INSEMINACION ARTIFICIAL EN CANINOS

ESTUDIO RECAPITULATIVO

T E S I S

Que para obtener el Titulo de
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

Presenta:

CARLOS FERNANDO ESQUIVEL LACROIX

Asesor:




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



II

III

v

Vi
VII
VIIX
IX

XI

XII

INDICE

INTRODUCCION. s v o v vincnusvanssessotonnrosnnas

ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR
DE LA HEMBRA ..o vvivr i rirvenanvoannotnssnnsss

CICLO ESTRAL DE LA HEMBRA....i vvusrsrnarnansan

ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR
DEL MACHO v vvevreoarnivrnsarantioraranasontanna

PRODUCCION DE SEMEN..:covvinutonnransassrnnsnn
CARACTERISTICAS DEL SEMEN CANINO............ .
KETODOS DE COLECCION DE SEMEN........cc.vvvnuns
EVALUACION DEL SEMEN........;....... ...... e

DILUCION Y PRESERVACION DEL SEMEN CANINO......

CONGELACION DE SEMEN,.....ccvviuiiiiianinionns

INSEMINACION ARTIFICIAL EN EL PERRO,.......v.s

LITERATURA CITADA .+ . e eesnnnoresonrnnnnns

10

21
29
34
36
43
52
61
67

80



CUADRQ

wm

[+-]

LISTA DE CUADROB

CARACTERISTICAS FISICAS DEL SEMEN

CANINOC

CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL SEMEN
CANING

ANALISIS BIOQUIMICO DE LAS FRACCIONES
DEL SEMEN

ANORMALIDADES DEL ESPERMATOZOIDE
CANINO

COMPQOSICION, CARACTERISTICAS ¥ OSMO-
LARIDAD DE SEIS DILUYENTES PARA SE-~
MEN CANINO

EVALUACION DE LA MOTILIDAD ESPERMATI-
CA DE SEMEN PRESERVADO POR 9 DIAS

GESTACIONES OBTENIDAS MEDIANTE I.A.
USANDO SEMEN PRESERVADO Y TRANSPOR=~
TADO DE UN PAIS A OTRO

CRONOLOGIA DE LA CONGELACION DEL SEMEN
CANINO

vl

PAGINA

73
74
75

75

76

76

Y2

78



FIGURA

~

©

0
.

10.
11.

1z.

<13

14.

15.

LI8TA DE FIGURAS

. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS

ORGANOS GENITALES DE LA HEMBRA
CANINA

. EVENTOS HORMONALES DEL CICLO ES~--

TRAL DE LA PERRA

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS
CELULAS VAGINALES PRESENTES EN LAS
DIFERENTES FASES DEL CICIO ESTRAL

SITIO ANATOMICO, DONDE SE DEBE
TOMAR LA MUESTRA PARA LA CITO-
LOGIA VAGINAL EXFOLIATIVA

. ANATOMIA DEL APARATO GENITAL MAS-

CULINO

. FISTOLOGIA DE LA ERECCION EN EL

CANINO

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE UN
ESPERMATOZOIDE NORMAL

COLECCION DEL SEMEN

COLECCION DEL SEMEN UTILIZANDO
A UNA PERRA COMO MANIQUI

COLECCION DEL SEMEN SIN PRESENCIA
DE LA HEMBRA

MATERIAL PARA COLECTAR SEMEN DE
PERRO )

CALIFICACICN NUMERICA DE LA MO~
TILIDAD DEL ESPERMATOZOIDE CANI-
NO : .

DIFERENTES ANORMALIDADES DEL ES-
PERMATOZOIDE CANINO

MOTILIDAD DEL SEMEN CANINO A DI-
FERENTES TIEMPOS DE CONSERVACION
DILUIDO EN DIFERENTES FORMULAS

MATERIAL UTILIZADO PARA REALIZAR
I.A. EN EL PERRO

vii

PAGINA

18

13

20

27

28

33

4l

41

41

42

48

50

60

72



REBUMEN

ESQUIVEL LACROIX, CARLOS FERNANDO. INSEMINACION ARTIFICIAL EN
CANINOS. ESTUDIO RECAPITULATIVO (bajo la direccién de: Rosa
Maria Pdramo Ramirez).

Se revisé la literatura publicada sobre dilucién vy
conservacién del semen del perro, asi como la informacién
acerca de aspectos reproductivos como son la anatomia canina,
métodos de coleccién y evaluacién del semen e inseminacién
artificial. El avance cientifico desde el inicio de las
investigaciones hasta nuestros dfias ha sido poco, ya que la
funcién zootecnica del perro no es el abasto de alimentos,
razén por la cual la mayoria de los estudios sobre
reproduccién se realizan en las otras especies domésticas. Sin
embargo, la canofilia ha sido el modo de vida de mucha gente
que se dedica a la produccién y comercializacién de cachorros;
Es por eso gue el objetivo del presente trabajo es poder
presentar la informacidén recabada sobre este tema en forma
resunida para orientar a los MVZ que se dediquen al estudio y
a la explotacién de esta especie. La diversidad de
publicaciones y las diferencias existentes en los resultados
obtenidos. por diversos investigadores, dificultan el
establecer patrones que se ajusten a todos los perros, ya que
las condiciones bajo las cuales se han realizado estos
estudios son diferentes en ¢ada caso. Sin embargo, se puede
decir en conclusién que el semen caninc puede preservarse
desde 20 horas hasta 35 meses o mds, lo cual es una buena
alternativa para incrementar la eficiencia reproductiva del
perro, Con 1las técnicas de almacenaje del semen, el macho
canine puede sequir produciendo camadas después de muerto, lo
gque resulta muy favorable para los criadores. Ademis, el
sequir realizando estudios sobre esta rama de la medicina
veterinaria puede resultar muy ventajoso, ya gue se lograré
conocer la informacién basica acerca de la reproduccién
canina, dando como resultado la préctica de una canofilia més
eficiente,



I. INTRODUCCION

Los estudios sobre semen canine se iniciaren 'con la
invencién del microscopio &ptico por Leeuwenhoek en 1678. Sin
embargo el primer estudio sobre inseminacién artificial (I.A.)
en el perro fué presentado en 1779 por el cientifico italiano
L&zaro Spallanzani, el cual informé sobre la inseminacién de
una perra de nombre Barbet con 19 g de semen usando una
pequefia jeringa; 62 dias después la perra parid 3 cachorros, 2
machos y 1 hembra (35,48} .

En 1782, Rossi repitié este experimento obteniendo buenos
resultados,‘ya gue la perra que inseminé parid 4 cachorros
después de 62 dias de gestacién (35). No hubo mas referencias
sobre I.A. de perras hasta 1884, cuando una serie de
experimentos fueron realizados por Sir Everett Millais, quien
_para comprobar que la I.A. era factible cruzé diferentes razas
como el Basset Hound y el Blood Hound, las cuales de manera
natural no se aparean’ (35,37). En 1914, MAmantea enpezd a
utilizar la primer vagina artificial para colectar semen de
perro, observando ademds que el semen caninc-es eyaculado en ]
porciones bkien diferenciadas (49). En 1916 se hicieron }los
primeros trabajos sobre las caracteristicas quimicas del semen
canino, siendo realizados por Slotzov, Ivanov y Andreer;
posteriormente por Bernstein en 1933 y Bonadonna en 1937

(citados por 49). Sin embargo, estos trabajos se publicarcon



hasta 1939, Tinte en 1938 obtuvo semen de perro, mediante la
eyaculacién provocada por la aplicacién de una corriente
alterpa de 30 voltios durante ! wminute, con inter&aloé de
corriente de 1 a 3 segundeos y descansos de 7 a 9 segundos, nho
sufriendo el perro dafo alguno (4,13).

El avance cientifico fué lento en el periocde comprendido
entre los afios de 1779 a 1840, sin enbargo, a partir de la
segunda guerra mundial se empezd a tener mayor interés en la
especie, ya gue la crianza del perro se convirtié en un buen
negocio y por lo tanto la eflciencia reproductiva adguirié
importaneia (7,27,48,71).

En el lapso de 1954 a 1956, Harrop desarrolld una vagina
artificial para pnrro.e insemindé perras con semen diluido en
leche que habia sido almacenado a 4° ¢ por més de i dias,
obteniéndose la primera camada el 12 de mayo de 1954; la perra
de raza Greyhound, fué inseminada con 4 ml del semen
anteriormente descrito pariendo posteriormente 2 cachorros
{40,42).

En 1857, Rowson {citado por 42,50} y Gutiérrez Nales (33)
empezaron a investigar la posibilidad de congelar senmen
canine, aunque los estudios sobre este tema son considerados a
partir de 1967 porgue la primer camada nacida mediante I.A.
con semen congelado fué registrada por Seager el 8 de mayo de
1969 (48,67,62?.

En el peribdb comprendido - entre 1971 vy 1977, nacfercn
aproximadamente 800 cachorros concebidos mediante I.A. con

semnen congeladb (65) .



El objetivo del presente trabajo fué realizar un estudio
retrospective de la informacidn disponihle sobre lo mas

relevante acerca de la inseminacién artificial en el canino.



II ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL RAPARATO REPRODUCTOR DE LA HEMBRA
El aparato reproductor de la perra est& formado por:

A) ORGANOS INTERNOS:

* Ovarios

* Qviductos

* Utera

* CEXvix

* Vagina

* Yestibulo
B} ORGANOS EXTERNOS

* Clitoris

* Vulva

ORGANOS INTERNOS

Los 6rganos internos estén sostenidos por el ligamento
ancho, el cual estd lntegrado por el mesoovario que sostiene
al ovario, mesosalpinx gue sostiene al oviducto y el

mesometrio gue sostiene al Gtero (34).

OVARIOS

Son é&érganos, aplanados y de forma oval, miden
aproximadamente 2 cm de longitud y estdn situados a 2 cm por
detrés del_polo posterior del rifién a nivel de la 3a'y 4a
vértebra lumbar  (58). El ovario derecho se ubica entre la

porcién derecha del duodeno y la pared abdominal derecha, ‘en



tanto qgue el izguierdo se encuentra liateral al hazo (58,70).
Ambos ovarios est@n encerrados en la bolsa ovérica, la cual
tiene una hendidura. Esta bolsa esta formada por dos capas
que contienen grasa y fibras de midsculo liso (34,70).

El ovario, permanece en la cavidad abdeminal y es
considerado como glandula de funcién exdecrina por la
liberacién de 6vulos y de funcién endbcrina por su produccion
hormonal (34). Este o6rganc tiene dos capas: la corteza,
caracterizada por la presencia de foliculos, cuerpos liteos o
ambos, y la médula, formada por tejido conectivo

- fibroelastico, nervies y vasos sanguineos (31,34,70).

ovIDUCTOS

Son estructuras tubulares que comunican al ovario con el
‘ﬁtero, miden de 5 a B cm de longitud y estdn intimamente
relacionados con los ovarios {(fig 1); se encuentran sostenidos
por el mesosalpinx y estdn formados por tres porciones:
a) . INFUNDIBULO.~ Tiene forma de embudo y estd cerca del
ovario, es la estructura que capta al 6vulo cuando es
liberado.
b) AMPOLLA.- Es la porcidn media y su lumen es de diimetro mas
“amplio que el itsmo,
.c) ITSMO.- Es la conexiénrdel cuerno Gterinc. con el oviducto
(34,790).

UTERQ

En la perra, el Gtero se clasifica como bicérnec. Es un
érgano formado por 2 cuernos estrechos, un.cuerpo ¥ un cuello,

Los cuernos miden aproximadamente de. 12 .2 15 cm de longitud



rvariando segin la raza y ¢l cucrpo wide de 2 a 3 cm de
longitud (70). Histolbgicamente el dtero esta rormado por
una serosa o perimetrio, una capa muscular o miometric y una
mucosa o endometrio, encontrindose en esta Gltima glindulas

tubulares simples rodeadas de epitelio columnar. (31,34,70).

CERVIX

Es el d6rgano que separa al QGtero de la vagina, evitando
el contacto del lumen uterino con el exterior, a excepcién del
momento del parto y del perfodo de estro. El conducto cervical
en la perra se caracteriza porque es vertical, con la abertura
uterina dorsal y la abertura vaginal en posicién ventral. EL
’cérvix esté formado por una capa circular de fibras
musculares el&sticas y una mucosa formada por un epitelio gque

contiene células productoras de moco {23,31,34).

VAGINA

Es un érgano largo y estrecho, gue sirve para la cépula,
se encuentra situada entre el cérvix y el vestibulo. Su
porcién mas anterior es un fondo de saco que se extiende hacia
adelante en direccién del cuello. La vagina est& formada por
una capa serosa, una capa muscular formada por  fibras
musculares gruesas Y una RuUcoesa- cobr pliegues longitudinales y:
pequefios pliegues trénsversales, que facilitan el auﬁento de
su didmetro y longitud. Los pliegues longitudinales terminan
en el orificio uretral, donde se une la wvagina c¢on el

vestibulo (23,31,34,70).



VESTIBULO

Es la porcidn que se extiende desde la vagina hasta la
vulva, identificaéndose la unién entre vagina y vestibulo por
la presencia del orificio uretral, el cual se proyecta desde
el piso de la porcidn craneal del vestibuloe. En el piso
vestibular se encuentran los bulbos vestibulares, gque son
masas alargadas de tejido eréetil y son homdlogos al bulbo

peneanc del macho {23,70).

ORGANGS EXTERNOS

CLITORIS

Es el homélogo del pene en la hembra, es pequefio, ancho y
plane localizade en el piso del vestibulo cerca de ia vulx}a,
mide aproximadamente de 3 a 4 cm y tiene dos porciones: un
cuerpo formado de grasa y un glande pequefio de téjido eréctil k
aituado en la fosa del clitoris. Esta fosa no debe confundirse

con el orificio uretral (70).

YULVA

Es un drgano gue tiene 2 labios gque forman una comisura
dorsal y una ventral. Su mucosa es lisa, de coler rojo ¥y
presenta en acasiones peguefias prominencias producidas poi’
nddulos linf&ticos. Los lahios esté&n formados .de ‘téjido.
_el&ético, grasa y una capa delgada de mGsculo 1liso y su

textura es igual a la de la piel (70).



2.1 IRRIGACIOK E INERVACION DEL APARATO REPRODUCTOR DE La

HEMBRA

La irrigacién estd dada por ramas que provienen de la

arteria pudenda interna, estas ramas son:

a) Arteria y vena urogenital

—

~ rama craneal (arteria y vena uterina)
.- rama caudal {arteria y vena vaginal)

b

Arteria y vena perineal

[

-~

Arteria y vena del clitoris
d} Arteria y vena vestibular

e) Arteria y vena ovdrica

La inervacién esta dada por ram:s.que provienen del
nervio pudende y se distribuyen en el fdtero, vagina,
.vesﬁibulo, vulva, labios y clitoris, estas.ramas son:

a) Nervio perineal

b) Nervio dorsal del clitoris (23).



BOLSA OVARICA

CUERPO UTERINO

VAGINA

ey

© g

RIFICIO URETRAL

FOSA DEL CLITORIS
LABIOS VULVARES

¥ig: 1 Representacidn esquemitica de los 6raanos qenitales
’ de la hembra canina. Adantado de Sisson {70}.



III CICLO ESTRAL DE LA PERRA

3.1 PUBERTAD

La edad a la que las perras alcanzan la pubertad es muy
variable. La raza es un factor determinante para 1la
presentacién del primer estro. Generalmenke las perras tienen
su primer celo algunos nmeses después de alcanzar su peso y
tamafio adulto, lo gque ocurre entre los 6 Yy 10 meses de edad en
las razas peguefias y entre los 18 y 24 neses en las razas

grandes (19).

3.2 ETAPAS DEL CICLOC ESTRAL

En promedio las perras presentan celo cada 6 meses,
teniendo una variacién entre 4 y 12 meses. Por ejemplo, el
Pastor Alemdn entra en celo cada 4 a 4.5 meses, a diferencia
del Basenji que lo tiene c¢ada 5 meses o inclusive cada 10
meses (25). El ciclo estral canino tiene 4 etapas: proestro,
estro, diestro y anestro, No se habla de un metaestro yva que
en la perra los eventos caracteristicos del metaestro (fase
litea) como son la disminuciébn de estrdgenos, la formacidn de
los cuerpos hemorrigices y su transformacidn en cuerpos ldteos
se presentan mientras la perra sigue en estro, por lo -tanto,
solo debe referirse al diestro como la etapa de' influencia
progestc_\cianal va gque el metagstpo se ‘superpone con el astro

(19,25,31,52,56) .
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PROESTRO

Esta etapa se considera como el inicio del ciclo estral,
ya gue es cuando empieza a sangrar la perra, lo que constituye
un signo fécilmente identificable. El proestro tiene una
duracién de 3 a 20 dias con un promedio de 9 dias (19). En
este periddo hay crecimiento folicular y es la etapa que
precede al estro., La Hormona Foliculo Estimulante (FSH) es la
responsable del crecimiento folicular, bajo su influencia el
foliculo en desarrollo empieza a secretar estrdgenos déndo
come resultado la presentacién de los siguientes signes
clinicos:
a) Edema e inflamacién vulvar (19).
b) Secrecién sanguinolenta (1). La descarga vaginal varia en
cantidad dependiendo de la raza, y puede haber confusibén para
.detectarla, sobre todo en perras de pelo largo, en algunas
perras solo se observa que se lamen en exceso y en perras
negras no se aprecia la secrecidn. Esta secrecion es el
resultado de una diapedésis y de una ruptura capilar
subepitelial del endometrio (25,56). .
c) Secrecién de ferormonas que atraen al macho, pero la perral

no acepta la monta adn (19,52).

ESTRO

La palabra estro deriva del griego bi;tros que sicjr{ifica
deseo manifiestb (31). Se considera el inicio del estro cuande
la perra acepta al macho y el final cuando esto ya no ocurre
(ZS).' La duracién dél‘ estro puede ser de 3 'a 20 dias, con

un promedio-de 9 dias dependiendo de factores como la raza;

11



por lc tantec, resulta dificil establecer un pagrén esténdar
para todas las perras (19,25,52). La concentracién en plasma
de progesterona 72 a 96 hrs antes de la ovulacidn es > .5 ng /
ml (.5 ng /ml = concentracién basal) por lo tanto, el
incremento en los niveles de progesterona contribuye a 1la
presentacién de la ovulacién (fig 2) y es sintetizada por las
células luteinizadas dentro del ovario (19,25). El pico de
estrégenos se alcanza 1 a 2 dias antes del inicio del estro,
ocurriendo la ovulacién 24 a 48 hrs después de haberse
iniciado el estro (31,56). La hembra nuestra los signos
clinicos de celo mientras existan niveles circulantes de
estrégenos (19,31). Los signos clinicos son principalmente
cambios de comportamiento; la hembra se torna receptiva al
macho, contrae la regién perineal al contacto con el mismo y
se gueda guieta apoydndose-en sus extremidades para facilitar
ia penetracidn (25,41). También existen algunos sighos
fisicos: la wvulva se torna flacida, la secrecién vaginal
continfla y puede ser ya de un color rosade o seguir siendo

hemorrdgica (1,17,25).

DIESTRO

El diestro eas la etapa que se presenta después- del estro
y empieza el primcr dia cn gue lz perra no acepta al macho. La
duracién promedio es de 100 dias en perras no prefiadas.
Despgés de la ovulacién, continda el desarrollo del cuerpo
ldteo dentro de las cavidades foliculares y por lo ‘tanto, 15
concentracién de progesterona empieza a elavarse alcanzando su

pico 20 a 30 dias postovulacién o bién 2 a 3 semanas después

12



del inicio del diestro y se mantiene en una concentracién de
15 a 60 ng / mwml aproximadamente por 1 & 2 semanas
(19,25,52,56)

Dentro de los signos clinicos del diestro figuran:
a) La hembra rechaza la monta del macho.
b) La hembra ya no atrae a los machos.
c) La wvulva regresa a su tamafio normal (tamaho anestral),

desapareciendo la flacidez y la secrecién.

GESTACION

La duracién de la gestacidn en la perra es de 61 dias
promedio (18), con variaciones desde 58 a 66 dias. Se inicia
con la fertilizacién la cual ocurre en el estro, sin embargo,
debido a las caracteristicas del desarrollo embrionario en la
perra, la gestacidén se debe contar a partir del final de 1la
receptividad sexual & cuando la citologia vaginal indique que
el estro ha terminado. Tanto en las perras gestantes como en
las no gestantes, los niveles de progesterona son muy
similares decreciendo a los 63 dias en las hembras prefadas
para la presentacién del parto y a los 100 dias en las hembras

‘no gestantes (19,25).

ANESTRO

‘E1l anestro se define conc el tiempo gue transcurre entre
el final de la fase lGtea (diestro en perras vacias 6
gestacién en perras gestantes) y el principio de la fase
folicular (proestro} ‘(25,31). El anestro también se ha

definido como un pericdo ‘dé inactividad del. eje ovario ‘-

13



hip6fisis. El inlclio del anestro en perras que no guedaron
gestantes es difficil de detectar ya que no existe un cambio
claro entre la finalizacién del diestro y el inicio del
anestro. En cambio en las perras gestantes es evidente que el
parto marca la demarcacién entre gestacidén y el inicio del
anestro. Durante el anestro ocurre la involucién uterina
poétparto o bien la preparacién del Gtero para el siguiente
ciclo (25).

La duracidén del anestro varia dependiendo de diversos
factores como la raza, estaciébn del afio, edad, etg, teniendo
como promedio 4 a 7 meses si la perra cicla 2 veces al aflo y 9
a 11 meses si cicla 1 sola vez (19). El estimulo por el cual
el anestro se termina para dar lugar al inicio de un nuevo
ciclo, todavia no ha sido claramente explicado (25).

En resumen no hay diferencia clinica entre la perra
diéstrica y la perra anéstrica (presentan los mismos signos

clinicos tanto en diestro como en anestro) (19,25,52).

3.3 CITOLOGIA VAGINAL EXFOLIATIVA

Es una técnica utilizada para determinar en que etapa del
ciclo estral se encuentra una determinada perra, lo cual a su
vez perpite poder.emplear la I.A. precisando el momento nés
adecuado para llevar a cabo dicha técnica ya que la ovulacién
ocurfe al inicio del estro y por lo tanto, es impoftante
identificar esta elapa (52}. Tawmbi&n ayuda 2 detectar

"patologias del aparato reproductor femenino (57).

'3.3.1 FUNDAMENTO DE LA CITOLOGIA VAGINAL

El principio de la citologia vaginal exfoliativa se

14



basa en determinar el tipo y cantidad de células de 1las
diferentes etapas del ciclo estral (fig 3) ya que los cambios
hormonales que sufre la vagina durante el cle¢lo, se reflejan
en la morfologia de sus células epiteliales. Al inicio del
ciclo, 1la célula epiteljal estd en contacto con la irrigacién
sangufnea (nutricién celular). Conforme los niveles de
estrégenos se incrementan el epitelio vaginal se va engrosando
ocasionando que 1la célula epitelial se vaya separando del
aporte sanguineo dando como resultado una transformacién
celular que va de célula parabasal a célula gnucleada o escama

(17,19,25,52,56) .

3.3.2 CLASIFICACION DE LAS CELULAS VAGINALES
En cuanto al tipo de células vaginales estas se

clasifican en:

CELULA PARABASAL

Es una célula grénde de forma oval o redonda con nGcleo
aparente y pequefia cantidad de citcplasma. Esta célula se
degprende de la capa de células germinales cercana a los vasos
sanguineos y predomina en el anestro y principios del proestro

(19,56) .

CELULA INTERHEDIA

' Es una célula grande de bordes irregulares coﬁ nicleo mas
pequefio o mis grande gque la parabasal per6 con mayor cantidad:
de citoplasma. La presencia de esta célula indica 1d
_etapa antgrior a su transformacian a superficial, predomina‘a

la mitad del proestro (17,25,56).

15



CELULA SUPERFICIAL

Es una célula pequefia, de bordes angulosos, con nficleo de
penor tamafo que las anteriores. Es caracterfistica del final
del proestro y todo el estro, que es cuando la vagina se

encuentra bajo la influencia del pico estrogénico (19,52).

CELULA ANUCLEADA

También se le conoce como escama, es una célula peguefia,
sin nicleo, de bordes angulosos e irregulares que predomina en
el estro y marca el final del proceso de descamacién de la

célula parabasal (25,56).
3.3.3 TECHNICA DE CITOLOGIA VAGINAL

Para tomar una citologia vaginal se introduce un hisopo
estéril por la comisura dorsal de los labios vulvares (previa
limpieza de estos). Se debe hacer suavemente hasta atravesar

el eingulum (unién vestibulo - vaginal) para llegar a 1la
porcién caudal de la vagina (fig 4), en la cual, mediante
movimientos rotatorios del hisopo, se colectard el material
celular. Hecho esto, sé retira el hisopo y se hace un frotis
por rodamiento en un cubreobjetos, se fija en alcohol al 95 %
durante 5 a -10 minutos y se tifie para observarla al
nicroscopio (25,41). Existen técnicas de tincién como.la de
‘Papanicolau, Diff—quiék/ Giemsa, Wright v Shorr gue pueden ser
utilizadas para tefilr muestras de citologia vaginal, de las
cuales la técnica de Shorr se describe a continuacién:

(17,25,41,56) .
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1.~ Se lava el exceso del fijador con agua corriente.
2.~ Hematoxilina de Harris por 30 segq.

3.~ Enjuague con agua corriente por 5 minutoes.

4.- Ccolorante de Shorr por 1 minuto;

5.~ Enjuague con agua corriente.

6.~ Alcohol al 70 § por 30 seq.

7.=- Alcohol al 95 % por 30 seq.

8.~ Alcohol absoluto por 30 seq.

9.~ Xilol por 1 minuta.

Todas las técnicas para procesar las muestras pueden'ser
de utilidad. $in embargo, el veterinario debe usar aguella
técnica que resulte prdctica, barata, que no se deteriore al
almacenar los frotis por mucho tiempo y que proporcione una
buena observacién de la morfologia celular para llegar - a un

diagnéstico efectivo (19,25).
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CITOLOGIA VAGINAL EXFOLIATIVA

P E o A
O Anveisads 10 % 90% 30% 10%
Q Supar hetat 30% 8% 20% 10%
@ Intermedio 50% 2% 20% 20%
@ Porabusct 10% 0% 30% 0%
Neutrafilen 1 - + +t
Eritrocitos +4 + - -

Songre en Vuh'a——~——“
}———\Iulvn Inti d. ‘!

Agrusiva | Evita |Comploctante Agresive
Hegailva | Pasiva [Positiva Lealte! Negative

Afraciivo Lo Atractive

-
‘-——-Pmnlra Eatyo
Adapiedo de Morrow (52} ’

Olasi.

—_—

ANUCLEADA

SUPERFICIAL X/ SUPERFICIAL

CELD

" INTERMEDIA NTERMEDIA

PARABASAL
[ S S A N SALE DC C[LF / .

Figura: 3 RBeprosentacidn esguemdiica de las-céludes vaginales
- - presentes en-las dileruntes foses del siclo dsieal. -

19

d

PARABASAL

iPéramo Ramirer, 19901



CERVIX

UTEROQO

VEJIGA

cLITORLS

HISOPO
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Figura: 4 Sitio anatdmico, donde se debe tomar la
muestra para la citologia-vaninal exfolia
tiva, Adaptado de Harrop (41 ¥ Feldman y
Melson (25)
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IV. ANATOMIA Y PISIOLOGIA DEL APARATC REPRODUCTOR DEL MACHO

El aparato reproductor del macho canine, estid formado
por: (fig 5)
A) Organos externos.
* Dos testiculos con su epididimo y conducto deferente,
* éene.
* Prepucio.
* Escroto.
B) Organos internos.
* Driztora.

* Uretra,

*

Carece de vesiculas seminales y gléndulas bulbouretrales.

TESTICULOS

El crecimiento temprano de las gdnadas tiene 1ugar.dentro
de la cavidad abdominal. En la mayoria de los mamiferos, los
testiculos migran fuera de esta a través del conducto inguinal
antes de finalizar su desarrolle. En el perro esta migracién
se inicia en la etapa final de la gestacidn y termina
aproximadamente en los dos primeros dias post-nacimiento
(25,31,70). Los testiculos de los animales sanos son ovoides y
de consistencia firme. El tamafio varfa de acuerdo a la talla
del perro, pero en promedio miden entre 2 a 4 cm.de largo por
1'a 3 cm de dfametro, su eie mayor es oblicuo y esti dir}gidé
hacia arriba y atrds, siendo el testiculo izquierdo més caudal
‘gue el derecho (25,58).

Estas génadas son consideradas de funcién exécrina’ por
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la produccidn de espermatozoides y endocrina por la produceidn

de testosterona (31,68).

EPIDIDIMO

Es 'la estructura adyacente al testiculo, estd firmemente
adherida a lo large de la porcién dorsal de la cara externa
del mi;mo. Esta estructura tiene como funcién el transporte,
maduracién y almacenamiento de los espermatozoides, consta de
tres porciones: cabeza, ‘cuerpo y cola.

vLa cabeza y la cola se localizan craneal y caudalmente
al testiculo respectivamente, la cola se continfia a través del
cordén espermiético hasta el conducto deferente para conducir

al semen por la uretra durante la eyaculacién (25,58,70).

PENE

Es un érgano due tiene doble funcién} la expulsién de la
orina y el depbésito del semen en el aparato genital de 1la
hembra., Se extiende hacia adelante desde el arco isquiéticov
hasta la regidn umbilical a lo largc de la pared. abdominal,
formado en su parte posterior por dos cuerpos cavernosos
separados por un tabique medio. En su parte anterior se
encuentra el hueso peneano, dque en perros de talla grande
puede llegar a medir hasta 10 cm o mids de longitud. Este
hueso deriva de la osificacidén: de una porcién del cuerpo
.'cavernoso, y por su parte ventral presenta una’canaladura'por
donde cofre 15 uretra, dorsalmente es convexo y anteriormente
es mds pequefio con una proléngaqién fibrosa y encorvada gque en

los animales jé6venes estd compuesta de cartilago hialino,
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fibrosandose posteriormente (70).

El glande del pene es una estructura muy larga
localizandose ‘a todo lo largo del hueso peneanc, tiene dos
porciones: :
A) ?orcibn larga.

B) Bulbo del pene.
’ La porcidén larga se encuentra en la parte anterior del
pene, es cilindrica con una extremidad de forma aguda.

El bulbo del pene se localiza por detr&s de la porcién
larga Yy es un ensanchamiento esférico que se llena de sangre
al momento de la ereccién., Ambas porciones del ulande esian
formadas de teji&o eréctil, Yy son las responsables de la

retencién del pene en la vagina durante la copula (58,70).

PREPUCIO

Es una doble invaginacién de piel que contiene y cubre al
pene cuande no estd erecto, estd formado por una capa interna
lisa y otra externa cubierta por una capa -pilosa que desemboca
en el orificio prepucial, ademis c¢n estas capas existe gran
cantidad de nédulos linf&ticos dgrandes y prominentes

(31,41,70).

ESCRbTO

Es una bolsa de piel éubierta de peleo  fino. BAbarca la
porcibén comprendida entre 1la ‘regién inguinal y el ano. Su
superficie est& dividida -en dos por una linea media llamada
rafé, conteniendo en cada divisién un testiculo. Por- lo
general la forma de los testiculos se aprecia a través de 1la

piel, pero si no es asf{, entonces puede determinarse por medio
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de palpacién (34,58).
ORGANOS INTERNOCS

PROSTATA

Es una estructura misculc - glandular relativamente
grande, de color amarillento qgue se encuentra cerca del borde
anterior del pubis. Rodea al cuello de la vejiga, la porcién
proximal de la uretra y la parte terminal del conducto
deferente. Tiene dos porciones: el cuerpo y la pdrcién
diseminada (31). El cuerpo estd dividido en dus 16kulios
laterales por un surco que corre por la linea media. La
porcién diseminada se encuentra distribuida a lo largo de,lg
uretra y estd cubierta por una capa muscular (41,70).

El tamailo y peso de la préstata depende de la edad, raza
y .peso corporal del perro. En animales viejos es. comin un
proéeso de hipertrofia natural que no se considera como uﬁ
problema patolégico, sino como cambios asociades con la edad
(16,25).

La posicién de 1la préstata varia conforme a la
d;stensién de la vejiga; cuando estd vacfa y contraida, la
préstata se encuentra en cavidad pélvica a 3 cm o mds por
detrads del borde anterior del pubis. cuando la vejiga estd

llena, su situacidn es prepibica (25,41).

URETRA
Es un érgano tubular que tiene dos funciones:
a) Expulsidn de orina.

b) Expulsidn del semen. '
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Tiene 3 porciones: prostdtica, membranosa y peneana (58).
4.1 IRRIGACION E INERVACION DEL APARATO GENITAL DEL MACHO

La irrigacién estid dada por ramae gue provienun de la
arteria y vena pudenda interna, estas ramas son:
a)- Arterias uretrales.
b) Arterias perineales.
c) Arteria del bulboc peneano.
d) Arteria profunda del pene.
e) Arteria y vena del pene.
f) Venas dorsales del pene.

La inervacién estd dada por ramas que provienen del
nervio pudende y se distribuyen en los mGsculos del pene y
escroto., Estas ramas son los nervios perineales_ y el nervip

dorsal del pene (23).

4,2 FISIOLOGIA DE LA ERECCION ]

Los cuerpos cavernosos del glande son de tipo bvenoso,
ya que en la porcién larga del glande existen venas, 1las
cuales se originan en el prepucio y en el bulbo peneanos, se
localizan dorsocaudalmente al pene, y se unen en el arco
isquidtico, se les conoce como venas dorsales del pene (41).

La ereccidn se presenta cuando el misculo. comprasor de
las venas dorsales, el cual se. origina en las tuberosidades
‘isquiaticas y desemboca en el dorso del pene, ejerce presién
sobre dichas venas ‘provocando el llenado de sangre de los
cuerpos cavernhosos y del bulbo peneano, preparando al pene

para la copula. La presién muscular y la disposicién anatdmica
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de las venas dorsales explica la lentitud con la que la

ereccién desaparece (fig 6) (34,41,58,70).
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Figura: 6 Fisiologia deila ereccién en el canino.
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V PRODUCCION DE BEMEN

El tejido testicular estd compuesto por numerosos tlhbulos
seminiferos rodeados de tejido intersticial. Los
espermatozoides son producidos en estos tébulos, siendo el
téjido intersticial el encargado de producir la testosterona
que tiene 1la funcién de imprimir en el macho sus
caracteristicas masculinas tales como el desarrollo muscular y
libido, ademds de regular la nutricién y desarrollo de los
ecpermatozoides (14}.

Tantoe los tihulos seminiferos como el tejide
intersticial estan bajo el control de la hipdfisis y del
hipotdlamo que secretan gonadotropinas y hormonas de
liberacién resﬁectivamente. La produccién espermitica dentre
de los tebulos seminiferos, se lleva a cabo por mitosis y
meiosis dando como resultado, espermatogonias primarias,
secundarias, espermdtidas y espermatozoides. Estas células
germinales en desarrolle son alimentadas por las células de
Sertoli (14}.

» El proceso de produccidn. de esperﬁatozoidas se. llama
espermatoqénesis y consta de dos fases: la
espermatocitogénesis, gque es el periodo en el .que se
desarrollan las espermatogonias hasta espermitides y la
espermiogénesis  que es el 'proceso por el ‘cual 1a

esjermétide se convierte en espermatozoide (34).
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5.1 ANATOMIA DEL ESPERMATOZOIDE

Los espermitozoides completamente formados son células
alargadas gue tienen una cabeza compuesta de cromatina y una
cola que es la que les proporciona la motilidad. La parte
anterior de la cabeza estd cubierta por una estructura de
doble -pared denominada cubierta acrosomal la cual contiene
enzimas hidroliticas como la acrosina y la hialuronidasa que
intervienen en la reaccién acrosomal (34,52). La cabeza estd
conectada a la cola mediante un cuello corto (fig 7).

La cola es una prolongacién de la wmembrana extarna de la
cabeza del espermatozoide y tiene 3 partes: la pieza media (es
la primera parte de la cola, la pieza principal y la pieza
final. La pieza media contiene unarhélice nitecondrial que es
la que produce la energia requerida para la motilidad (14).
La formacién de 1la cola es el proceso final de 1la
espérmatcgénesis (espermiogénesis) y se realiza en los tGbulos
seminiferos (14,34).

Cuando el gsbermatozoide ilega a la cabeza del epididimo
es inmévil, vy paré su maduracién necesita nutrientes
contenidos en el fluide producido por las células secretoras
del epididimo (14). La mayor parte de este fluido y del
lfquido contenido en el espermatozoide se reabsorbe antes de
que lleque a la cola del epididimo. El proceso de maduracién
espermdtica es de 14 dias y la produccidén de espermatozoides
(espermatozoides  maduros Yy mbéviles) tarda ‘aproximadamente 2‘

meses (16,34,41).
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5.2 TRANSPORTE DEL ESPERMATOZOIDE

Los espermatozoides presentes en el lumen de los tidbulos
seminiferos son impulsados hacia adelante por contracciones
nusculares del téjido que rodea a los tGbules, por las
contracciones de la capsula testicular y por los movimientos
producidos por las cé&lulas ciliadas de los tubulos eferentes
extendidas a lo largo de estos tGbules hasta la cabeza del
epididimo (14).

Cuando los espermatozoides dejan la cabeza del epidfdime
tienen baja motilidad, Es decir, son inmaduros y asto se
reconoce por la presencia de la gota citoplasmitica (porcién
del <citoplasma gque s= forma Yy permanece durants la
espermatogénesis). La gota citoplasmitica inicialmente se
encuentra en la base de la cabeza y viaja haciarel final de la
parte media durante su permanencia en la primera porcién del
epididimo (14,41).

El trayecto a través del epidfdime se lleva a cabo por
contracciones peristdlticas. Cuande hay actividad sexual
frecuente el movimiento de espermatozoides se acelera y por
lo tanto el tiempo de maduracién se acorta, dando como

. resultado una gran cantidad de espermalozoidas inmadures en el
eyacuiado, lo cual se comprueba con . la ‘obsérQacién
microscépica de la gota citoplasmética (14,34).

Los espermatozoides tienen diferentes tipos de motilidad

segin ia region del epididimo de la cual proceden{ asf los’

espermatozoides gue son liberados de la cabeza del epididimo;
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nadan en forma circular, en comparacién con aguellos gue
provienen de la. cola, cuyoc wmovimiento. es progresivo hacia
adelante. Los cambios en el tipo de motilidad se presentan
durante l1a permanencia del espermatozoide en el epididimo

(14,25,34,41).
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VI CARACTERISTICAS DEL SEMEN CANINO

El eyaculado del perro estd constituido por tres
fracciones bien diferenciadas. Segtn Boucher y Cols, (citado
por 49) el volumen de las mismas es de 0.8 ml con un rango de
0.25 a 2.80 ml para la primera, 0.6 ml con un rango de 0.40 a
2.0 ml. para la segunda; ¥y 4 ml con rango de 1.10 a 16.30 ml
para la tercera. Para Freiberg (citado por 38) el volamen de
la primera fraccién es de 0.25 a 2.0 ml, 0.5 a 4,0 ml para la
seqgunda y de 3 a 25 ml para la tercera. Muchos autores
difieren en cuante a los valores normales de concentracion,
volumen, caracteristicas quimicas etc., ya que estos pueden
variar segln la raza del perro, condicién propia del animal,
época del afio en que se trabaja al animal, cuando el macho se
trabaja en presencia de una hembra en celo, etc. {cuwadro 1)
(7,14,27,35,37,41,46,4%,66),

La primera fraccidn es de color transparente, de
consistencia acuosa, proviene de la préstata, no contiene
espermatozoides y su emisién tiene una duracién promedio de 30
a 50 segundos; el color de la segunda fraccién varia entre
gris y blanco lechoso y su consistencia es mds viscosa que la
de la primera- fraccidn. Esta segunda fraccién proviene del
epididimo y contiene a los espermatozoides; su eyacuiacién
tiene una duracién promedio de 50 a B0 segundos. La tercera
f;‘accién proviene de la préstata y es de color transparente,
de consis.tencia acuesa. Esta fraccién no contiene
espermatozoides, es 1la ma;sk abundante y su emisién tiene una

duracién promedio de 3 'a 30 minutos. Del volfmen total del

34



eyaculado, la primera fraccién ocupa del 2 al 3 %, la segunda
del 6 al 7 % y la tercera el 90 % (35,41,49).

En 1933 empieza a estudiarse el pH del semen canino,
llegdndose a la conclusién que el valor dentro del cual se
facilita la motilidad espermatica es de 6.4 a 8.5
(14,33,45,49). Los andlisis bioguimicos del semen canino han
revelado que contiene cantidades considerables de electrolitos
come el cloro, potasio, magnesio y calcio, los cuales
incrementan la motilidad espermética (49). Sin Vembargo, cuando
estns cuatro electrolitos se utilizan Jjuntos para 1la
elaboracién de diluyentes, el efecto no es tan bueno como
cuando se usan por separado {49). El semen también contiene
sodio el cual se encuentra en mayor proporcién con respecto al
potasio en el plasma seminal (49) (cuadro 2). Debido a gue el
perro carece de vesiculas seminales el eyaculado tiene bajas
concentraclones de fructosa, por lo que la adicién de glucosa
puede ayudar a la supervivencia espermitica (27,49).

El semen del perro contiene lipidos (10), carbohidratos y
enzimas como la catalasa, peroxidasa, fenolasa, monobutirasa,
tripsina, antitripsina, amilasa, fosfatasa alcalina y é&cida,
tromboplastina, fibrinogenasa y fibrinolisina (37,49) (cuadro

3).
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VII METODOS DE COLECCION DE BEMEN

Existen tres métodos para colectar el semen canino, estos
son:
- Manual
~ Vagina artificial

- Electroeyaculacién (35,44).

7.1 TECNICA MANUAL (fig 8)
Esta técnica es la que se utiliza con mayor frecuencia ya
que es sencilla de realizar, es barata, no afecta la calidad y
la cantidad del eyaculado y es indolora e inocua para el
. animal. Puede hacerse de dos formas :
a) En presencia de una perra en celo (fig 9), con lo cual se
favorece la excitacién del macho. Si la perra no estd en celo
se ha informado que la aplicacién de productos quimicos como
el 4cido metilester hidroxibenzoico produce buenos resultados.
Esta es una ferormona artificial que debe aplicarse en la
vulva de la perra para que el perro al olfatearla se estimule,
sin embargo, los resultados obtenidos no son 100 % efectivos
{25,52).
b) Sin la utilizacisn de una perra : Esto por lo general no es
un problema para colectar el semen. Sin embarqgo, en algunas
ocasiones puede ser mas difficil la colececidn gque cuaids se

tiene a la perra (fig 10).
7.1.1 MATERIAL UTILIZADO PARA COLECTAR SEMEN MANUALMENTE

El material que se utiliza para colectar el semen es el

siquiente (fig 11):
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a) Embudo y tubo de ensayo & tubo de centrifuga

b) Copa colectora

c) Cono de l&atex y tubo de ensayo 6 tubo de centrifuga (69)
d) Jalea lubricante

e) Gasas para limpiar el pene

7.1.2 PROCEDIMIENTO DE LA TECNICA MANUAL

cuando se va a colectar semen, el material debe estar
listo, estéril y a la mano. El perro Yy la perra en caso de
tenerla deben estar con sus manejadores en un sitio tranquilo,
sin distracciones como la presencia de otros perfos o mucha
gente (7,25,46). .

La técnica consiste en aplicar un masaje suave sobre el
prepucio hasta que el bulbo peneano empiece a aumentar de
tamafio (la fase de la ereccién). Posteriormente se descorre
este prepucio para dejar expuesto el pene y el bulbo (2a fase
de la ereccién); hecho esto, el pene se debe manejar con la
mano enguantada {izquierda o derecha‘ dependiendo de la persona
que. esté colectando) y se debe girar 180 grados hacia atrés
(fig 9) aplicando estimulos pulsdtiles alrededor y por detrés
del bulbo peneando con &l objeto de slmuilar el abotonamiento
que ocurre en una monta natural dando como resultado la
excitacién del macho y por 1o tanto, la obtencién de uﬁ buen
eyaculado (25,35,36).

El pene debe dirigirse hacia el embudo, el cual tiene en
la parte inferior un tubo de recoleccién gque puede ser un tubo

dé ensayo 6 de centrifuga. Se debe tener cuidado al momento dé
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la eyaculacién ya gque el perro origina una serie de
movimientos que a veces son muy vieclentec y puede suceder gue
al momento de la reccleccién el semen no se colecte. Por lo
general las fracciones seminales se distinguen visualmente con
facilidad, pero existen perros en los cuales las porciones
seminales son eyaculadas casi al mismo tiempo, por lo tanto,
el clinico debe estar seguro de haber colectado la segunda
fraccién porque esta es la que contiena a los espermatozoides
(14,41,63) .
~ Una variante de la técnica manual es la utilizacién de un
cono de l4tex en lugar del ‘embudo de vidrio, &ste facilita 1la
colecciédn porque simula la penetracién del pene en la vagina,
‘ademis tiene fijo un tubo racolector en su porcién final, 1lo
cual es una ventaja porgue evita la pérdida del semen cuando
el animal se mueve mucho, es decir, el cono y el tubo se
mueven ‘junto con el perro (69). Otra ventaja es que el pene
se mantlene hGmedo por no estar en contacto con el aire, lo
que ocurre cuando se utiliza el embudo de vidrio, teniendo que
lubricar el pene posteriormente a la eyaculacién para evitar
problemas como la parafimosis. Algunos autores consideran gque
el empleo de lubricantes en el cone para colectar semen afecta
la motilidad espermdtica (30) y argumentan que el contacto
del espematozoide con la- superficie del latex ocasiona su
inmovilizacién, sin embargo, estc no ha sido totalmente

comprobado  (25,36). (fig 9).
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7.2 VAGINA ARTIFICIAL

La primera vagina artificlal para perros fué
desarrollada por Harrop (37) en 1954. Esta vagina tiene un
espacio para ser llenado con agua y es operada mediante una
bomba de mano gue proporciona estimulos pulsitiles dando como
resultado la eyaculacién. Este método tiene como ventajas el
ya no depender de la presencia de una hembra para estimular al
macho, logra una mejor excitacidn, pero es econémicamente
desfavorable en comparacién con la técnica manual

(14,35,36,41).
7.3 ELECTROEYACULACION

‘Este método de coleccién fué inventado por Tinte en
1938 (citado por 49). En el perro esta técnica solo se usa con
fines de investigacién, o para trabajar canideos de zoolégico,
ya que es muy traumdtica, es necesario anestesiar al animal ¥y
la calidad del eyaculado es baja. La técnica consiste en la
aplicacién de estimulos eléctricos (corriente alterna de 30
volts) por medio de un dispositivo igual al empleado para
electroeyacular bovinos, ovines y caprines. Uno de los polos
del aparato se conecta a una pieza metdlica aproximadamente
del grosor de un lapiz y de 10 cm de longitud, esta porcién se
introduce en el recto del animal, el otro polo es unav pinza
que se fija a la pared de los sacos anales. La opéracién dura
1 minuto, durante el cual se aplican los estimulos eléctricoé
en forma intermitente durante 1 a 3 seg. con periodos de

descanso de 7 a .9 'seg. Segln Tinte el volumen del eyaculado
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varia entre 0.5 y 0.8 ml (13,14,49).
7.4 FALLAS EN LA RECOLECCION DEL SEMEN

Las fallas mds comunes al obtener el semen son:
a) Deficiente exterjorizacién del pene.~ Esto ocurre cuando el
bulbo crece a su maxima capacidad antes de ser expuesto, es
decir, Vla ereccién se lleva a cabo completamente dentro del
prepucio (46} .
b) Excesiva presidn sobre el pene o bulbo,- Una presién
excesiva puede ocasionar lesiones dolorosas por lo tanto la
coleccidn se dificulta (52).
c) Utilizacidén de material inadecuado para la coleccién.~ Por
ejemplo el material mal lavado (con residuos . de detergente}, o
muy frio, puede modificar las caracteristicas del semen.
d) El utilizar perros sin experiencia sexual o con_problemas
como, la orquitis, prostatitis, poca libido, etc., también da

como resultade una deficiente coleccidn del semen (25).
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Fig: g Colecgidn del semen:

A Con el como de Jatex y
tubo de ensayo & centrifuga

B Con el embudo de vidrio y
tubo- de ensayo & centrifuga

Fig: "9 Coleccién del semen
utilizando s una perra
como maniqui

‘ Fig: 10 Coleccisn del semen sin
presencia de la hembra.-
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: 12 Material para colectar semen de perro
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Fig : 11'Material para colectar semen de perro
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VIII EVALUACION DE BEMERN

A través de los aflos se han desarrollade métodos. para
llevar a cabo la TI.A., asi como para colectar, conservar Y
evaluar el semen para determinar la calidad del mismo (11).

El andlisis del semen debe incluirse en la evaluabién del
macho canino con problemas de infertilidad y es parte de 1la
ru£ina para determinar si un animal es apto para la
reproduccibn {64). Es imporﬁante recordar gue el
espermatozoide es una célula altamente sensible a cambios de
temperatura (shock térmice) y la exposicién a la luz, por lo
fanto, el clinico debe extremar sus precauciongs para evitay
la muertec espermdtica por un mal manejo de la muestra (16,63).

La evaluaciébn del semen comprende una evaluacién’

macroscdpica y microscépica del mismo.

8.1 EVALUACION MACROSCOPICA
Esta evaluacién incluye todas las caracteristicas ' que

puedan ser cbservadas a simple vista, estas son :

a) Velinen.- ?ara evaluar el volidmen el semen debe ser
colectado en un tubo graduado. Varia dependiendo de factores
como la edad, tamafio del perro, frecuencia de colecciébn,
“‘cantidad colectada de liquido prosté&tics, &poca del afio (72),
etc., obteniéndose un vélﬁmen.de 1 hasta 40 ml pé?reyaculado Yy
'noresta relacibnado con la fertilidad del animal (25).

b) Color.- E1l color normél del semen varia desde gris
‘tranéparente hast# blancb lechoso, ésta variacién depende
.directamente de ia concentr;dién espermédtica. cualquier

coloracién anormal debe alertar al clinico sobre la’ existencia
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‘de algGn problema en el aparato genital del macho, por
ejemplo, una coloracién amarilla indica contaminacién por
orina, una coloracién verdosa suglere una infeccién, una
coloracién rojiza es indicativo de una hemorragia que
generalmente en perros mayores de 5 afios es producida por
prostatitis, por un traumatismo en el pene o bien por una
ereccién excesiva (15,25).

En algunas razas como el Doberman Pinscher, Pastor
AlemAn, Schnauzer Miniatura y Cobrador Dorado es frecuente ver
sangre en ¢l eyaculado, que puede deberse a fallas de la
ccagulacién del factor 8 (enfermedad de Von Willebrand} {25).

La presencla de cualguier secrec¢idn extrafia como orina,
pus o sangre producen cambios en la coloracisén y pruedén
afectar lar motilidad y la vida del espermatozoide (34,63).
¢) pH.- Para evaluarlo se introduce una tira de papel
indicador en el semen colectado, al secarse el papel el color
que marque se compara con un cbdigo de colores para conoccer el
pH. El pH normal del semen canino se encuentré en un rango de
6.3 a 7 y depende de la cantidad de liquido prostitico (3a
fraccién del semen) que se haya colectado. El1l liguide
prostitico tiene un pH de 6 a 7.4, cuya finalidad es

incrementar la motilidad espermiatica y ayudar a neutralizar el

pH &cideo de: la vagina durahte la cépula (45). Una dismirucién -
en el pH puede atribuirse a una eyaculacién incompleta o bien

a la,inflémacién de los testiculos.y epididimos (25,41,52).
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8.2 EVALUACION MICROSCOPICA

a) Motilidad.~ Debe evaluarse linmediatamente después de 1a
coleccién. Se coloca una gota de semen sobre una laminilla
(portacbjetos) tibia y se observa al microscopio para evaluar
el movimiento progresive del espermatozoide. Una muestra
normai debe tener mds de un 70 % de nmotilidad progresiva ya
gue este pardmetro indica la habilidad de los espermatozoides
para aleanzar al d&wvulo y fertilizarlo. La motilidad se ve
afectada por camblios extremos en la temperatura, por diluir el
semen en medios dcides, por presencia de agua, orima, pus o
sangre en la muestra y por un exceso de lubricante cuando se
trabaja con vagina artificial (14,25,44,63).
La motilidad puede clasificarse en 10 tipos diferentes

{fig 12) :

10.~ Indica el méximo movimiento progresive en donde el
espermatozoide se desplaza mediante movimientos en espiral.
9.~ Indica un movimiento de 1la cabeza de lado a lado lo cual
provoca un movimiento espiral similar al tipo 10.

8.- Igual al tipo 10 pero m&s lento.

7.~ Igual al tipo 9 pero mis lento.

6.~ El espermatozoide tiene un movimiento de pescadb, es decir
se mueve de lado a lado y no presenta movimiento progresive.
'5.;'Hovimiento circular, l

4.~ .Igual al tipo 5 pero ﬁés lanto.

3.~ Indica gue el espermatozoide permanece en su iugar con
moviﬁientos ripidos de lado a lado con rotacién en’senfido de

las manecillas del reloj.
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2.~ Igual al tipo 3 pero mis lento.
1.~ Indica un movimiento de la cola de lade a lado pero sin

rotacidn y puede ser rapldo o lento (14).

b) Morfolegia.- Para evualuar la morfologia del
espermatozoide, a una muestra de semen se le tife para
oﬁservar las anormalidades esperméticas presentes. Este se
hace tomando una gota de semen, a la que se le agraga una gota
de eosina ~ nigrosina y se hace un frotis; posteriormente se
le pone un cubreobjetos y se observa al microscopio. Tanbién
se mpiedrm wtilizar tinciones como Wright, Giemsa y vinta
china, pero se obtiene una menor calidad de imagen (contraste)
en comparacidén con la eosina -~ nigrosina. Las anormalidades
del espermatozoide se clasificun en primarias y secundarias
conforme al sitio donde se localiza el defecto {cuadro 4). Un
perrc normal debe tener un 80 % de espérmatozoides normales y
un maximo de 20 % de espermatozoides anormales (fig 13}
(14,22,44,63).

c) Concentracidén espermdt:~a.- La concentracién es el nimero
de espermatozoides por ml  de semen. E1 nimero de
espermatozoides en el eyacilado se determina multiplicando 1la
copcentracidn por el vollmen total colectado.  Los
espermatozoides se cuentan mediante un henocitémetro. Primero
en una pipeta cuentagldbules (para glébulos rojos) se hace una
dilucién de formol al 10 % de 1:100 o 1:200, después se llena
;a cimara del hemocitémetro y se cuentan los espermatozoides
Ae los cuadros de los extremos y centro de cada camara. E1

hemocitémetro tiene 2 cémaras, por lo tanto, se cuentan 5
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cuadrns en cada cSmara, se suman los resultados de las dos
camaras y se dividen entre dos para sacar el promedio y el
resultado (# de espermatozoides) se multiplica por 5 x 108 &
107 segln el factor de dilucién (1:100 es por 5 x 108 y 1:200
es por 107) , obteniéndose asi la concentracién espermatica por
ml de eyaculado. Por Gltimo se multiplica la concentracién por
ml, por el wellimen colectado dando come resultado el niimero de
espermatozoides total por eyaculado (14,25).

En un eyaculado normal existen en promedio de 200 a 1008
millones de espermatucoidas por mirzilitro y por 1o menus 14y
millones son necesarios para gestar una perra, siempte y
cuando se insemine con semen fresco. Cuando el semen es
congelado la concentracibn espermética debe ser nmayor debido a
la muerte de espermatozoides ocasionada por los procesos dg
congelamiento y descongelamiento (7,11,16).

La concentracién puede variar dependiende de la edad,
peso testicular, actividad sexual, época del  afio, etc.

(7,13,14,25,28) .
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Figura :12Calificacidn numérice de la motilidad del aspermatozoide c‘ininn.
Ailo.58 : : :
B sy ) :
Cs Adantacn dé Calderan Yuhi [14).
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F I . . .
Adaptado de Calderon Yubi {14}
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Figura: 13 Diferentes anormalidades del espermato-

zoide caning,

a Anormalidades secundarias: Cabezas y colas suel-
tas, gota citoplasmatica, cola doblada, cubierta
acrosomal separada

w Doble flagelo (anormalidad primarial, cola doablae-
da, gota citoplasmdtica y defucto de pieza media

& Anormalidades secundarias: colas enrolladas
Adaptado de Holst 1985,

c
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L] Anormél dades primarias: microcefalo, macrocefalo
cabeza-alargada, cabeza redonda, cabeza piriforme
cabeza doble.

Ebspermatozoides normales.
Adaptado de Holst 1985,




IX DILUCION Y PRESERVACION DEL BEMEN CANINO
9.1 Caracteristicas de los diluyentes

Se busca que un diluyente reuna las caracteristicas
especificas para que pueda cumplir con su funcién, que es la
de mantener o incrementar la supervivencia esperméitica (29)

Estas caracterigticas son:

a) Debe tener substancias gque eviten el shock térmico,
Algunas substancias que protegen al espermatozoide del

shock térmico son la yema de hueve y la leche deacremada

cuando el semen se preserva a 5° C (37,51,61) Yy el glicerol

cuando el semen se congela (26,27,66).

b) Debe tener agentes nutritivos los cuales son aguellas
substancias capaces de proporcionar la energia necesaria para
la vida del espermatozoide, como la yema de ‘huevo, la léche
descremada, la fructosa y la glucosa. Estos ingredientes
pueden ser usades tanto en la presarvacién a 5° C como en la
congelacién (12,42,49).

c) Debe tenéj amortiguadores de pH.

Est:os. ingredientes tienen como objetivo el .proteger al
espermatozoide de cambios en el pH. Dentro de 1o‘s‘
amortiguédoreé mids Iimportantes se encuentran el citrato de
sﬁdio, la yema de hhevo, fo#fatos, bicarbonatos, 'Ac. -citrico,
y el buffer 80 desarrollado por Foote en 1964 (27, 39 49) .
d} Debe tener antimlcroblanos.

El semen después de su coleccidén puede contambi,na;se con.-

bacterias que pueden afectar la calidad del eyaculado, por lo
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tanto, se debe agregar al diluyente antibiéticos para evitar
el crecimiento bacteriano. Los més comunmente utilizados son

la penicilina y la estreptomicina (2,36,40,49,50).
9.2 Almacenamiento del semen.

La investigaci&n sobre almacenaniento del semen canine
recibisé su mayor impulso en la década de. los cuarentas cuando
- la inseminacién artificial (I.A.) ' empezé a utilizarse para
mejorar la industria ganadera. Los primeros intentos para
preservar el semen solo tenian el objetivo de prolongar su
vida por algunos dfas, dando como resultado la utilizacién de
diluyentes que mantuvieran la calidad espernitica por mnés
tiempo (2,3,74). - 7
j Con la dilucién del semen en algunos tipos de diluyentes,
se puc"daf lograr la preservacién seminal desde 12 hasta 48
hora:ts ’sin‘. llegar a conqelarlb, es decir manteniéndolo a
teméeratura de refrigeracién (5°C) (14,27,29).

El almacenaje por un periédo de tiempo m&s .largo fué
posible gracias a ‘la adicién de antibiéticos en el semen
diluido para controlar sl crecimiento bacteriano y a 1la’
utilizacién del glicerol, el cual protege al espermatozoide de
los czji.sta-les'de ﬁielo gue se forman durante la congelacién y
- que lesionan 1la ‘membranaA acrosomal. Ademds se cree que .el
gl{cerol actla como wun amortiguador osmbético evitando que el
‘espermatozoide sufra daﬁo‘ electrolitico cuando el agua se

congela (2,3, 14,60,74).
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9.3 Almacenamiento del semen canino a 5° C,

El primer intento para preservar el semen canino fué
llevado a cabo en 1933 (citado por 35). El semen permanecid
viable por 21 horas en un diluyente a base de suero sanguinec
canino, solucidn dextrosa y una solucidén buffer de fosfato de
sodio. Este estudjo se considera como el precursor de las
investigacicnes sobre la preservacién del semen canino (35).

En 1952 se descubrié que el semen canino dilufido en una
solucién hipoténica de citrato de sodio y yema de hueve, o
bien en una solucién isotdnica de yema de huevo y fructuosa

_mostraba al estudio microscépice una motilidad del 50 %
después de 4 dias de almacenado (12}.

Estos estudios originaron gran inguietud entre 1leos
investigadores que trabajaban en este tema, incluso
instituciones comoc el Royal Veterinary College de Londres
iniciaron trabajos sobre 1la conservacitn del semen canino
(35).

En 1956, Harrop publica el uso de. diluyentes a base de
leche descremada y yema de huevo, transportando este semen a
diferentes partes del mundo, haciendo posibles las gestaciones

nediante la I.A. (Cuadro 7) (42).



9.4 Diluyentes utilizados para preservar el semen canino a

5¢ C.

Una vez gque el semen ha sido colectado, se diluye en una
proporcién que puede ser desde 1:1 hasta 1:10 depandiendo de
la concentracién espermdtica (15). Al semen diluido se le baja
gradualmente la temperatura hasta alcanzar 49 en un lapso de 3
horas con el objeto de estabilizarlo para su posterior
congelacién o bien para almacenarlc a esta temperatura
(14,35).

Los espermatozoides de bovino almacenados a 4° C
incrementan su fertilidad si al diluyente se le agrega
glicerol (8,9,%1,20,26,27,61), por lo tanto, varios de estosd
medios han sido evaluados para ver si mantienen la motilidad
del semen canino cuando se encuentra a temperatura de 5° C.
Estos diluyentes son:

a) Caprogen (CAP)

b) Tris -~ Yema de huevo (EYT)

c) Cornell University Extender (CUE)

4) Beltsville (BF-3)

e} Bicarbonato - Yema de huevo (EGB) (61).

Résumiendo, se puede decir que estos son los diluyéntes
mds utilizados para almacenar el semen canino a 4 - 5° ¢, {con
excepcién de los diluyentes BF3 y EGB que se usan para semen
porcino). La composici6én, osmolaridad, pH 'y caracteristicas
pafticulares de cada diluyente se muestran en el cuadro 5.

En un estudio realizado por Province (61), se evalud la
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motilidad espermitica de eyaculados diluidos en una proporcién
de 1:6 en cada uno de los seis diluyentes (CAP, EYT, CUE, BF-
3, EGB, SM )}, cada dilucién contenia un 3 % de glicerol. la
motilidad esperm&tica se evalud a las 0 horas, es decir,
inmediatamente después de hacer la dilucién y posteriormente
a las 2, 4, 8, 12 y 24 y, luego cada 24 horas hasta gue no
hubo motilidad. Por les resultados obtenides en este estudio
se puede decir que no existe una interaccién significativa
entre el glicerol y el diluyente. Es decir, la concentracién
de glicerol (3%) no fué lo suficientemente grande (6% o més
para provocar baja en la motilidad sin embarge, si se encontré
interaccién entre el diluyente y el tiempo de preservacién, ya
que a las 96 horas de almacenado hubo canmbilos en la motilidad
debido al efecto del diluyente (61). El diluyente CAP fué
superior a los otros, aunque la motilidad del semen diluido en
CUE fué muy parecida durante las primeras 72 horas. El semen
diluido en CAP tuvo una motilidad de 52 % a las 240 horas de
almacenado, compardndose con la motilidad del semen diluido en
CUE, la cual fue de 47 %. La buena supervivencia del semen
diluido en CAP probablemente pudo deberse a la presencia de
catalasa ya que esta destruye el perdxido de hidrogeno .
~ presente en el diluyeﬁte, aungue puede provocar aglutinacién
» espe;mética (27,61) .
’Con_lo'que respecta al diluyente que contenia yema de
huevo y tris, a las 24 horas de almacenado se utilizd para
inseminark 25 Vperras, dé las cuales el 75 % parié 63 dias

 ,dgspués, ddndose una diferencia en el tamafio de la camada (2 a



3 cachorros mids) con respecto a las kembras cruzadas
naturalmente. El diluyente SM también ha sido utilizado para
conservar semen canino por 4 dias a una temperatura de 23° C.

Los diluyentes BF3 y EGB son toxicos para el semen canino

(37,49,61) .
9.4.1 Utilizacion de la leche como diluyente del semen canino.

Un diluyente muy utilizado por varios investigadores es
la leche pasteurizada, la cual puede mantener viable al
espermatozoide hasta por mis de 4 dfas a 5° C . Para diluir el
semen en leche esta se calienta hasta alcanzar una temperatura
entre 92 y 94 ° C y se mantiene asi durante 10 minutos para
posteriormente enfriarla hasta temperatura ambiente. Cuando la
leche est& fria se pone una parte del semen por 7 partes de
leche. Hecha la mezcla esta se almacena a 5° C teniéndose
hasta un 50 % de motilidad espermatica después de 120 horas de
preservacidn (14,29,36,37,41,61).

9.4.2 Otros diluyentes usados para conservar semen canino
S5 C

1.- Diluyente a base de yema de huevo desarrollado por Bendorf

y-Chung (9) contiene:

a) Yema de huevo.

b) Citrato de seodic al 3 %. 7 5 partes

c) penicilina mas estreptomicina

d} todos los ingredientes dilufdos ' en agua destilada (36).

2.~ Diluyentes usados por Radford (citado por 36):
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FORMULA # 1

58

aj ‘Glicina 2%

b) Citrato de sodio 2 %

¢} Fructosa 35 %

d) Yema de hueve 25 %

FORMULA # 2 :

a)} Citrato de sodio 2%

b) Yema de huevo 25 %

FORMULA £ 3 :

a) Glicerol 2%

b} Yema de huevo 25 %

FORMULA # 4 :

a) Leche pasteurizada calentada (94° C)

b} Yema de huevo 5 %

para tedas las foérmulas se afaden 500 U.I

estreptomicina por ml de diluyente (36).

3.~ Diluyente de Foote (27) :

a) Yema de huay 20 partes

b) Solucién amortiguadora 80 partes

- ‘Ingredientes del amortiguador : .

a) Citrato de sodio 1.45 g

by Glicerel 93 g
" ¢} Glucosa « 1.25 g

4} Agua ‘ ‘ cﬁp 100 . - ml

de



e} Penicilina y estreptomicina 1000 UI/ml

(27,29,36,40,47,49}.,

La evaluacién de la motilidad del semen preservado =&n
estos diluyentes se muestra en el cuadro 6 donde 1la
clasificacién va de 0 para la ausencia de motilidad y § para

la mejor motilidad (fig 14).
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MOTILIDAD DEL SEMEN CANINO A DIFERENTES
TIEMPOS DE CONSERVACION -
DILUIDO EN DIFERENTES FORMULAS

LD

IS
3
+

© MOTILILIDAD ESPERMATICA
N 7]

1 2 3 4 5. & 7 8 9. 10 11. 12
DIAS ‘
LO—iache descrsmads LPeinche pastaurizade DF=diluy. de Foote

Fig:-14 Grdfica obtenida de los datos del cuadro 6.
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X CONGELACYON DEL SEMEN

Una muy buena alternativa para conservar el semen és el‘
congelamiento, proceso que empieza a ser considerado por
Rowson (citado por 49) en 1957, Gutierrez Nales (33) en 1957,
posteriormente por Harrop (41) en 1960, Martin 1963 (50),
Seager en 1969 (68), Andersen (6) en 197é y Martin y Espinosa
en 1977 (49).

10.1 Diluyentes utilizados para congelar semen canino.

a) Diluyente de Andersen (4,6)
La utilizacion de este se publicdé en 1375 'y sus

ingredientes son:

- Tris (hidroximetil-metilamina) 2,949

=~ Fructosa 1.25 g

~ Ac. citrico 1,32 .g

-~ Agua destilada ’ 100 ml

~ Glicerol . 8

(volumen/volumen)

(v/v)

- Yema de huevo ’ 20 % (v/v)

El semen puede preservarse en este diluyente hasta 18
“‘meses " con una  motilidad espermdtica "del 50 'al 70 %
postdesconqelamieﬁto {(6). En 1975, 11 perras fueron
inseminadas con semen congelado 'y dilufdo en este medio, 10 de

las 11 perras parieron en promedic 4 cachorros (4).

‘b)) Diluyente de Seager .(67):
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Se publicd por primera vez en 1969 y esta constitulde

por:

- Lactosa 11 % (p/v)

- Glicerol ‘ 4 % (v/v)

- Yena de huevo v 20 % {v/v)

- Agua destilada 100 ml

- Dihidroestreptonicina 100 ng/100 ml
- Penicilina cristalizada 1000 UL/ml

Con este wmedio el semen se puede preservar hasta 35
wmeses, teniendo una motilidad de 5 (escala de 0 a 5 , 0 para
la ausencia de motilidad y 5 para la mejor motilidad) y con
porcentajes de fertilidad mayores al 60 % ({60 a 80 %)
{14,49.67,68).

¢} Diluyente de Harrop {41):

Fué publicade en 1960 y contiene las siguientes

substancias:

~ Yema de huevo - 3 partes
- Citrato de sodic al 3% 5_p$r£es
- Glicerol o 10 3

El semen puede almacenérse en este medic por mis ‘de 12
meses manteniendo una motilidad de 45 %. No hay datos sobre su

uso en I.A. (29,38,39).
d) Dlluyente de Smith (71):
Fué desarréllado con base en las investigaciones de las
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caracteristicas fisicas del semen fresco y del semen

postdescongelado. Se publicd en 1984 y consiste en:

- Solucién con 50 % de PIPES (buffer &cido) y 50 % de

hidréxido de Potasio (buffer alcalino).

- citréto de sodio 25 %
- Dextrosa 25°% (v/v)
-~ Yema de huevo 20 %
- Glicerol 9%

No se encontraron datos sobre el tiempo de preservacién
del semen dilufde en este medio, pero fué usado en I.A.
intrauterina de 7 perras, de las cuales, 4 parieron de 2 a 7

cachorros (71).
e) oOtros:

- én 1984 se utilizé un medic a base de yema de huevo,
tris vy 3 § (v/v) de glicerol para congelar semen canino. Los
espermatozoides éonservados en este diluyente mantienen una
buena motilidad (41 %) después del descongelamierto, sin

embargo, su fertilidad fué baja (61).-

- Diluyente a base de yema de huevo, glucosa, 8 % de glicerol
y 2.17 %.de citrato de secdio, puedg mantener viable al semen
durante 30 diés sin que la motilidad eépematica sufra cambios
significativos (36). ‘

Otras ;1tefnativas para congelar semen se muestran en el

cuadro 8.
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10.2 Presentaciones para congelar semen

El semen canino puede congelarse en pajillas, pellets y

ampolletas (55).
- Pajilia pléstica

La pajilla se llena por aspiracién dejando un espacio de
alire aproximadamente de 1 cm con el objeto de evitar que el
semen rompa el envase, ya que este se expande cuando se
congela, En caso de que las pajillas se llenen completamente,
se debe utilizar un peine de plastico para remover el exceso.

Las pajillas ya llenas se sellan con alcohol polivinilico
mezclado con agua, se equilibran durante 3 horas a 5 °C y
posteriormente se introducen en el vapor del nitrdgenc liguide
aproximadamente 3 cm por minuto, para sumergirlas
completamente en 2 a 3 minutos. Estas pajillas tienen una

capacidad de 0.5 ml (pajilla francesa) (4,14,32).

- Pellets

Este método fud utilizado por Seager eh 1969 y por Nagase
y Niwa en 1973 (55,68).

Para obtener los pellets, se utilizan blogues de hielo
seco y se marcan con una plantilla metdlica ejerciendn presién
sobre la superficie del hielo, de modo que al retirar 1la
plantilla quedan perforaciones de 0.5 cm de didmetro que se
llenan con el semen diluido y previamente equilibrado dando
como resultado la solidificacién casi inmediata de la mezcla.

Posteriormente los pellets deben ser removidos del hiélo
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con -ayuda de una pinza, se colocan primero en el vapor del

nitrégeno y luego se sumergen completamente (14,67,68,73).
~ ampolletas

Del semen diluido y equilibrado se toman dos ml y se
envasan en ampolletas de pldstico de 2.5 ml de capacidad.
Estas ampolletas se cierran en su extremo superior y se ponen

en el nitrégeno de la misma manera que los pellets (29,51).
10.3 Técnica de congelacién

El eyaculado que va a ser congelado debe tener una. buena
calidad para gue las caracteristicas  fisicas del
espermatozoide no se alteren con 1os procesos de congelamiento
y descongelamiento. Por lo tanto, la dosis a trabajar debe
ser calculada teniendo en cuenta que una cantidad de células
se ‘vera afectada con dichos procesos (43). La dosisg
recomendada para la I.A. es de 10 x 10 § de células viables
por lo tanto al envasar (cualgquier presentacién) el semen para
su congelacién 22 debe calcular por lo menos el doble de la
dosis recomendada paravI.A. {53).

La técnica consiste en:

El eyaculade se diluye, se llenan las pajillas ¢
ampolletas 'y se baja su temperatura en forma gradual hasta
alcanzar los 5° C y se mantienen asi durante 3 horas. Existen

dos formas para congelar:

a)- Las pajillas se colocan en una cama de hielo seco y se

cubren con trozos del mismo. Posteriormente se agrega alcohol
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absoluto para favorecer el contacto entre el hielo y las
pajillas. Las pajillas congeladas se sumergen en nitrégenc

liguido para ser almacenadas {15).

b) Las pajillas llenas y equilibradas se exponen al vapor de
nitrégeno y luego se sumergen por completo (14,32).

La temperatura 6&ptima para mantener el semen antes de
congelarle es de 35° C, ya que a temperaturas mayores pueden
presentarse problemas tales como la precipitacién de proteinas
y espermatozoides. El semen antes . de ser congelade debe ser
equilibrado durante 3 horas a una temperatura de 5 ° C y debe

tener una motilidad minima de 75 % (6,15,33,37,49,67).
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XI. INSEMINACION ARTIFICIAL EN LA PERRA

El término Inseminaciédn Artificial (I.A.) significa
colectar el semen de un macho, para posteriormente
introducirlo en el aparato genital de la hembra. La primera
I.A. la realizé Lézaro Spallanzani en 1779 (4,3%5,37,62).

La I.A. ha sido recomendada en aguellos casos en gque la
monta natural no se pueda llevar a cabo, ya sea por factores
anatSmicos, psicolégicos u otros (59). Varios factores pueden
ocasionar gque 1los duefilos de perras con problemas para
aparearse normalmente recurran a la I.A., ya sea con semen
fresco o congelado, siendo contraindicada en caso de que
exista a posibilidad de transmitir alguna enfermedad de
origen hereditario en 1la progenie, por ejemplo, el

eriptorquidismo (16}.

Dentro de los factores anatémicos destacan:
a) Animales con hiperplasia vaginal.
b) Alteracicnes en genitales como la estrechez vulvar yr
traumatismos en el pene.
c) Problemas en sistema locomotor como son los traumatismos,
las heridas, etc. '
d) Predisposicién de raza (conformacién anatdmica).
e) Vaginitis crénica.
£y Himen persistente.
' gs Ereccién temprana.
h) cicatrices en vagina provocadas por .distocia.

i) Exceso de pesc por parte del macha (7,16,37,42,62).
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FACTORES PSICOLOGICOS

a) Animales sin experiencia sexual o muy jovenes.

b) Temperamento agresivo o muy nervioeso.

¢} Impotencia: Si el macho al intentar montar ha sido agredide
por la hembra o por su duefio, puede asociar una agresién o
dolor con el trabajo sexual, por lo tanto, se anula o se

afecta el buen desempefio de este animal (59,62).

OTROS
a) Animales distanciados geograficamente.

b) Para evitar la transmisién de enfermedades venéreas.
11.1 RECOMENDACIONES PARA QUE LA I.A. TENGA EXITO

a) Utilizar equipo sencillo y estéril.

b} Los animales deben ser trabajados en un lugar tranguilo.

c) Que esten los perros con sus manejadores.

d) Evitarle distracciones al animal durante la coleccidn del
semen.

e). El equipo se preparard de antemano y estard accesible.

f) De ser posible se tendrad una hembra en celo para estimular
al macho.

g) Previa a la recoleccién del semen, se habrd determinado 1la

etapa del estro esn la perra por citologia vaginal (25,46,62,64).
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11.2 TECNICA DE XI.A EN LA PERRA

Una vez comprobada la fase del ciclo estral de la perra y
si la evaluacién del semen indica una buena calidad (> 70% de

motilidad, > 200 x 10 7

espermatozoides por ml,> 80% de
espermatozoides normales, pH neutro, sin secrecicnes
extrafas), la I.A puede ser llevada a cabo. El1 momentec 6ptimo
para inseminar es cuando citolégicamente se ha identificado la
etapa de estro, ya que la ovulacién ocurre aproximadamente 24
hrs. después del inicio de esta (36).
El material para llevar a cabo la I1.A. es : (fig 15)

~ Jeringa

- Manguera de latex unida a una pipeta de inseminacién

Una vez obtenido el semen, se lavan y se secan’
perfectamente los genitales de la perra, después se carga la
jeringa cun el semen (la jeringa se conecta previamente a la
pipeta) dejando un espacio de aire para evitar que el semen Se
quede en la pipeta al momento de introducirle en la perra, La
pipeta se introduce suavemente, ya gque entre la vagina y el
vestibulo existe una constriccién, la cual debe ser atravezada
‘con la pipeta (o bien con e! hisopo cuando se toman las
muestras para estudios de citologia vaginal} (41). Con la
pipeta se .depositard el semen lentamente y lo més
profundamente posible para que guede lo m&s cercano al cérvix,
ya gGue la posicién de este no permite depositar. el semen -
intrauterinamente (Qer‘capitulo de énatomia). La daposicién

intrauterina del semen solo puede hacerse cuando se utiliza un

BT TS5 W pr
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cateter especial ¢ por laparotomia, lo cual no resulta
practico (4,5,6,24,52,68)

Después de haber depositado el semen, la perra debe
levantarse de Jlos miembros posteriores por unos cuantos
minutos para que por gravedad el semen pase al fondo de saco
de la vagina, facilitando asi su ascensoc hacia el utero
(4‘,54). A partir del primer servicio, los subsecuentes pueden
realizarse cada tercer dfa durante toda la etapa fértil

(25,41,52).

11.3 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA I.A.

Las ventajas de la I.A son:
1.~ Se pueden obtener camadas similares en nGmero a las
obtenidas mediante monta natural (6,68).
2.- Con esta técnica se pueden utilizar animales que no se
encuentren en la misma localidad, usando semen preservado
(42,62). )
3.~ Aumenta la eficiencia reproductiva de los sementales,
‘porque no son sobretrabajados y su produccién espermdtica no
se ve alterada (16). ‘
4.~ Ha sido de gran ayuda para controlar la transmisién de

enfermedades venéreas (16,38,62).
Rlgunas desventajas de la T.A. son:

1.~ Ya legislacién del American Kennel Club de Estados Unidos
y la del Ministerio de Agricultura en Inglaterra, que controla

"los permisos 'para\ la realizacisn de la I.A. (62) vya sea con
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semen fresco o congelado, han determinado gque los ejemplares
nacidos por esta técnica con secmen congelado de importacidn

sean descalificados de los concursos de belleza (41).

2.- La I.A. puede permitir la utilizacidédn fraudulenta del
semen (62).
3.~ Existe el riesgo de diseminacién de enfermedades

hereditarias (47).
4.~ 5e necesita cierto entrenamiento por parte del manejador. y
no se evalGa la libido de los machos.,

5.~ Los animales se pueden acostumbrar al manejo y no querer

.

montar naturalmente.
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A Jeringa .
" g Manguera de latex

" ¢ Pipeta de inseminacidn

‘ 'Fig. 15 Material ut‘ﬂizado‘paré vealizar L.A. en el pérro.
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CUADRO 1

CARACTERISTICAS FISICAS DEL SEMEN CANINO

CARACTERISTICA PEREZ HARROP
VOLUMEN 12.6 10
(1.5 - 25) (1 - 25)
CONCENTRACION ESPERMATICA 60 ' : 125
(10)° /mm (20 - 110) © (4 - 540)
PESO ESPECIFICO 1011 1011
pH 7.01 6.8
(6.92 - 7.2) (5.8 =6.9)

ADAPTADO DE MAR’I‘IN, E., ESPINOSA, E. Y JOSA, A. (49}



CUADRD 2

CARACTERISTICAS QUINICAS DEL SEHER CANINO °

eyaculado fl F2 (31

Peso seco (a) 3800 2500 2300 2100 6600 3100 2800 2500

Agua (%) 96.4 §7.5 97.8 97.9 9.4 96.9 97.2 97.5
pH .4 were 6.2 -ere- 6.3 eees 5,5 coes
Sodis (b) 139 114 164 eeeee 180 192 136 72
Potaslo (b) 8.2 8.1 5.8 eeer- 13 13 7.7 7.5
Calelo (b} 6.7 0.7 4.4 e 0.4 0.4 0.5 0.5
Megnesfo (b} 0.5 0.5 1.5 --e-- 0.8 0.6 0.3 0.3
Clore (b) 151 152 160 +--ee 192 206 160 160
Bicarbonato 2.9 e-- 2.2 eeee- 4.2 R

PO ac,tot, (&) 11 9 1.2 0.7 34 29 1.5 0.8
4

Cobre (a) 0.6 0.5 0.2 -+ L4 1.2 0.3 0.
2ine (a) 8.5 Tz 2.2 e 7184 T T8
Hierra 0.1 wee 0,03 vene- 0.06 --- 0,02 e
Subs. reduc.(a) 21  e-- - 15,2 ee-c- 17.8 == 4 -
Fructosa (a) 0.6 - 0.5 =een- 2.3 eeer T 03 ee-
My fot.(a) . 361 3B 256 ---e 699 659 L12 403
Noprot. (a) 330 11 278 ----e 838 595 381 374
Protairngs {5} 2060 2018 740 ----- ey w7 2 2o

Lactato {8} --- 17.5 e 9 e 20020 +ee 163

(a)}x mg/100 mi, (b= mEqfl. S= semen Pz plasma F= Fraccion '
del eyaculado. ADAPTADO DE MARTIN, €., ESPINOZA, E., Y JUSA,
A (49D, .



CUADRO 3

ANALISIS BIOQUIMICO DE LAS FRACCIONES DEL SEMEN

CONCEPTO Fl1 F2 Fl
sodio (a) 153.0 141.2 148.5
pPotasio (a) 7.9 8.8 9.4
Cloro {a) 155.0 142,0 159.0
Calclo (a) 0.33 0.2% 0.25
Magnesio {a} 0.734 .49 0.22
Fesfato Inorga’'nico {a) 0.15 0.68 1.44
Creatinina (a) 703.0 542.0 62.0
protelina Total (b) 8.0 14.5 29.0

{a) = mmolfl

{b) = g/}

Adaptado de Caldercn Yubl (14}

CUADRO 4

ANORMALIDADES DEL ESPERMATOZOIDE CANINO

tica distal

Dafecto Localizacie'n Tipo de Defecto
Deaviacio’n Cabeza Primario

" Union abaxial Parte Hedla Primario
Duplicidad Parte Media Primario
Enrrollamiento Parte Media Primario

- hdalgazamiento Parte Madia Primario
Inflamacio’n Parte Media Primario
Gota citoplasmi- Parte Media Primaric
tica Proximal
Enrrollamiento Cola Primaric
Duplicidad Cola brimario
Dagunidn cabaza y Cola .Secundarlo
Dobles Parte Hadla Secundarlo
Dobles cola Secundario
Gota citoplasmi-~ Cola Secundario

Adaptade De Feldman y Nelson (25)
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CURDRO 5
COMPOSICION, CARACTERISTICAS Y OSMOLARIDAD DE SEIS DILUYENTES
PARA SEMEN CANINO

INGREDIENTE DILUYENTE

{9/100 ml) CAP{l) EYT CUE BF3 EGB({2) SM(3}
TRIS —— 2.44 - 1.0 —mam e
(hidroximetil aminometano)

Ac. citrice ———— 1,36  0.07 1.0 m——— e
Bicarbonato de sodio —---— —— 0.17 —— 0.15 -—
Cltrato de modic 1.56 — 1.16 — —— —
Cloruro de potaslo D.78 ——— 0.75 -—- ———— e--
Ac. Ncaproico 1 ml ———— —— -— m—m—— mee
(=cl. 25%)

Glucosa 0.23 0.82 0.24 - 3.0 -
Yema ‘de hueve 20wl 20 mr 20 ml  -em 30 ml  ea-
Cagelna ———— ——— -——— 2 ———— -
Lactosa ———— -——- ——— 4 e
Fructosa ———- o ———— 0.5 ———— ——
Leche descremada ———— ———— - - -=== 100
Osmolaridad 3264.02 304+.2 30835 316i5 29923 277:4
{miliosm/kg})

pH 7 %02 7 £,02 7£.02 7+,02 7+.07 61,02

(1) filtrado con nltrogeno li‘quido por 15 a 20 mlnutos para
enfriarlo a 5 C antes de usarlo.(2) centrifugado a 12000 x g 10
minutos antes de usarlo.(3) calentada a 92 € x 10 minutos antas
de usarla y luequ enfriada. adaptado de Province gf al,.(61)

CUADRO &
EVALUACION DE LA MOTILIDAD ESPERMATICA DE SEHEN PRESERVADO POR 9

DILUYENTE UTILIZARO

fovlade cf24 b LD Lp DF
1 5 S S
2 S 5 5
3 5 L 5
4 4.5 S 4
5 4.5 4 3.5
] 4 2 2.5
7 3.5 1 2
8 3 0.5 1.5
9 2.5 ] 1
10 1.5 0 0.5
11 0.5 ¢ Q -
12 o] Q 0

LD = Lache deacremada con 10 % de yema de hueyo'y 500 UI/ml.de
estreptomicina.LP= Leche Pastaurizada.DF = Diluyente de Foote
Adaptado de Harrop (35).
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CUADRO 7

GESTACIONES OBTENIDAS MEDIANTE INSEMINACION ARTIFICIAL USANDO
EMEN PRESERVADO Y TRANSPORTADO DE UN PAIS A OTRO

Investigador ) Lugar Ano TDP Resultado
Bendorf y Chung California 1958 36 4 cachorros
Hono?ulu' I
Radford Gran Bretana 1959 se desconoce Aborto por
Alemgnia accidente
Harrop Gran Bretana 1956 140 5 cachorros

a
Estados Unidos

'TDP= Tiempo de preservacion expresado en horas. Adaptado de Harrop (36).
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aren 8

DAOLGIA DE LA CONELACION DEL SEMEN CM IO

Inestigetr . Ao Dilwyerte LHcerol ™ o »e Wolumn© 0f
nierrer Males 1957 3 X a: cltrato de sadio en 5.8 75 b Ll Gestacion L N
g desti
By 178 3 %o citrato & sedio en b5 ] L1 L] L1 b -
oo dstiloh
Hatrmp 1961 Leche descreendh (calentacds) ML 0 LU 1)
Mrtin * 1063 120 i cs soluclen Rlaer- 2,48 -] EEIS B -
Krets, Herseleit (R0H)s 20/
de solwcién buffer,
Kartin » w3 9 X de leche descronacs 75-10 © a3 .- s e
potve + opn destilada,
3 partes (v/v) de soltoitn
(). 75-10 0 ad B - -
1 arte (v/v) 0.1 M de sol.
auffer; 1 parte (v/v) &2 -
sol.ce frctoss ol 308 M
3 partes {viv) desol, de
citrato de sctio al- 3 M, 75-10 ¢ ad 6 . .. .-
1 porte (v/v) oo sol, Butfer
al I M,
1 parte (v/v) de ool de
frictoss al M8 K.
Foote =~ 174 Sols trisal @M esol, 11 2 ab 4 13 .o
gluwoa af 1.5 X+ sol, de
citrato de sadio t 217X,
¥ 1.5 X de glucsa, 2 2 b T
Sooqer 95 11 % s lactena (pv). 3 2 6
Y Gest ¥ 11 X e lactosa (v). & 2 f -] " 12 a0
GILL ey 2t ™ ¥ Tris « Ac. eftrico ? a LI} 0 1.5 “
+ tnrtosa « 11X o Dtz & = n 55 [ 15 20
Anckrsen w2 trisal .2 W, 7 2 H E: -1 15 20 "
Seoger v Fletcher . 1973 11 % de lactoss & X 1 N @&



bdvser W Saldecitzaa s uis 8 ' o1 -
. ¥ fructoa al 2 M, .

Mdrsan 197 Sal. do eftrato + tris 2 2 kR 101 FA T
y inctea el 2 H,
Adotuen 1976 Sal. de Ac eltrico y 8 2 I ] 5213 H m
t triz-fnctosa al 2N :
Takeishi gt o\ W 12 % ce leche + 1,2 K e 4 3 LA 2] TR
glucsa, citreto i sadio y .
fosfoto,
Plnte y Seger Wit 11 % e 1nctosn, L3 0 1 L R & N
Lees y Etliberry 917 Mxd lactosn, 4 o] f 50 V4 n 13
- Dorlstiwem 0 tris-fnetocs 4 citrato b 20 [ L]
Bomt 2t 2l %% trin 2 LI [ L1} b

YH 2 Yoo i frrve; T # Tipe the coreetvacitny WC « Mot [kt postoirgel anfento; RC  kego de oonoqpecitny D1 = Doafe {nodwirady

2 = epolieta; b s lilelo seco; & # A dustilude; d » Cogelach atmptico; | » Peilaty; H = Pajiila; H1 9 o informeh

* La soluchin I cantiee 100 at 0.9 % ce ML, & ol 88 1, 15300t ol o) 3.52th72!! ol 1,3 X de kT8,

£ 1.5 % e gluoose esta ooretinutds for 3,000 p de Trils on 1002 g m &idh chrico machidratacd y 1.5 g e glicees dit-

dn o 100wl de ags doetilada,

e L sofrien Tris-Ac, cltrico Frctns contioe 2.4 @ do Tris, 1.3 g o A, cfteico eorchicrsindy ¥ 1,0 g de Yructosa dild-

o o0 72,2 el de wan destilack,

NOIA: uwnwugmm T e HEVD ¥ LA NITILIOND FOSTONGELAMIENTD ESTRN EXSESAAS BN X, EL VOLLMON £X wl mmsls NS R
E5Th GALILADA x10,

WOPTAG € FEUMY ¥ IELSH (5.
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Miren 197% Sal. d eltrato + tris 8 4 B 910 -1
: y fnctma al 2 H. :
Mt W Sl de cftrato « s £ Hom wn 25 m
y frictoa al .2 M.
drdruen 9% Sol. de be, eltricoy ) ] H n A=z 2 0
trisfnetoss at 24
Taelishi et pt W 2 Xck loche + 12X e [ 4 # n ki M Nt
glusa, cltrato de sodio y
. fosfato,
Pll.u ¥ Seager it 11 X e lactosa, ) & 1 L) 2m L] Kl
- Loy y Costleberry 1977 11 X e lactosa, 1 2 f % ) i 1
thelatimeen i il tris-frctom ¢ citrarn 53 - L] ] --- s
Baemetal W tris - I 15 W 3

TH® Yorm o feevo; TC 7 Tho de comervic]tny MG = Mot [ {dyd pratoorpel amieno; RE = Rongo e corcepee iérg 01 o Donfe Tnaesinuds

a % fpol Leta; b * Rlelo seco; ¢ = Agus dest!ieck; d = Corgelach mgrutien; f = Pellets; H w Pajilla; NY » Mo informady

"o La soluidn PAOH contiore Y00 81 0.9 T WL, & ml ol 1,15 X o i, Tl ol 380 X oo WSO y 2t al 1.3 X ok N, -

*El 1,5 % de gluooss exta comt{tuich por 3,028 g de Tris on 1.6 g de Acido cltrico mychid-atadz y §.5 g de gluooa offud-

de o 100 ml de s distilxh,

4 La solucidn Tris-k, citrico- Fnctoss comtiene 2,4 g de Trly, 1.3 g de Ac, clirice lﬂﬂﬂﬁ‘!lﬂh y 1.0 g dr fncras dilud-

da m 72,2 o oe son dstilah,

WOTA: uc»mmnsulm TENA DE HEVD Y (A MUTILIDAD ROSTOTRGELMMIENTD EE'IMBMWASDIX, EL\CI.Uﬂlmnl ¥ LA DCSIS [NSEHWOA
ESTA CALOULKOA 210,

AP0 DE FELEWW Y MELSIN (35).
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