuanto a la morfologia espermatica, todos los diluyentes mantuvieron
porcentajes dentro del rango fisiologico (>75%), siendo el diluyente numero tres
nuevamente el mas favorable con valores de hasta 85%. Segtn (Crepaldi et al., 2024),
contar con una morfologia normal superior al 70% es un criterio aceptado para
considerar que el eyaculado es adecuado para fines reproductivos. La conservacion
morfoldgica observada en este estudio indica que ninguno de los diluyentes causd dafio

estructural severo, lo cual resulta crucial para asegurar la fertilidad.

Tabla 8

Caracteristicas microscopicas del semen canino post dilucion con el diluyente dos

Razas Motilidad Morfologia  Viabilidad
Masal (%) Individual (%) (%)
Grande 71.5+£25 Buena 80+1 66.5+2
Mediana 71.5+ 1.5 Buena 75+4 645+1
Pequeiia 69.5+25 Buena 77.5+3 66.5+2
Promedio 65.83
Tabla 9

Caracteristicas microscopicas del semen canino post dilucion con el diluyente tres

Razas Motilidad Morfologia Viabilidad
Masal (%) Individual

Grande 83+3 Muy buena 85+3 755+1

Mediana 81.5+2 Muy buena 84.5+3 745+2

Pequeiia 78 +2 Buena 82.5+2 72+1.5

Promedio 74

En relacion con la viabilidad espermatica, el diluyente tres logrd el promedio
mas alto (74%), seguido por el diluyente dos (65.83%) y luego el diluyente uno
(65.5%). Estos resultados indican que la formulacion del tercer diluyente proporciona
una mejor proteccion contra el estrés osmotico y oxidativo después de la dilucion.
Como senalan (Mahiddine y Kim, 2021) en su estudio, incorporar ingredientes
antioxidantes y protectores de membrana, como la yema de huevo, mejora

significativamente la integridad celular.

45



4.3. Evaluacion de las caracteristicas microscopicas del semen canino post

descongelamiento con los tres diluyentes

El proceso de criopreservacion reduce la calidad del esperma como resultado
del estrés osmotico, dafios térmicos y generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) durante el congelamiento y el descongelado. Estos efectos impactan
particularmente en la motilidad y viabilidad espermatica segin (Mahiddine y Kim,

2021; Bustani y Baiee, 2021).

Todos los diluyentes analizados conservaron la calidad del esperma dentro de
parametros adecuados para la inseminacién artificial, aunque también observaron

diferencias significativas entre ellos.

El diluyente niumero tres, que contiene yema de huevo, mostrd los mejores
resultados tras la descongelacion. Se registré una motilidad masal promedio del 70.8%,
con morfologia entre el 74.5% y el 77.5%, y una viabilidad del 69.5%. Estos valores
fueron superiores a aquellos obtenidos con los diluyentes uno y dos. Este hallazgo es
consistente con lo informado por (Abeyrathne et al., 2022; Nazeri et al., 2022), quienes
sefialan que las lipoproteinas de baja densidad (LDL) presentes en la yema protegen
las membranas espermaticas durante el estrés térmico, minimizando asi el dafio

estructural e incrementando la preservacion de la motilidad.

Tabla 10
Caracteristicas microscopicas del semen canino post descongelamiento con el

diluyente uno

Razas Motilidad Morfologia Viabilidad
Masal (%) Individual (%) (%)
Grande 67.5+3 Buena 72.5+3 555+1
Mediana 64.5+ 1 Buena 71+3 53.5+2
Pequeiia 64.5+2 Buena 70.5+2 57+4
Promedio 55.33

Por otro lado, el diluyente dos, que no contiene yema de huevo, mostr6 los

valores mas bajos después del proceso de descongelacion: una motilidad masal cercana
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al 62.5%, morfologia reducida a un 69.5% en razas pequenas y viabilidad promedio
del 49.66%. Esto indica que la falta de un agente protector lipidico efectivo podria
haber dejado a los espermatozoides mas vulnerables al dafio en la membrana durante
el congelamiento, como se ha indicado en estudios recientes (Mahiddine y Kim, 2021)

y (Schifer-Somi et al., 2022)

Tabla 11

Caracteristicas microscopicas del semen canino post descongelamiento con el

diluyente dos
Razas Motilidad Morfologia Viabilidad
Masal (%)  Individual (%) (%)
Grande 62.5+2 Buena 72.5+2 51.5+2
Mediana 62.5+2 Buena 71.5+3 49.5+2
Pequeiia 63+3 Buena 69.5+2 48+2
Promedio 49.66
Tabla 12

Caracteristicas microscopicas del semen canino post descongelamiento con el

diluyente tres

Razas Motilidad Morfologia Viabilidad
Masal (%) Individual (%) (%)

Grande 71.5+25 Buena 77.5+2 71.5+1

Mediana 71.5+2 Buena 74.5+3 69.5+2

Pequeiia 69.5+3 Buena 75.5+3 67.5+2

Promedio 69.5

El diluyente uno, con una motilidad promedio del 65.5% y viabilidad del
55.33%, mostr6 un rendimiento intermedio. Aunque su calidad fue aceptable, sus
parametros fueron inferiores a los del diluyente tres, en particular en la viabilidad
donde hubo casi 14 puntos porcentuales de diferencia. Esta variacion es significativa
porque tener una mayor proporcion de espermatozoides viables aumenta la

probabilidad de éxito en las inseminaciones; esto resulta especialmente crucial para
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programas de fertilizacion que utilizan dosis reducidas (Crepaldi et al., 2024). En
términos generales, aunque todos los diluyentes permitieron una recuperacion
adecuada del semen después de la descongelacion, el tercero mostrd una capacidad
superior de preservacion. Esto se debe probablemente a su composicion con yema de
huevo, lo que respalda su uso preferente en protocolos para crio preservar semen

canino.

4.4.Analisis de varianza ADEVA completa al azar para la variable motilidad

masal en muestra de semen post descongelamiento y prueba de Tukey al 5%

Tabla 13

Analisis de Varianza ADEVA para la variable motilidad masal

F.V. Suma de gl Cuadrado p-valor
Cuadrados Medio

Modelo 206,33 2 103,17 <0,0001

Tratamiento 206,33 2 103,17 <0,0001

Error 39,67 15 2,64

Total 246,00 17

En la Tabla se presenta el analisis de varianza (ADEVA) realizado para la
variable motilidad masal del semen canino post descongelacion, aplicando tres
tratamientos distintos (diluyentes). Los resultados muestran una diferencia altamente
significativa entre los tratamientos (p <0.0001), con un coeficiente de variacion del
2,45%, lo que indica alta precision experimental. La prueba de Tukey al 5% demostré
que los tres diluyentes presentan diferencias estadisticamente significativas,

conformando asi tres grupos distintos.

El DT3 mostré la media mas alta de motilidad masal con un valor del 70,83%,
ubicandose en el grupo A; le sigui6 el DT1 con un promedio del 65,50% en el grupo

B; y finalmente estuvo el DT2 con una media del 62,67%, perteneciente al grupo C.
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Tabla 14
Prueba de Tukey al 5% aplicada a los tres diluyentes

Tratamiento Medias Rango de significancia
DT3 70,83 A
DT1 65,50 B
DT2 62,67 C

Los resultados estadisticos indicaron que el tipo de diluyente influye
significativamente en la motilidad espermatica después del proceso de descongelacion.
En particular, el diluyente tres (D3) demostr6 ser notablemente superior (p < 0.0001),
con una media del 70.83%, superando a D1 y D2, cuyos valores fueron menores. Esta
diferencia estadisticamente significativa fue corroborada por la prueba de Tukey al

5%, que distingui6 cada tratamiento en grupos diferentes segun su nivel significativo.

La efectividad superior del D3 se debe a su composicion mejorada con yema
de huevo y Tris, que le otorga una mayor capacidad para estabilizar la membrana
espermatica durante el proceso de congelacion y descongelacion. Las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) presentes en la yema preservan la integridad estructural del
espermatozoide y reducen al minimo la formacioén de especies reactivas de oxigeno
(ROS), las cuales estdn relacionadas con dafios celulares después del deshielo

(Abeyrathne et al., 2022; Mahiddine y Kim, 2021; Bustani y Baiee, 2021).

Por otro lado, aunque los diluyentes D1 y D2 mantuvieron niveles de motilidad
superiores al umbral minimo aceptable del 60% para la inseminacion artificial segin
(Crepaldi et al., 2024), su eficacia fue considerablemente menor. Esto indica que, si
bien son utilizables, no proporcionan la misma proteccion criogénica que el diluyente

D3, especialmente en procesos con alta demanda reproductiva.

Es fundamental resaltar que estos descubrimientos coinciden con lo informado
por (Nazeri et al., 2022; Schéfer-Somi et al., 2022), quienes registran que los
diluyentes con contenido de yema de huevo suelen proteger la funcionalidad
espermatica mas efectivamente que aquellos compuestos exclusivamente por

componentes sintéticos o proteinas alternas.
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Figura 20

Motilidad masal de los tres diluyentes

DT1

4.5. Analisis de varianza ADEVA completa al azar para la variable
morfologia en muestras de semen post descongelamiento y prueba de Tukey al

5%

La Tabla muestra el analisis de varianza (ADEVA) aplicado a la variable
morfologia espermatica post descongelacion, revelando diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos, con un p-valor de 0.0001 y un coeficiente de

variacion del 2,02%, lo que indica alta confiabilidad y bajo error experimental.

Tabla 15

Analisis de varianza ADEVA para la variable morfologia

F.v. Suma de gl Cuadrado p-valor
Cuadrados medio

Modelo 87,11 2 43,56 0,0001

Tratamiento 87,11 2 43,56 0,0001

Error 32,50 15 2,17

Total 119,61 17

El andlisis de Tukey al 5% (ver Tabla 14) clasifico a los diluyentes en dos

grupos significativos: Grupo A: Diluyente tres (DT3), con el promedio mas alto de
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morfologia normal (75,83%); Grupo B: Diluyente uno (DT1) y diluyente dos (DT2),

ambos con un promedio de 71,17%.

Tabla 16
Prueba de Tukey al 5% de la variable morfologia

Tratamiento Medias Rango de significancia

DT3 75,83 A

DT2 71,17 B .
DT1 71,17 B :

Los resultados indican que el diluyente tres (D3), compuesto de yema de huevo
y Tris, logrd preservar mucho mejor la morfologia normal del esperma después de la
descongelacion en comparacion con los otros dos diluyentes. Este hallazgo coincide
con lo senialado por (Nazeri et al., 2022; Abeyrathne et al., 2022), quienes destacan
que las lipoproteinas de baja densidad presentes en la yema se adhieren a la membrana
celular del esperma, protegiendo su estructura durante el enfriamiento y

congelamiento.

En cambio, los diluyentes D1 y D2, aunque cumplen su funcién, mostraron un
menor porcentaje de espermatozoides con morfologia normal. Esto indica una
capacidad reducida para proteger contra los dafios osmoticos y térmicos. Segun
Crepaldi et al. (2024) se considera aceptable para la calidad seminal en perros un
porcentaje de morfologia normal del 70% o mas; esta condicion se cumplio en los tres

tratamientos analizados a pesar de las diferencias significativas entre ellos.

El D3 alcanzé un valor del 75.83%, superando con creces este umbral, y es
importante destacar que una buena morfologia es fundamental para el éxito de la
fertilizacion, ya que los defectos estructurales pueden afectar la capacidad del

espermatozoide para moverse y penetrar en el ovocito (Mahiddine y Kim, 2021).

Estos descubrimientos respaldan que el D3 proporciona una ventaja técnica
evidente, no solo en términos de motilidad y viabilidad, sino también en la
preservacion de la integridad estructural de los espermatozoides después del proceso

de criopreservacion. La diferencia estadistica con otros diluyentes confirma que la
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composicion del medio tiene un impacto directo sobre la calidad morfologica del

semen tras su descongelamiento.

Figura 21
Variable Morfologia
5
1
DT2
4.6. Analisis de varianza ADEVA completo al azar para la variable

viabilidad en muestras de semen post descongelamiento y prueba de Tukey al 5%

El andlisis de varianza (ADEVA) aplicado a la variable viabilidad espermatica
después del proceso de descongelacion reveld diferencias altamente significativas
entre los tres tratamientos examinados, con un p-valor inferior a 0.0001 y un

coeficiente de variacion del 4.25%, lo que demuestra una alta precision experimental.

Tabla 17
Analisis de varianza ADEVA para la variable viabilidad

F.V. Suma de gl Cuadrado p-valor
Cuadrados medio

Modelo 1170,11 2 585,06  <0,0001

Tratamiento 1170,11 2 585,06 <0,0001

Error 92,33 15 6,16

Total 1262,44 17
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La prueba de Tukey al 5% aplicado a los tres diluyentes determin6 que existen
tres grupos de significancia; el grupo A donde encontramos el diluyente tres (D3) con
una media de 69,50, el grupo B donde se encuentra el diluyente dos (D2) con una media
de 55,33 y el grupo C con el diluyente uno (D1) con una media de 50,50. Mostrando
que el diluyente tres es el mejor de los tres para la crioconservacion de semen en cuanto

a la viabilidad.

Tabla 18
Prueba de Tukey al 5% de la variable viabilidad

Tratamiento Medias Rango de significancia
DT3 69,50 A
DT2 55,33 B
DT1 50,50 C

Los datos demuestran que el diluyente tres (D3) fue significativamente mas
eficaz para preservar la viabilidad espermatica post descongelacion que los otros dos
diluyentes. Con un valor cercano al 70%, el D3 se ubica muy cerca del umbral de
referencia aceptado para semen de buena calidad, que segun (Crepaldi et al., 2024;
Bustani y Baiee, 2021) debe superar el 65 al 70% para considerarse Optimo para uso

reproductivo.

La alta viabilidad del D3 puede atribuirse a su contenido de Tris y yema de
huevo, cuya fraccion LDL lipoproteica protege la membrana espermatica contra el
dafio estructural y oxidativo durante el proceso de congelacion y descongelacion
(Abeyrathne et al., 2022; Mahiddine y Kim, 2021). Ademas, el Tris actia como

regulador del pH, minimizando el estrés osmético intracelular.

En contraste, D1 y D2 presentaron valores significativamente mas bajos de
viabilidad, siendo DT1 el de menor eficacia. Aunque ambos superan el umbral minimo
de 50% considerado funcional, su menor rendimiento podria reflejar la ausencia de
componentes lipidicos activos o un equilibrio osmoético inadecuado, lo cual concuerda

con lo reportado por (Nazeri et al., 2022; Schifer-Somi et al., 2022).
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Cabe destacar que, a diferencia de la motilidad o morfologia, la viabilidad
celular es altamente sensible al dafio oxidativo acumulado durante el congelamiento.
Por ello, la diferencia de casi 19 puntos porcentuales entre D3 y D1 (69.5% vs. 50.5%)
tiene un impacto bioldgico relevante, especialmente en la fertilidad potencial del

eyaculado (Mahiddine y Kim, 2021).

Aunque algunos estudios clasicos sugerian que la viabilidad espermatica tras
la descongelacion deberia superar el 70% en condiciones ideales, es crucial reconocer
que la criopreservacion en caninos muestra una alta variabilidad entre individuos.
Estos cambios estan influidos por factores como la composicion del diluyente, las
técnicas utilizadas y la calidad inicial del semen. Investigaciones recientes realizadas
por (Crepaldi et al., 2024; Bustani y Baiee, 2021) coinciden en que alcanzar una
viabilidad superior al 60-65% se considera clinicamente aceptable para propdsitos
reproductivos. En este contexto, los resultados obtenidos con el diluyente tres (D3),
cercanos al 70%, pueden ser considerados adecuados y técnicamente eficientes para
su uso en inseminacion artificial. Se debe considerar que la criopreservacion en
caninos presenta una variabilidad inherente, como también sefalan (Crepaldi et al.,
2024) y (Bustani y Baiee, 2021). Por tanto, los valores obtenidos con DT3 pueden

considerarse adecuados, especialmente en contexto clinico.

Figura 3.
Variable Viabilidad

DT2
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CONCLUSIONES

La evaluacion de las caracteristicas macroscopicas del semen canino revelo
que el olor fue predominantemente neutro y el color oscil6é entre blanco
transparente 'y blanco lechoso, correlacionandose con volumenes
eyaculados considerados normales. El volumen promedio de 8,18 ml se
encuentra dentro de los rangos fisioldgicos reportados para perros
clinicamente sanos, lo cual respalda la calidad inicial de las muestras

recolectadas.

Respecto a las caracteristicas microscopicas post dilucion, los tres
diluyentes utilizados lograron preservar niveles adecuados de motilidad
masal (>70%), morfologia normal (>75%) y viabilidad (>60%). No
obstante, el diluyente tres (D3) destacd significativamente por sus valores
superiores en todas las razas evaluadas, alcanzando una motilidad promedio
de 80.8%, morfologia del 84% y viabilidad del 74%, pardmetros que se
consideran Optimos para la crioconservacion seminal segun estandares

actuales.

Tras el proceso de congelacion y descongelacion, se evidencié una
disminucion esperada en todos los parametros espermadticos, atribuible al
estrés térmico y osmotico propio de la criopreservacion. Aun asi, el D3
conservo de forma significativamente mejor la calidad seminal, con una
motilidad masal de 70.83%, morfologia de 75.83% y viabilidad de 69.5%,
cifras que fueron estadisticamente superiores (p < 0.05) en comparacion con
D1 y D2, conforme al andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey
al 5%.

A partir de estos resultados, se desarrolld y estandariz6 un protocolo
practico de crioconservacion de semen canino, considerando la
disponibilidad de recursos y condiciones técnicas del contexto ecuatoriano.
El diluyente tres (D3) fue determinado como el mas eficiente para preservar

la calidad espermadtica en caninos de razas pequefias, medianas y grandes,
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lo que lo convierte en la opcion recomendada para futuras aplicaciones

clinicas y reproductivas.

La implementacion de este protocolo constituye un avance relevante para la
creacion de un banco de germoplasma canino en la region centro del pais,
con el objetivo de promover la conservacion de material genético de alto
valor reproductivo, contribuir al manejo responsable de la reproduccion y
facilitar el acceso a biotecnologias reproductivas eficientes en el dmbito

veterinario nacional.
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RECOMENDACIONES

Adoptar el protocolo estandarizado que se empled como método principal el
diluyente tres (D3) para la crioconservacion de semen canino en clinicas
veterinarias especializadas en reproduccion asistida. Los resultados obtenidos
en esta investigacion apoyan su integracion inmediata en los manuales de
procedimientos clinicos, promoviendo asi una técnica uniforme, efectiva y

basada en evidencia para preservar semen con alto valor genético.

Crear centros regionales de bancos de germoplasma en areas estratégicas
como Riobamba y sus alrededores, con el objetivo de mejorar la logistica del
transporte seminal, disminuir los costos operativos y asegurar un acceso
rapido a las dosis crio conservadas. Esta centralizacion también jugard un
papel crucial en la conservacion de razas valiosas y el fortalecimiento de la

diversidad genética a nivel nacional.

Implementar programas de capacitacion continua dirigidos al personal
veterinario y técnico que participa en la gestion de protocolos de
crioconservacion y asi fomentar la investigacion comparativa de nuevos
diluyentes o formulaciones comerciales en estudios futuros, evaluandolos
rigurosamente frente al diluyente tres. Este enfoque posibilitard identificar
alternativas potenciales con igual o mayor eficacia, tomando también en
cuenta criterios como viabilidad economica, estabilidad técnica y

disponibilidad tanto a nivel local como internacional.

Asegurar que se cumplan las normativas sanitarias y legales en la
crioconservacion, garantizando que las clinicas estén autorizadas por
Agrocalidad y posean los permisos necesarios para gestionar material
genético. Se aconseja incorporar en el protocolo interno elementos de
bioseguridad, trazabilidad y control de calidad acorde con la normativa
nacional vigente. Esto proporciona validez legal al banco de germoplasma y
refuerza su credibilidad frente a posibles alianzas institucionales o

comerciales.
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Promover alianzas estratégicas entre universidades, centros de investigacion
y clinicas veterinarias privadas a nivel nacional con el objetivo de replicar y
adaptar este estudio en diferentes contextos geograficos y bajo diversas
condiciones ambientales. Esta colaboracion sera fundamental para fortalecer
una red interconectada a nivel nacional dedicada a la criopreservacion canina.
Dicha red estara orientada hacia la conservacion de la biodiversidad genética,
mejora los programas de inseminacion artificial, asi como al avance continuo

en medicina reproductiva veterinaria en Ecuador.
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ANEXOS

Marco Legal
Norma / Ambito Contenido Entidad Referencia
Instrumento relevante para responsable
Legal crioconservacion
de semen canino
Caédigo Salud humana Establece Ministerio de Asamblea
Organico dela (aplicable lineamientos Salud Publica Nacional
Salud (COS) indirectamente generales de control del
a veterinaria)  sanitario, Ecuador,
bioseguridad y 2020
manejo de
laboratorios que
pueden aplicarse a
insumos
veterinarios y
material ~ genético
animal. Exige altos
estandares de
higiene en clinicas
veterinarias, similar
a establecimientos
de salud.
Ley Organica  Sanidad Regula calidad y AGROCALIDAD Asamblea
de Sanidad agropecuariay origen del material Nacional
Agropecuaria  reproduccion  genético, del
(LOSA) animal certificacion Ecuador,
zoosanitaria, 2017
controles sanitarios,
cuarentenas,
trazabilidad,
supervision
veterinaria y
requisitos de
infraestructura.
Prohibe circulacion
sin autorizacion.
Reglamento Operacionde  Define tipos de AGROCALIDAD Asamblea
para Centros centros centros, requisitos Nacional
de Material reproductivos  para permiso del
Reproductivo zoosanitario, Ecuador,
(Res. DAJ- medidas de 2017
2021-0235) bioseguridad,
bienestar  animal,
trazabilidad y
alineacién con
estandares
internacionales

(ICAR, IETS).




Codigo
Organico del
Ambiente
(COA)

Ordenanza N°
004-2019
(Riobamba)

Estandares de
la OIE
(OMSA)

Directrices
IETS e ICAR

Principios
bioéticos
internacionales
(3Rs)

Bienestar
animal y fauna
urbana

Gestion local
de fauna
urbana

Sanidad
animal
internacional

Estandares
técnicos

Etica en uso
de animales

Regula la
reproduccion
comercial de
mascotas para evitar
sobrepoblacion;

GAD municipales
llevan registros y
controlan criaderos.

Fomenta
esterilizacion
responsable.

Regula la
reproduccion y

comercializacion de
mascotas; exige
Registro Municipal
y Permiso Sanitario
para veterinarias y
criaderos; prioriza
control
reproductivo y
esterilizacion.
Codigo  Sanitario
para Animales
Terrestres y Manual
de  Diagnosticos:
requisitos sanitarios
y certificaciones

para comercio
internacional de
semen y embriones.
Protocolos para
criopreservacion,
evaluacion de
calidad,
identificacion y
registro de material
genético.
Reemplazo,
Reduccion y
Refinamiento  en
investigacion y
reproduccion:  uso
eficiente y
humanitario de

animales y su
material genético.

Ministerio del

Ambiente y GAD

municipales

GAD Municipal
de Riobamba

OMSA (antes
OIE)

IETS /ICAR

NC3Rs

Asamblea
Nacional
del
Ecuador,
2018

GADMR,
2019

OMSA,
2023

IETS,
2024;
ICAR,
2022

NC3Rs,
2023




Protocolo propuesto

Fases
1. Seleccion y
examen de machos

2. Recoleccion de
semen

3. Evaluacion
seminal
macroscopica

4. Dilucion

Procedimiento
Se seleccionan machos caninos
entre 18 meses y 6 afos,
clinicamente sanos y con
caracter reproductivo
comprobado. Se realiza examen
fisico general como constantes
fisiologicas, condicion corporal
ideal 3 de 5, revision del pene
para descartar lesiones y pruebas
complementarias como
hemograma, coproparasitologico
y descarte de Brucella canis.
El procedimiento se realiza en
un area interior limpia,
utilizando tapete antideslizante.
Se estimula al macho con
hembra en celo o feromonas
sintéticas, previa limpieza del
prepucio con gasa estéril
humedecida. Se recolecta
exclusivamente la fraccion
espermatica en recipiente estéril
precalentado a 37 °C, evitando
contaminacién y contacto con
las paredes del tubo.
Inmediatamente después de la
recoleccion, se evalta
macroscopicamente (color
blanco lechoso, volumen de 0.5—
3 ml, viscosidad moderada, olor
caracteristico) y
microscopicamente (motilidad
masal a 100%, motilidad
progresiva a 400x, viabilidad
con eosina—nigrosina,
morfologia con tincion de
Wright y concentracion
mediante camara de Neubauer).
El semen se mezcla con el
diluyente a 37 °C antes de
mezclarlos. Se utiliza el
Diluyente 3: Tris (2.42 g), acido
citrico monohidratado (1.34 g),
fructosa (1 g), agua destilada,
glicerol, antibidticos (penicilina,

Observaciones
Priorizar animales
mansos y de facil
manejo. Mantener
registro completo y
actualizado.

Mantener el semen
canino a 37 °C en bano
térmico hasta su
evaluacion. No incluir
fraccion
preeyaculatoria ni
prostatica, salvo en
casos de concentracion
excesiva del semen
canino.

Solo se aceptan
muestras con motilidad
progresiva >70%,
viabilidad >80% y
<15% de anomalias.

La temperatura no debe
ser menor a 37 °C
durante la dilucion.




5. Carga y sellado
de pajuelas

6. Refrigeracion

7. Congelacion

8. Descongelacion

9.Recomendaciones
generales

tilosina, espectinomicina,
lincomicina, gentamicina), DHS,
yema de huevo al 20% y azicar
(0.5%). La dilucion es en
proporcion 1:1, anadiendo el
diluyente gradualmente mientras
se agita suavemente. La mezcla
se estabiliza en bafio térmico
durante 5-10 minutos.

Se utilizan pajuelas de 0.25 0 0.5
ml, que se llenan con la muestra
y utilizando jeringas estériles.
Posteriormente se sellan con
acido poliglicélico, retirando 0.5
cm de muestra antes del sellado,
y se identifican con nombre del
macho, fecha y nimero de
muestra.

Las pajuelas se colocan en una
rejilla metalica en refrigeracion
controlada, reduciendo la
temperatura hasta 4 °C en 2
horas, protegidas de la luz y sin
agitacion.

Se coloca la rejilla a 10 cm sobre
vapores de nitrégeno liquido
durante 10—12 minutos para un
preenfriamiento controlado.
Después, se sumergen
completamente en nitrogeno
liquido a —196 °C para su
almacenamiento definitivo.
Aqui se prepara un bafio Maria a
37 °C con agua estéril. Usando
pinzas, se retiran las pajuelas del
nitrogeno y se sumergen 50 a 60
segundos. Luego se secan con
toalla estéril, se cortan los
extremos y el contenido se
transfiere a microtubo
precalentado a 37 °C para
evaluacion inmediata.

Todo el procedimiento se realiza
en un area exclusiva para
recoleccion y congelacion, con
higiene estricta.

Etiquetar de manera
legible y que se
mantenga incluso tras
la inmersion en
nitrégeno.

Evitar movimientos
bruscos durante el
enfriamiento.
Comprobar temperatura
interna del refrigerador
con un termometro
externo digital.

Manipular con pinzas
que resistan el frio.
Mantener las pajuelas
sumergidas en todo
momento durante el
almacenamiento.

No exceder el tiempo
de descongelacion.
Procesar y evaluar
inmediatamente tras
extraer del bafio Maria.

Desechar material
contaminado por
bioseguridad.




Formato de ficha de recoleccion de datos.

1. Identificacion del Canino

Nombre Jasper

Raza Gran Danes

Edad (aiios) 3 afios

Tamaiio corporal O Pequeiio [0 Mediano [ Grande
Peso (kg) _53kg_

2. Datos Reproductivos

Historial reproductivo Si ha reproducido [0 No ha
reproducido

Libido L1 Alta @ Media L] Baja

Frecuencia de montas previas 2 montas previas probadas

3. Datos de 1a Muestra Seminal

Fecha de recoleccion 26/ 12/ 2024

Volumen total (ml) _20ml_

Color Blanco Transparente

Olor Neutro O Fétido O Otro:

Motilidad masal (0-5) _T4%



Motilidad individual (%)

Viabilidad espermatica (%)

Morfologia espermatica (%
normales)

Concentracion (millones/ml)

__ Buena
78

_ 80

860



Pedigries de los caninos evaluados.
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3. Pedigree del canino” Max “
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Ejemplar canino de raza mediano “Max *
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4. Pedigree del canino” Kai “
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Ejemplar canino de raza mediano “Kai




5. Pedigree del canino” Jasper “

Documento proporcionado por el criador (2025)
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Ejemplar canino de raza grande “Jasper *




6. Pedigree del canino” Arthur “

Documento proporcionado por el criador (2025)
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Ejemplar canino de raza grande “Arthur *
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