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RESUMEN

Se disefidé un estudio experimental para realizar la evaluacion de dos
dilutores sobre los parametros macro, microscopicos y funcionales de semen
conservado de caninos. Para tal efecto se utilzaron 5 caninos adultos sin
raza definida, intradomiciliarios, clinicamente sanos y de fertilidad
comprobada. De estos animales se obtuvieron 4 muestras seminales las
cuales se dividieron 2 alicuotas de 0,5 ml, las mismas quefueron sometidas
a dos dilutores, el primero basado en Leche UHT (LUHT) y el segundo
basado en Glucosa Citrato (GC), y a 4 horas de evaluacion (0, 24, 36 y 48
horas), asimismo, en estas muestras se evaluaron Volumen (ml), Color
(blanco lechoso, blanco opalescente), Motilidad (%), Viabilidad (%),
Morfologia (% de cada categoria), Concentracion (espermatozoides por ml),
Integridad de membrana (%). Luego del analisis se hall6 un valor promedio
final de volumen de semen de 1,88 + 0,30 ml, correspondiente a la segunda
fraccion, Con relacion al color del semen, el color predominante fue de
Blanco lechoso, a excepcidén de un especimen que mostrdé dos muestras de
color Blanco Opalescente, en referencia a la concentracion de
espermatozoides al inicio del estudio, se encontré6 un valor de 470,48 *
47,93 X 10° células espermaticas, el cual fue considerado normal. Con
relacion a la motilidad se observé un valor inicial de 95,7%, pero luego de
someter las muestras a las horas de evaluacion (24, 36 y 48 horas) se
aprecié una diferencia estadistica significativa entre ellas (P<0.05), debido
principalmente a un efecto acumulativo del shock hipotérmico, asimismo, no
se hallé efecto del dilutor entra las horas evaluadas (P>0.05). El efecto de la
adicion de los dos dilutores sobre el semen canino afecto significativamente
(P<0.05) la viabilidad de los espermatozoides en el tiempo, mostrando
valores iniciales similares en ambos dilutores (88,65%) y este valor
disminuy6 progresivamente hasta alcanzar valores de 62,30% en el caso del
dilutor en base a leche UHT y 63% para el dilutor glucosa citrato, asimismo,
no se hallé efecto del dilutor entra las horas evaluadas (P>0.05). Con
relacion a las anomalias morfolégicas, el porcentaje promedio de
espermatozoides normales fue de 80%, las anormalidades halladas
corresponden a la pieza intermedia, donde se han encontrado un porcentaje
de 15,7% de gotas citoplasmatica proximales y 4,35% de gotas
citoplasmatica distales. En relacion a la integridad de membrana, no se
hallaron efectos de los dilutores; sin embargo, durante las horas de
evaluacion se observa una disminucion lineal en el tiempo, estos valores
difirieron significativamente (P<0.05), lo cual permite establecer que
conforme pasa el tiempo, la integridad de membrana se altera
significativamente. El efecto de ambos dilutores sobre los parametros
evauados fue similar en todos los pardmetros evaluados, lo que permitiria
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utilizar en forma practica el dilutor basado en Leche UHT, con las mismas
ventajas que el dilutor Glucosa Citrato.
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l. INTRODUCCION

1.1.ENUNCIADO DEL PROBLEMA.

Evaluacion de Dos Dilutores sobre los Pardmetros Macro, Microscépicos y
Funcionales de Semen Conservado de Caninos. Arequipa — 2011.

1.2. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

El creciente interés en el perro doméstico como especie de compafia y de
trabajo, ha generado un importante incremento en la investigacién sobre la
biologia reproductiva de la especie (Farstad, 1996; Cain, 2001). Uno de los
asuntos mas investigados ha sido la conservacién de gametos, ya sea para
ser utilizados en programas de inseminacién artificial o para fecundacion in
vitro (Yamada et al., 1992; Hay et al., 1997; Farstad, 2000; Holt, 2000).

Asimismo, la necesidad de mejorar la propagacion de la especie, preservar
la linea germinal o aumentar la producciéon de crias en razas caninas que
tengan una baja tasa de fecundacién, ha incentivado la investigacion de
nuevas tecnologias reproductivas. Un segundo ambito de interés, es que el
perro podria ser un modelo de estudio en el laboratorio para mejorar la
fecundidad o preservar gametos de especies en peligro de extinciéon, como
el lobo artico (Canis lupus), el lobo de etiopia (Canis simesis) o el lobo

mexicano (Canis lupus baileyi).

1.3.JUSTIFICACION DEL TRABAJO
1.3.1. ASPECTO GENERAL

La conservacion de gametos procedentes de animales de alto valor

genético, asi como de especies en vias de extincion, constituyen una
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invalorable fuente de material genético, tal es el caso de la presente
investigacion que pretende evaluar el efecto de dos dilutores sobre la
evaluacion macro, microscopico y funcional de semen refrigerado de

caninos.
1.3.2. ASPECTO TECNOLOGICO

Con la presente investigacion se aportara nuevos conocimientos y
herramientas para la conservacion de semen de caninos, lo cual
representard una tecnologia innovadora para ser utilizada por los

profesionales especializados en caninos..
1.3.3. ASPECTO SOCIAL

La conservacion de gametos representa una alternativa para la
preservacion de material genético de animales de importancia para
los propietarios y de especies caninas en vias de extincion para

asegurar la progenie de las mismas..
1.3.4. ASPECTO ECONOMICO

La actual importancia de especimenes caninos de alto valor
econOmico requiere la preservacion de su material genético sobre
todo en aquellos animales donde la monta natural es un impedimento
para su reproduccion y el consecuente mantenimiento de una linea en
especial. Asimismo, la preservacion de gametos de perros de alto
valor genético y su propagacion, constituye actualmente una opcion

econdmica rentable en el mercado local.
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1.3.5. IMPORTANCIA DEL TRABAJO

La importancia de la presente investigacion radica en validar la
utilizaciéon de un dilutor que es de facil preparacion, el mismo que
podria ser preparado con un minimo de equipo y con insumos de facil
adquisicion en el mercado local. Asimimo, podria ser utilizado en
reproductores que tienen defectos fisicos para realizar la monta, de
igual manera podria ser almacenado bajo refrigeracion el semen de

estos animales para ser utilizado con posterioridad.

1.4.0OBJETIVOS
1.4.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar los pardmetros macro, microscopicos y funcionales de semen

conservado de caninos sometidos a dos dilutores.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Valorar los parametros macroscoépicos (color y volumen) de

semen conservado de caninos sometidos a dos dilutores.

e Evaluar los parametros microscépicos (motilidad, viabilidad,
morfologia y concentracién espermatica) en semen conservado
de caninos sometidos a dos dilutores.

e Determinar la funcionalidad de la membrana plasmatica (prueba
hiposmaética) de espermatozoides en semen conservado de

caninos sometidos a dos dilutores.

1.5.PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Dado que el dilutor de Glucosa — Citrato ha demostrado apropiadas

respuestas en los parametros seminales de caninos, es probable que el
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dilutor en base Leche Descremada — UHT provea condiciones para una
mejor conservacion de las células espermaticas, en comparacion al
dilutor de Glucosa — Citrato, representado por adecuados pardmetros de

evaluacién seminal.
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.  MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1. ANALISIS BIBLIOGRAFICO
El perro de nuestros dias tiene como ancestro al lobo y comenzo a
formar parte de la vida del hombre hace aproximadamente unos 15.000
afos, cuando por motivos alimenticios, se convirtio en carrofiero del
entorno que rodeaba los asentamientos humanos semipermanentes.
De hecho, la hipbtesis mas probable seria que, hace unas 1.000
generaciones, los canidos fueron capaces de observar todas las
ventajas que les ofrecia vivir alrededor de los campamentos humanos y
esto, unido a la sociabilidad de esta especie, les permitiera la
supervivencia. Hace unos 12.000 afios, el lobo doméstico evoluciono a
un perro primitivo que, ademas de tener menor tamafio y mejor
caracter, era mas obediente y sociable. Los humanos destinaban estos
perros primitivos para diversas funciones (proteccién de campamentos,
colaboracion en las cacerias y fuente de alimento cuando escaseaban
las presas salvajes), con lo que la presencia de los perros comenzo a

tomar importancia en las sociedades humanas (Fogle, 1996).

A lo largo de la historia, la especie canina ha representado un papel
importante en la religion, arte, folklore y mitologia de algunas culturas,
como la China hace unos 4.000 aios o la Persa hace unos 2.750 afios.
Los perros también se han utilizado como simbolo de diversas
efemérides, siendo inicialmente los ejemplares destinados a la caceria
simbolo de poder, riqueza y prestigio; luego pasaron a ser muy
apreciados por la heraldica y, finalmente, comenzaron a formar parte
de objetos decorativos. Como otros muchos animales, el perro ha sido
muy apreciado como personaje literario, tanto adulto como infantil. Y,
desde que el ser humano empez6 a disponer de tiempo de ocio, la
especie canina destaco por ser un gran entretenimiento para el publico
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en general, tanto en circos, como cines, etc., ademas de formar parte
de muchas actividades deportivas elegidas por el ser humano (Fogle,
1996).

Antiguamente, la principal funcion del perro era su uso como animal de
trabajo, pero con la evolucién que ha sufrido la sociedad moderna, este
papel en la actualidad es secundario siendo su labor principal la de
animal de compafia. Pero, a diferencia de otras especies domésticas,
los perros poseen una gran inteligencia y, sobre todo, una enorme
nobleza que lo convierte en una de las pocas especies animales
capaces de desarrollar de una forma destacada funciones de guarda,
defensa, rastreo, pastor, salvamento, guia o auxiliares, de tiro, de
servicio social, ademas de ser un animal enormemente valioso en
concursos de pastoreo, pruebas de campo, , carreras de trineos o

concursos de belleza.

Todo ello, explica por si sélo, como una especie que no genera los
beneficios econémicos que podria aportar un animal de abasto, ha sido
capaz de integrarse en la sociedad humana con tanto arraigo,
aportando sobre todo afecto y compafia a una sociedad cada vez mas
independiente y estresada; por otro lado, no hay que olvidar los
grandes beneficios econdmicos y de prestigio que supone la cria de
ejemplares, que sobresalen por su belleza y habilidad en las diferentes
modalidades de concursos caninos celebrados.

El interés por mejorar la fecundacién en canes se centra principalmente
en el potencial econdémico que tienen estos animales. Lo expuesto ha
inducido a disefiar diversas metodologias que permiten extender y
preservar la capacidad fecundante del semen canino. La refrigeracion a
4 °C permite preservar el semen por algunas horas en tanto que la
congelacion podria preservar espermatozoides por muchos afios. La
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tasa de prefiez al utilizar semen refrigerado varia entre 45 y 65%, y
depende de factores como la calidad del semen, el momento de
inseminacion y el lugar donde se deposite el semen (Utero o vagina)
(Linde-Forsberg, 1995; Linde-Forsberg, 2001), mientras que la tasa de
prefiez con semen fresco es alrededor del 84% (Linde-Forsberg y
Forsberg, 1989, Linde-Forsberg, 2001). Esta diferencia podria deberse
a que los espermatozoides pueden experimentar dafios a nivel de la
membrana plasmatica y probablemente también a nivel del acrosoma

durante el proceso mismo de la refrigeracion.

El acrosoma es una vesicula de secrecion que se encuentra en la
cabeza del espermatozoide y contiene numerosas enzimas hidroliticas.
Este organelo tiende a romperse en el proceso de refrigeracion y
calentamiento teniendo por consecuencia que el espermatozoide

pierde su capacidad fecundante (Pefia y Linde-Forsberg, 2000).

Se ha observado en bovinos (Wheeler y Seidel, 1987), en humanos
(Critser et al., 1987) y en ratones (Fuller y Whittinghan, 1987) que los
espermatozoides sometidos a algin proceso de preservacion en el
tiempo, como la refrigeracion y el congelamiento, penetran en los
ovocitos en un tiempo menor (Watson, 1995). En el caso de
espermatozoides caninos se evidencia un cambio en el tiempo para
que ocurra la capacitacion, probablemente debido también al proceso

de refrigeracion.

2.1.1. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR MASCULINO
EN LA ESPECIE CANINA
2.1.1.1. Testiculos
Los testiculos representan el érgano reproductivo principal del
macho. Su funcién es doble, porque ademas de producir los

gametos masculinos (espermatozoides), generan una serie de
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hormonas esteroideas. La principal diferencia con los érganos
genitales femeninos es que todos los gametos potenciales no
estan presenten desde el nacimiento, sino que las células
germinales masculinas sufren continuas divisiones durante toda

la vida reproductiva del animal (Hewitt, 2000).

En todas las especies animales, con independencia del sexo
final del embridn, en el feto las génadas primitivas migran hasta
situarse cerca de los rifiones. En este estadio es imposible
diferenciar un testiculo de un ovario, y solo cuando puede
establecerse esta diferenciacion es cuando empieza a
desarrollarse el epididimo y el conducto deferente (Hewitt,
2000; Vazquez et al., 2000).

En las diferentes especies domésticas esta perfectamente
establecido que los testiculos descienden hasta el escroto a
una determinada edad; sin embargo, en la especie canina no
hay unanimidad a la hora de determinar cuéles son las
condiciones necesarias para que los testiculos se sitlen en el
escroto. La teoria mas ampliamente aceptada es que los
testiculos atraviesan el canal inguinal alrededor del cuarto dia
de vida (Allen, 1992) y se localizan en el interior del escroto
entre los 10-14 dias tras el nacimiento (Burke, 1986). No
obstante, en otros estudios se defiende que el descenso
testicular puede completarse durante el estadio fetal y
prolongarse hasta los 6-8 meses de edad sin que ello
represente una patologia (Hewitt, 2000). El testiculo debe
migrar por el canal inguinal hasta el escroto; este fenbmeno se
produce cuando se desarrolla en el polo caudal del testiculo un
cordon mesenquimatoso, de apariencia gelatinosa, que se
extiende desde la pared inguinal del feto hasta el testiculo del
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lado correspondiente y que recibe el nombre de gubernaculum
(Ruberte y Sautet, 1998; Sandoval, 2000). Cuando se termina
el desplazamiento del testiculo, el gubernaculum sufre una
degeneracion. La finalidad de esta migracion es depositar al
testiculo en el interior del escroto envuelto por una bolsa de
peritoneo que es la tudnica vaginal (Hewitt, 2000), para
finalmente adquirir una posicion intraescrotal normal (Allen,
1992). Cuando el descenso testicular no se completa,
guedando uno o ambos testiculos retenidos a nivel inguinal o
abdominal, se desarrolla una alteracion patolégica denominada
criptorquidia, situacion relativamente frecuente en la especie
canina (Batista et al., 2000).

La morfologia del testiculo es ovoide y el eje mayor se
encuentra en posicion longitudinal (Allen, 1992). Aunque la
especie canina presenta una gran variedad de formas y
tamafos, se acepta que el tamafio medio de los testiculos de
un perro de raza mediana es 3 x 2 x 1.5 cm, existiendo una
relacion entre la masa corporal y el tamafio testicular (Hewitt,
2000; Johnston et al., 2001). El testiculo se encuentra
constituido basicamente por una masa parenquimatosa
perfectamente mantenida por un armazon o estroma de tejido
conectivo fibroso, cuya fraccibn mas densa y compacta es la
tunica albuginea. Esta estructura parenquimatosa también
representa el soporte necesario para los plexos nerviosos y el
sistema vascular responsable de la nutricion del 6rgano
(Ruberte y Sautet, 1998; Vazquez et al., 2000).

Desde la tunica albuginea se proyectan una serie de septos

hacia el interior del testiculo, cuya funcién es la de separar a
los lobulillos parenquimatosos. Estos lobulillos confluyen hacia
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el centro del testiculo, a nivel del mediastino, y su funcion es
sustentar la rete testis (Sandoval, 2000). La rete testis esta
formada por una serie de conductos anastomosados a nivel del
mediastino, que se interponen entre los tubulos seminiferos y
los conductillos eferentes que, a nivel de la cabeza del
epididimo, confluyen en el conducto epididimario (Christiansen,
1984). El parénquima se reagrupa en los espacios interseptales
como lobulillos testiculares y cada uno de ellos esta constituido
por un pequefio niumero de tubulos seminiferos y de tejido
intersticial (Sandoval, 2000). La espermatogénesis tiene lugar
en los tubulos seminiferos que vierten los espermatozoides a la
rete testis para conducirlos hasta el epididimo que se
encuentra en el exterior del testiculo (Allen, 1992). Los tabulos
seminiferos comienzan en la periferia del lobulillo intersticial
como tdbulos contorneados, largos y muy tortuosos y se
transforman en tubulos seminiferos rectos antes de terminar en
la rete testis.

Adyacentes a la membrana basal de los tubulos seminiferos
existe una densa capa de células espermatogenéticas
mantenidas por otras células no germinales que son las células
de Sertoli (Sandoval, 2000). El tejido intersticial, donde se
sitian las células de Leydig que se encargan de sintetizar la
testosterona, constituye la fraccion extratubular del parénquima
testicular y se agrupa en lébulos adyacentes (Hewitt, 2000;
Sandoval, 2000; Vazquez et al., 2000).

2.1.1.2. Epididimo
Es un conducto de gran longitud que se encuentra fuertemente
enrollado sobre si mismo. Se estructura de tal forma que
pueden distinguirse tres porciones (Allen, 1992) perfectamente
diferenciadas entre si:

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

- Cabeza: situada en el borde craneo-lateral del testiculo y
dificilmente puede palparse.

- Cuerpo: se sitla sobre la superficie dorso-lateral y tampoco es
posible su palpacion.

- Cola: se localiza sobre el polo dorso-caudal, se palpa
facilmente en un perro sano normal y es una pequefa

protuberancia.

La estructura anatdmica mas relevante desde el punto de vista
reproductivo es la cola del epididimo, ya que actia como
reservorio de espermatozoides hasta que se produce la
eyaculacién y desemboca en una estructura tubular recta que
es el conducto deferente que también cumple funciones de
almacenamiento de espermatozoides (Ruberte y Sautet, 1998;
Hewitt, 2000).

Los espermatozoides maduran a lo largo de su paso por el
epididimo; en la especie canina, este periodo es de
aproximadamente 14 dias (Allen, 1992). Diversos autores
describen la presencia de unas células llamadas espermiéfagos
en el testiculo y en el propio epididimo, cuya funcion seria la de
fagocitar a los espermatozoides no eyaculados facilitando asi
su destruccion y posterior reabsorcion (lllera, 1984).

4.1.3. Corddn espermatico
Es una estructura que discurre entre el testiculo y la pared
abdominal. Esta constituido por cuatro componentes (Allen,
1992; Hewitt, 2000):
- Conducto deferente: esta estructura discurre por el interior del
saco vaginal y se encarga del transporte espermatico desde el
epididimo hasta la uretra. Se dirige dorsalmente y penetra en la
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cavidad abdominal junto con el cordén espermatico; a partir de
agui se situa cranealmente al uréter y desemboca en la uretra
a nivel de la préstata craneal.

- Musculo cremaster: procede del musculo oblicuo abdominal
interno situado cerca del anillo inguinal externo y se une a la
tunica vaginal en el testiculo. Se encarga de modificar la
distancia desde los testiculos al abdomen para producir una
correcta termorregulacion.

- Arteria espermatica o testicular: discurre a través del plexo
pampiniforme y se encarga de transportar sangre desde la
aorta hasta el testiculo.

- Vena espermética o testicular: esta vena se divide en un
complejo de pequefias venas (plexo pampiniforme) en el
interior del cordén espermatico, rodeando en este nivel a la
arteria espermatica. Su funcién es la de garantizar el retorno
sanguineo desde el testiculo a la vena cava vy
secundariamente, como la sangre que regresa es fria, se
garantiza una reduccién de la temperatura de la sangre arterial

que evita un calentamiento excesivo del testiculo.

4.1.4. Glandulas accesorias
4.1.4.1. Pristata
Es una glandula simétrica, bilobulada mediante un septo
intermedio. Representa la Unica glandula que anatébmicamente es
significativa en el perro y se localiza en el borde craneal de la
pelvis. La uretra atraviesa completamente la pelvis para llegar a la
base del pene, sin embargo, los conductos deferentes unicamente
atraviesan una pequefia porcion de la glandula antes de penetrar
dorsalmente en la uretra. El tamafio prostatico es tremendamente
variable en funcion del peso, raza y edad del animal (Allen, 1992;
Hewitt, 2000). En los perros, la prostata es la encargada de
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producir tanto la primera como la tercera fraccion del eyaculado;
para un perro de raza mediana, el volumen medio de secrecion es
de 1-2 ml para la primera fraccion y de 2-4 ml la tercera (Burke,
1986). No obstante, en funcion de las razas caninas, se describen
volimenes de 0.1-2 ml para la primera fraccion y de 1-30 ml para
la tercera (lguer-ouada, 2001). El tiempo que tarda en expulsarse
la primera fraccion oscila entre 30 segundos y 1 minuto (Allen,
1992), mientras que la tercera tiene un tiempo de eliminacién que
varia en torno a los 3-30 minutos, debido a su mayor aportacion al
eyaculado (Arthur, 1991). La funcién de la primera fraccion es la
de limpiar la uretra de los posibles restos de orina, mientras que la
tercera es la encargada de aportar volumen al eyaculado
asegurando de esta forma el ascenso de los espermatozoides por
la vagina; asimismo, ambas fracciones cumplen una funcién
bactericida (Allen, 1992).

4.1.4.2. Ampolla
Aunque no tiene significado anatémico en el perro, cabe destacar
gue actda como reservorio de espermatozoides en el conducto

deferente antes de desembocar en la uretra (Hewitt, 2000).

4.1.5. Uretra, Pene y Prepucio
4.1.5.1. Uretra
Es un conducto cuya mision es la de transportar tanto la orina
como el semen. Se inicia en el cuello de la vejiga urinaria y se
dirige caudalmente por el suelo de la pelvis atravesando la
préstata; en este nivel, desembocan los conductos deferentes
sobre su superficie dorsal.
Caudalmente al isquion, la uretra penetra en el pene y discurre

sobre su cara caudoventral, introduciéndose por el surco
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ventral del hueso peneano (Allen, 1992; Ruberte y Sautet,
1998).

4.1.5.2. Pene
El pene posee un sustrato vascular de tejido eréctil (cavernoso
y €esponjoso) que garantiza la ereccidn necesaria para la
copula. Ademas, también es el responsable de la forma y del
grado de desarrollo del 6rgano genital; concretamente, en el
perro presenta una gran cantidad de tejido eréctil (Allen, 1992;
Hewitt, 2000; Sandoval, 2000).

En el pene se distinguen tres porciones bien definidas:

- Raiz del pene: es el extremo proximal del pene. Presenta dos
pilares que se insertan en la superficie caudal del arco
isquiatico a cada lado de la sinfisis. Cada uno de los pilares se
contindla con un cuerpo cavernoso que rapidamente confluyen
entre si para formar el cuerpo del pene. La uretra se localiza
centralmente al cuerpo, rodeada por el cuerpo esponjoso del
pene que es una continuacion del bulbo uretral que se sitla
entre los pilares (Frandson y Spurgeon, 1995; Sandoval, 2000).
- Cuerpo del pene: se sitia entre la convergencia de los
pilares y el glande. Su base anatomica son los cuerpos
cavernosos. En el perro es corto, cilindrico y poco aparente
debido al escaso desarrollo de los cuerpos cavernosos
(Sandoval, 2000).

- Glande del pene o glans penis (Allen, 1992; Sandoval,

2000) comienza en la unién con la mucosa prepucial y

consta de:
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» Bulbo peneano: es dificil de observar si no hay ereccién. Esta
constituido por tejido esponjoso, siendo una caracteristica de la
especie canina que la mayor cantidad de cuerpo esponjoso se
encuentre formando parte del bulbo. En el momento de la
ereccion, el bulbo adopta una forma mas o menos esférica que
se localiza en el cuarto proximal del pene cerca de la region
testicular, siendo el responsable del acoplamiento del pene en
el interior de la vagina en el momento del coito.

» Porcion larga del pene: es cilindrica en todo su trayecto y
constituye las tres cuartas partes distales del glande. Termina
de forma acuminada en la abertura de la uretra, pero
previamente presenta un rudimento de corona.

* Hueso peneano: es una osificacion del extremo distal del
cuerpo cavernoso. Se sitia en el interior del glande, es ancho
proximalmente y mas estrecho distalmente, presentando un
surco ventral donde se aloja la uretra. Junto al tejido esponjoso
qgue lo rodea, es el que determina el tamafio del glande del

pene en el perro.

La ereccion en el perro, ocurre fundamentalmente por un
aumento en la turgencia debido a que existe mas entrada que
salida de sangre, generando un aumento de la presion dentro
del sistema circulatorio peneano. Para que este fendémeno
ocurra se genera una vasodilatacion arterial por estimulo de los
nervios erectores del plexo pélvico y una reduccion del drenaje
venoso, motivado en parte por la compresion de las venas
dorsales del pene entre el arco isquiatico y el pene al
contraerse los musculos isquiocavernosos (Ruberte y Sautet,
1998). En el momento de la ereccion, el pene aumenta de
diametro y de longitud debido a la gran cantidad de tejido
eréctil que posee. El bulbo del pene finaliza su ereccion
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completa después que la del glande debido a que es necesario
la presidn que ejercen los muasculos de la vulva y la vagina
sobre el bulbo del pene, evitando asi que los animales puedan
separarse durante el coito hasta que el pene vuelva a ponerse
flacido tras la eyaculacion (Christiansen, 1984; Frandson y
Spurgeon, 1995).

4.1.5.3. Prepucio
El prepucio cubre completamente al pene cuando no se
encuentra erecto. Su cara externa se encuentre revestida por la
piel e internamente esta formado por una mucosa que se
continla con la mucosa del glande peneano o glans penis
(Allen, 1992).

4.2. GAMETOGENESIS EN EL PERRO

4.2.1. Espermatogénesis
La gametogénesis comienza ya en el estadio fetal donde las
células primordiales se diferencian en gonocitos que sufriran
procesos de mitosis tanto durante la vida fetal como en la
prepuberal; a este nivel, es cuando se diferenciaran en
espermatogonias, momento en el cual se detiene el desarrollo
de las células germinales a nivel de los tabulos seminiferos,
hasta que comience la pubertad (Allen, 1992; Hewitt, 2000).

El proceso de formacion de los espermatozoides en los tabulos
seminiferos comienza aproximadamente a los 4 meses de edad
y dura unas 8 semanas (McDonald y Pineda, 1989), si bien, la
aparicion de los primeros espermatozoides en el eyaculado no
se define hasta los 10-12 meses de edad. No obstante, hay
autores que definen que las células de Leydig no completan su
maduracion hasta los 5 meses, pudiendo encontrar
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espermatozoides en los tubulos seminiferos sobre los 6-7
meses de edad (Hewitt, 2000). La espermatogénesis se ve
alterada cuando la temperatura testicular es muy alta, por lo
gue se dispone de una serie de estructuras (saco escrotal,
musculo cremaster, masculo dartos, vasos sanguineos en el
corddn espermatico) que garantizan la temperatura idonea para
gue este proceso pueda tener lugar, ya que a la temperatura
fisiolégica del animal es imposible (Allen, 1992; Hewitt, 2000).

4.2.2. Espermatocitogénesis
Representa la primera fase de la espermatogénesis y consiste
en la produccion ciclica de espermatocitos primarios. Aparte de
las células en division, hay presente una reserva de
espermatogonias en estado de latencia que son
extremadamente resistentes a las agresiones por radiaciones y
toxinas, pudiendo incluso sobrevivir a traumatismos graves en
los testiculos (Allen, 1992; Hewitt, 2000). Esta descrito que en
la especie canina, cada espermatogonia es capaz de producir

un total de 64-96 espermatozoides (McDonald y Pineda, 1989).

Estas espermatogonias, que son las células precursoras de los
espermatozoides, se localizan en la membrana basal de los
tubulos seminiferos y sufren procesos de mitosis para generar
los espermatocitos primarios que, posteriormente, sufriran
procesos de meiosis para dar lugar a los espermatocitos
secundarios. Finalmente, los espermatocitos secundarios se
convertiran en espermatidas esféricas que ya contienen la
mitad de cromosomas (Allen, 1992; Hewitt, 2000).

4.2.3. Espermiogénesis
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En esta fase, las espermatidas esféricas se transforman
en espermatidas maduras que seran liberadas al lumen de
los tubulos seminiferos como espermatozoides (Allen, 1992).

Para que ocurra la transformacion es necesario que ocurra un
complejo reagrupamiento de los organulos de la espermatidas
maduras que daran lugar a los espermatozoides. Basicamente,
el nlcleo pasa a ser la cabeza, el aparato de Golgi generaria el
acrosoma Yy por ultimo, las mitocondrias y los centriolos
daran lugar al desarrollo de la cola. Las células de Sertoli,
gue se sittan sobre la membrana basal de los tubulos
seminiferos, retienen la mayor parte del citoplasma; de esta
forma, participan en la regulacién del paso de espermatidas

maduras a espermatozoides (Allen, 1992; Hewitt, 2000).

4.2.4. Espermiacion
Esta fase simplemente consiste en la liberacion de los
espermatozoides desde el compartimento basal de los tubulos

seminiferos hasta el lumen (Allen, 1992; Hewitt, 2000).

4.2.5. Morfologia del espermatozoide
El espermatozoide es una célula altamente especializada que
ha evolucionado para desarrollar una Unica funcion: fecundar al
ovulo. Presenta a nivel de la cabeza una serie de mecanismos
encargados de garantizar la penetracion del ovocito vy
transmitirle asi el material genético; por otro lado, la cola
posee una maquinaria metabdlica encargada de dotar de
movimiento al espermatozoide (lllera, 1984). Estructuralmente

se diferencian en el espermatozoide:

a) Cabeza: en su interior se sitla el nucleo y recubriendo su
polo craneal se encuentra el acrosoma con las enzimas
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acrosomicas (Hewitt, 2000). La extension del nucleo es de un
tercio de la longitud total de la cabeza (Frandson y Spurgeon,
1995). El acrosoma es un saco membranoso invertido que
contiene un complejo lipoglucoprotéico especifico que incluye
una serie de enzimas, tales como la hialuronidasa y acrosina.
La primera de ellas se encarga de degradar los
mucopolisacaridos y es posible que provoque la dispersion del
cumulus oo6foros del ovocito. En cambio, la segunda
facilita la penetracion del espermatozoide a través de la zona

peltcida del ovocito (lllera, 1984).

b) Segmento o pieza intermedia: formado por las mitocondrias
gue se alinean extremo con extremo en bandas que se enrollan
en espiral para formar una hélice y cuya funcién es la de
garantizar el metabolismo del espermatozoide y asegurar su
movilidad (Frandson y Spurgeon, 1995; Hewitt, 2000).

c) Cola: gracias a su movimiento flagelar permite el
movimiento del espermatozoide (Hewitt, 2000). De dos
centriolos situados en la porcion terminal de la pieza intermedia
parten una serie de fibrillas hacia la cola, presentando dos
fibrillas centrales rodeadas de un anillo de nueve pares
periféricos de fibrillas contractiles, responsables del movimiento

del espermatozoide (Frandson y Spurgeon, 1995).

Los espermatozoides del perro y el gato presentan una
cabeza aplanada y en forma de espada, siendo esta
morfologia similar a los de humano, toro y conejo (Hewitt,
2000). Los espermatozoides maduros presentan un citoplasma
escaso que es un resto del citoplasma de las espermatidas.
Esta pequeiia cantidad de citoplasma representa la gota
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citoplasmatica presente en los espermatozoides cuando
abandonan el epitelio germinal para posteriormente perderse

por su paso por el epididimo (lllera, 1984).

Se han realizado una serie de estudios para establecer las
medidas de los espermatozoides caninos. Asi, se obtuvieron
como valores medios (+ sem) los siguientes: longitud total, 68 +
0.3 pm; longitud de la cabeza, 7 £ 0 um; ancho de la cabeza,
5 = 0.1 pm; longitud de la pieza intermedia, 11 £ 0.2 um; y la
longitud de la cola, 50 £ 0.3 um (Hewitt, 2000).

4.2.6. Transporte del semen
A su llegada a la cabeza del epididimo los espermatozoides
son inmaduros y simbolo de ello es la gota citoplasmatica
residual que presentan en el cuello. La maduracion ocurre
durante el avance a través del cuerpo y la cola del epididimo.
No esta claro como se produce este avance, parece ser que
esta propiciado posiblemente por la constante produccion de
espermatozoides por parte del testiculo (Allen, 1992), aunque
otros autores sostienen que es resultado del peristaltismo
existente a lo largo del epididimo (Hewitt, 2000). La maduracién
€S un proceso que dura unas 2 semanas, incluidas dentro de
las 8 semanas que dura la espermatogénesis. En el momento
en que el espermatozoide penetra en el conducto deferente, la
gota citoplasmatica se desplaza hacia el extremo distal de la
pieza intermedia o bien es expulsada considerandose en este

momento al espermatozoide como maduro.

4.3. PRODUCCION SEMINAL EN EL PERRO
4.3.1. Métodos y frecuencia de recogida
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4.3.1.1. Métodos
I. Recogida manual o digital

Es el método més utilizado en la especie canina y consiste en
la estimulacion manual del bulbo del pene. En la mayoria de los
trabajos se recomienda la presencia de una hembra en celo,
perfectamente inmovilizada para permitir que el macho olfatee
la region vulvar y conseguir una estimulacion que facilite la
recogida. Cuando no se dispone de esta hembra, muchos
autores recomiendan el uso de gasas o algodén impregnados
en secreciones vaginales de una hembra en celo, ya que
pueden congelarse y descongelarse 15 minutos antes de su
uso. En el caso de que tampoco tengamos esta Ultima
posibilidad, se puede recurrir a disponer de una hembra sumisa
e incluso de un macho castrado y, si fuese posible, se les
impregna la cola con secreciones de hembra en celo.
Finalmente, si no resulta posible disponer de monturas vivas,
se puede llevar a cabo una estimulacion manual del bulbo del
pene aunque el macho no esté previamente excitado,
consiguiendo en machos entrenados que el bulbo se estimule
con bastante facilidad aunque no contemos con la presencia de
una hembra en celo (Burke, 1986; Allen, 1992).

En cualquier caso, el procedimiento consiste en estimular el
bulbo del pene y una vez que se haya conseguido aumentar su
tamafio en un 40-50% (Burke, 1986), se exterioriza el bulbo
fuera del prepucio para garantizar una rotacion del pene de
180°. Una vez alcanzado un tamafo suficiente, se realizan
sobre el bulbo ligeras contracciones, simulando las que se
producen de forma fisioldgica en la vagina de la hembra
(Farstad, 2000a; Kutzler, 2005a). La ereccion del pene se
produce porque los impulsos nerviosos generan una dilatacién
de las arterias pudendas interna y externa del cuerpo
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cavernoso del pene. La contraccion de los musculos
isquiouretrales impide el retorno venoso a través de los cuerpos
cavernosos. Por lo tanto, la ereccion ocurre debido a la
retencion sanguinea que genera el aumento de volumen del
bulbo del pene, el alargamiento del glande y el incremento de
tamafio de la porcion larga del glande alrededor del hueso
peneano (Kutzler, 2005a).

La eyaculacion acontece por la estimulacion de los nervios
simpaticos y, una vez que comienza, se rota el pene en sentido
caudal; con esta rotacion se consigue, ademas de simular lo
gue sucede en una monta hatural, una oclusién de la vena
emisaria del glande que impide que se genere una disminucién
de la ereccion. Se recomienda no realizar la rotacion antes de
este momento porque se podria generar una detumescencia
del pene y por consiguiente una pérdida de la ereccion (Kutzler,
2005a). Las tres fracciones del eyaculado se recogen por
separado en tubos calibrados de plastico o de cristal a 37 °C
(Burke, 1986; Allen, 1992; Kutzler, 2005a).

Il. Vagina artificial
Esta formada basicamente por un cilindro rigido de unos 15 cm
de longitud que se encuentra rodeado por una camisa de
caucho donde se deposita agua a 40 °C a través de una
valvula; en algunos casos también es posible insuflar aire para
aumentar la presion. En un extremo del cilindro se coloca un
embudo de caucho que esta unido a un tubo colector graduado
a 37 °C, que se va cambiando conforme se van recogiendo las
diferentes fracciones del eyaculado (Pefia, 1997). Aunque es
una técnica valida de recogida, en la especie canina hay
estudios que han demostrado que la cantidad y la calidad del

semen recogido mediante estimulacion manual es mucho mejor
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(Arthur, 1991), ademas de que es una técnica mas complicada
de aplicar y que el contacto prolongado del semen con el latex
puede resultar toxico para los espermatozoides (Arthur, 1991) e
incluso provocar su completa inmovilidad (Allen, 1992; Kutzler,
2005a). Como el latex resulta toxico, hay autores que
recomiendan utilizar guantes de vinilo o incluso polvos de talco
gue afectan escasamente a la motilidad (Kutzler, 2005a).

La técnica consiste en introducir el pene dentro de la vagina
artificial cuando haya alcanzado mas de un 50% de ereccion.
El pene se coloca en el interior de la vagina una vez que esta
erecto y que se haya exteriorizado el bulbo, colocando los
dedos detras del bulbo y empujando suavemente el pene
dentro de la vagina artificial hasta conseguir la eyaculacion
(Burke, 1986; Allen, 1992). Es posible retirar el pene sin que se
haya eliminado completamente la tercera fraccion, pero debe
hacerse con cuidado para evitar provocar laceraciones e
infecciones. Otra complicacion que puede ocurrir es el hecho
de que se produzcan quemaduras en el pene debido a agua
excesivamente caliente en la vagina. Todos estos
inconvenientes pueden provocar un detrimento de la libido para

recogidas sucesivas (Burke, 1986).

[ll. Cono de latex
Es una variante de la técnica anterior, pero en la que
solamente se utiliza un embudo o cono de latex al que se
encuentra unido un tubo colector graduado a 37 °C cubierto de
una envoltura protectora. ElI cono se sita justo encima del
bulbo del pene para conseguir una compresion enérgica y
provocar asi la eyaculacion. Este método dificulta la separacion
de las tres fracciones del eyaculado y, ademas, el latex puede
ser toxico para los espermatozoides (Allen, 1992; Pefia, 1997;
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Threlfall, 2005). En algunos trabajos se recomienda su uso
para animales principiantes o inexpertos, donde las fracciones
son dificilmente identificadas, porque es mas relajante para el
animal (Kutzler, 2005a).

IV. Electroeyaculador

El equipo esta constituido por un electrodo bipolar y una fuente
variable de corriente alterna. Su funcionamiento consiste en
colocar el electrodo en el recto justo encima de las glandulas
accesorias y conseguir estimular de esta forma a los nervios
gue controlan el sistema reproductivo (Howard et al., 1986;
Bearden y Fuquay, 1997; England, 1999). Generalmente las
sesiones constan de tres series de 30-40 estimulos/serie. Los
estimulos se aplican siguiendo un patron de 3 segundos de
estimulo seguido de 3 segundos de parada, aumentando el
voltaje desde 0-10 voltios, situandose el rango normal entre 2-5
voltios (Howard et al., 1986).

Este método se cita como una técnica eficaz para la obtencion
de semen en cénidos salvajes como el lobo o el zorro, pero no
se considera un método 6ptimo de recogida habitual en perro
porque se desconoce hasta que punto afecta a la libido del
animal (Howard et al., 1986).

Sin embargo, en algunos trabajos se ha comprobado que la
concentracion y la motilidad espermatica no difiere entre semen
obtenido por estimulacion manual y mediante
electroeyaculacion (Kutzler, 2005a).

V. Recogida seminal utilizando farmacos
Si bien se ha comprobado que el uso combinado de xilacina e
imipramina es capaz de generar una recogida seminal,

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-2  DESANTA MARIA

presenta el inconveniente de ser una eyaculacion de tipo
pasivo por lo que gran cantidad de espermatozoides pasan a la
vejiga urinaria y cuando se eyaculan estan muertos,
probablemente porque las muestras se contaminan con la orina
(Kutzler, 2005a).

VI. Obtencion del semen del epididimo

Se ha descrito que tras una orquidectomia rutinaria, se puede
obtener semen a partir del epididimo. Los testiculos se
introducen en solucion de tampén de fosfato sédico (PBS) a
temperatura ambiente; posteriormente se procede a la
diseccion y apertura de la cola del epididimo y de los conductos
deferentes, y finalmente se afiade suero salino y soluciones
tamponadas a la suspension espermatica para conseguir un
volumen y unos nutrientes necesarios para que los
espermatozoides puedan moverse (Hewitt et al., 2001).
Asimismo, los espermatozoides presentes en el epididimo
pueden obtenerse realizando un lavado y una separacion en
dos pasos mediante un gradiente de Percoll discontinuo
(Hishinuma y Sekine, 2004).

4.3.1.2. Frecuencia de recogida

No hay unanimidad a la hora de establecer unos patrones de
recogida seminal en el perro. Hay autores que realizan
recogidas de 3-4 eyaculados totales/ perro a la semana con
una distribucién de 2-3 recogidas semanales (Hay et al.,
1997%). Sin embargo, en otros trabajos se defiende que es
posible mantener una frecuencia de recogida de 2
eyaculados/perro cada 2 dias, sin que se observe un marcado
descenso de la calidad seminal (England, 1999).
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La mayoria de los autores recomiendan utilizar sélo el primer
eyaculado, tanto para inseminar como para la refrigeracion y/o
la congelacién seminal. Sin embargo, hay estudios en los que
se trabaja con los dos eyaculados, con un intervalo de tiempo
de 45-75 minutos entre el primer y el segundo eyaculado
(England, 1993; Pefia y Linde-Forsberg, 2000a, b), sin observar
un descenso evidente de la calidad seminal.

4.3.2. Caracteristicas del semen en la especie canina

En el perro, el eyaculado se divide en tres fracciones bien
diferenciadas entre si, cuya eliminacién ocurre progresivamente
durante la eyaculacion, si bien en animales muy entrenados es
posible observar un periodo de latencia entre cada una de las
fracciones. Las caracteristicas de estas tres fracciones son las
siguientes:

a) Primera fraccion, preespermatica o uretral: se elimina de
forma muy rapida, oscilando el tiempo entre 30 segundos y 1
minuto. Presenta un aspecto acuoso y transparente, debido a
la ausencia de espermatozoides o a su escaso numero. En
otras especies, es sabido que esta fraccion procede de las
glandulas de Littré que se localizan en la mucosa uretral; sin
embargo, la especie canina no presenta estas glandulas por lo
que, se deduce que, al igual que la tercera fraccion, esta
primera procede de la actividad secretora de la prostata. Su
funcion principal se considera que es la eliminacion de orina
residual y la posible contaminacion presente en la uretra (Allen,
1992; Pefa, 1997).

b) Segunda fraccion o espermatica: su tiempo de emision oscila

entre 1-2 minutos, siendo la fraccion rica en espermatozoides.

Su aspecto es mas o menos denso y su color oscila de blanco

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

T :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

lechoso a blanco opalescente en funcion de la concentracion.
La procedencia es del epididimo (Pefa, 1997) y de los

conductos deferentes (Allen, 1992).

c) Tercera fraccion o prostatica: su eliminacion se prolonga en
el tiempo entre 3-30 minutos. El aspecto que presenta es
acuoso, transparente o ligeramente amarillento y no contiene
espermatozoides o estan presentes en un bajo numero. Como
su nombre indica, procede de la prostata y se considera que
facilita la ascension de los espermatozoides en su camino al
Gtero (Arthur, 1991; Allen, 1992; Pefia, 1997; Threlfall, 2005).

En general, los valores totales de un eyaculado normal en
perro (valores medios) serian de un volumen entre 4-25 ml, una
osmolaridad de 320mOsm y un pH de 6.5-6.6 (Pefa, 1997).

4.3.2.1. Caracteristicas macroscopicas

1. Color
Un semen de buena calidad presenta un color blanco lechoso.
Si se observara un color amarillento denotaria la presencia de
orina, mientras que si es rojo 0 marron seria indicativo de

presencia de sangre fresca 0 hemolizada (Burke, 1986).

Este pardmetro se evalia mediante la observacion directa del
semen en el tubo graduado (vidrio o plastico) utilizado para la
recogida (Pefa, 1997; Kutzler, 2005a; Threlfall, 2005).

2. Volumen

Al igual que el parametro anterior, el volumen del eyaculado se
valora mediante observacion directa en el tubo colector
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graduado (Burke, 1986; Allen, 1992; Farstad, 2000b; Iguer-
ouada, 2001).

Los valores medios para un perro de raza mediana serian de 1-
2 ml para la primera fraccion, la segunda presentaria de 1-2 ml
y finalmente unos 4-8 ml para la tercera (Burke, 1986). Sin
embargo, lo mas frecuente es que en funcion de la raza y el
perro, se obtengan volumenes de 0.1-2 ml de primera fraccion,
0.2-4 ml para la segunda y 1-30 ml de tercera fraccion (Iguer-
ouada, 2001; Threlfall, 2005).

4.3.2.2. Caracteristicas microscopicas
I. Concentracion

Habitualmente el modo de valoraciébn de la concentracion
espermatica se basa en realizar una dilucion de la muestra de
semen con solucidn salina formolada (Silva y Verstegen, 1995).
Para la determinaciébn de la concentracion, se toma una
muestra de esta dilucion y se coloca en un hemocitometro o
camara de Thoma-Neubauer, para finalmente observarse en un
microscopio optico a 40x (Rijsselaere et al., 2002; Threlfall,
2005). ElI numero total de espermatozoides se calcula en
funcion de la concentracion y el volumen (Allen, 1992; Farstad,
2000a).

Otro procedimiento para determinar la concentracidon
espermatica, es valorar la opacidad mostrada por una muestra
de semen diluido en solucién salina formolada o solucién
isotbnica de citrato, mediante un espectrofotometro
previamente calibrado; otros procedimientos técnicos
(Spermacue®, Minitib, Alemania) no requieren diluir el semen,
sino que directamente se puede determinar la concentracion
espermatica, a partir de una gota de semen, lo Unico que se
requiere es calibrar el aparato en funcién de la especie animal
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a la que se pretenda medir este parametro (Rota et al., 1999a,
b; Pefia y Linde-Fosberg, 2000a, b; Pefia et al., 2003).

En el perro hay descritos valores de concentracion que oscilan
entre  300-2000 x 108 espermatozoides/ml  (esp/ml),
considerandose normal para un perro de tamafio mediano 300
x 10% esp/ml (Burke, 1986). Sin embargo, otros autores
describen concentraciones que varian entre 200 a mas de 2000
X 10° esp/ml. Se considera que la concentracion minima
aceptable que debe presentar un semen para utilizarse en una
inseminacion en fresco seria de 100 x 10° esp/ml (Farstad,
2000a; Iguer-ouada, 2001; Threlfall, 2005).

La observacion de una baja concentracion espermatica puede
deberse a una eyaculacion incompleta generada
frecuentemente por nerviosismo en machos joévenes e
inexpertos (Allen, 1992). También se puede observar este
descenso en la concentracion espermatica en aquellos
individuos tratados con esteroides anabolizantes u otros
andrégenos; esta situacion suele tener caracter transitorio,
volviendo el eyaculado a la normalidad 2 meses tras la
supresion del tratamiento (Allen, 1992). Asimismo, se debe
tener en cuenta que valores bajos de concentracién se deben
en muchas ocasiones a que Sse recoge un excesivo volumen de
fluido prostatico que enmascara el verdadero numero de
espermatozoides presentes en la muestra seminal (Pefia,
2004). Ademas, también es posible observar una disminucién
de la concentracién cuando la eyaculacion es incompleta
(Pefa, 2004).

Es posible también que se presente una baja concentracion
espermatica en aquellos individuos que hayan desarrollado una
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aplasia del epididimo y/o de los conductos deferentes (Batista
et al.,, 1998) o que algunas estructuras testiculares se hayan
fibrosado como consecuencia de traumatismos o infecciones
(Allen, 1992; Keenan, 2000). Cualquier tipo de alteracién a
nivel escrotal (dermatitis, heridas, infecciones) también genera
un descenso de la concentracion del eyaculado asi como la
presencia de inflamaciones como orquitis o epididimitos (Burke,
1986; Keenan, 2000). Otras posibles causas son la presencia
de anomalias testiculares como la criptorquidia unilateral,
tumores de células de Sertoli, seminomas, tumor de células

intersticiales, degeneracion testicular, etc. (Allen, 1992).

II. Motilidad

El método tradicional para determinar la motilidad espermatica
consiste en utilizar una gota de semen que se deposita entre
un porta y un cubre para evaluar el movimiento de los
espermatozoides, generando asi una pelicula fina que permita
determinar de forma mas o menos precisa el numero de células
moviles presentes en la muestra, e incluso realizar una
valoracion de si el tipo de movimiento observado es normal o
no. Se observan varios campos por muestra utilizando para ello
un microscopio Optico con contraste de fases a 200-400
aumentos.

Como todo el material debe encontrarse atemperado a 37-39°
C, se debe disponer de una placa térmica y el microscopio
debe poseer una platina calentadora o una camara con bulbos
de luz incandescente (Pefa, 1997; Pefa, 2004; Threlfall, 2005).
En muestras muy concentradas es recomendable realizar una
dilucion del semen en suero salino o un tampon de TRIS-

fructosa (Rigau et al., 2001). La motilidad puede verse alterada
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tanto por una inadecuada temperatura como por la presencia
de sustancias toxicas en el equipo de recoleccion.

Actualmente, cada vez mas autores estan utilizando el sistema
CASA (Computerized Assisted Sperm Analysis) para obtener
un valor preciso y objetivo de la motilidad espermética y de la
calidad del movimiento de los espermatozoides presentes en la
muestra (Pefia y Linde-Forsberg, 2000a; Rigau et al., 2001).
Este sistema ha provisto de interesantes resultados sobre los
porcentajes medios de motilidad y las diferentes
subpoblaciones de espermatozoides que coexisten en una
misma muestra. Esta técnica es posible utilizarla tanto en
semen fresco como en el congelado, refrigerado o capacitado
(Pefla, 2004) vy también determina la concentracion
espermatica. No obstante, presenta una serie de
inconvenientes debido a que es necesario diluir las muestras
hasta obtener concentraciones de 50-100 x 106 esp/ml y no
permite realizar una distincion entre espermatozoides y las
particulas de yema de huevo de los diluyentes (Rijsselaere et
al., 2003).

Asimismo, es necesario realizar estudios mas concienzudos y
establecer comparaciones entre laboratorios (Verstegen et al.,
2002; Rijsselaere et al., 2003).

El valor normal de la motilidad del semen fresco en la especie
canina oscila entre 85-95%.

Se considera que un valor por debajo del 80% de motilidad en
semen fresco seria indicativo de una reduccién de la fertilidad
(Threlfall, 2005). No obstante, la mayoria de los autores
considera que un semen presenta una buena motilidad cuando
presenta valores entre 70-90% (Burke, 1986; Allen, 1992).

. Viabilidad
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El procedimiento mas habitualmente utilizado para la valoracion
de la vitalidad lo representan las técnicas de tincion vital que
permiten diferenciar los espermatozoides vivos de los muertos
debido a la permeabilidad de la membrana plasmatica a los
colorantes vitales; por lo tanto, aquellas células que presentan
una membrana plasmatica funcional no permiten el paso del
colorante, mientras que si esta alterada el colorante penetra en
el interior de la célula y aparece tefiida (Farstad, 2000a; Pefia,
2004).

El método més tradicional es la tincion con eosina-nigrosina,
gue también se utiliza para la valoracion de las
morfoanomalias; pero algunos autores describen el uso de
otras tinciones como la eosina-azul anilina, trypan blue o el
hypo-osmotic swelling test -HOST- (Rodriguez-Gil et al., 1994;
Pefia, 2004).

En el caso concreto del HOST, algunos autores han
encontrado una correlacibn entre motilidad y vitalidad
espermaticas, pero no existe correlacion entre la motilidad,
vitalidad y las morfoanomalias (Rodriguez-Gil et al., 1994). No
obstante, no se ha podido establecer fehacientemente una
relacion entre el HOST vy la fertilidad en el perro (Pefa, 2004).

El procedimiento muestra una extension donde aparecen
células vivas de color blanco sobre un fondo purpura, o tefiidas
de rosa si estan muertas (lguer-ouada y Verstegen, 2001). El
mayor inconveniente que presenta el uso de la eosina-
nigrosina es que, al ser un colorante hipoténico que se afiade a
una muestra que no ha sido fijada quimicamente, puede
producir morfologias anormales en los espermatozoides,
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especialmente defectos en la cola (Pefia, 2004). La extension
se valora en un microscopio provisto de contrastes de fases a
100-400 aumentos, y se deben contar un minimo de 200
células y, a partir de ahi, extrapolar el porcentaje de células
vivas (Alamo et al., 2005; Batista et al., 2006). En la mayoria de
los trabajos, se considera que un semen es de muy buena
calidad cuando se observa un 90-95% de espermatozoides
vivos en fresco (Silva y Verstegen, 1995). En cuanto al semen
congelado, el valor minimo aceptable de vitalidad es del 80%
(Silva et al., 1996).

IV. Morfologia

Como se ha sefialado previamente, la tincidon habitualmente
utilizada para valorar la morfologia de los espermatozoides es
la de eosina-nigrosina. La realizacion de esta técnica puede
afectar a la morfologia, por lo que las extensiones no deben
realizarse de forma brusca para evitar roturas en las cabezas y
colas, asi como provocar la aparicion de posturas anormales de
los espermatozoides que enmascaran el resultado real,
generando un numero anormalmente alto de morfoanomalias.
Ademés hay que asegurar que la muestra no ha sufrido
ninguna modificacion tras la recoleccion (Burke, 1986; Allen,
1992).

Otras causas que pueden provocar la aparicibn de
morfoanomalias son el estrés asociado a inflamaciones
localizadas a nivel genital, hipertermia, infecciones del tracto
reproductivo, disminucion de la secrecion de LH y testosterona
o alteraciones iatrogénicas (Paramo et al., 1993). Es frecuente
el uso combinado de tinciones para valorar la vitalidad, con
colorantes que permitan diferenciar el estado del acrosoma,

como por ejemplo el uso combinado de Trypan blue y Giemsa o
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Trypan blue, Bismarck brown y Rosa de Bengala, consiguiendo
asi valorar tanto la vitalidad, como las morfoanomalias y las

acrosomias (Pefia, 2004).

4.4, CONSERVACION DEL SEMEN CANINO

4.4.1. Semen Conservado.
En la especie canina, el semen obtenido tras estimulacion
manual se suele conservar en tubos calibrados de plastico o
cristal hasta el momento de su utilizacion. Si la muestra se
mantiene en un bafo Maria a 37 °C, el semen fresco puede
mantener su viabilidad hasta 24 horas tras la recogida. En el
caso de que se suplemente con un diluyente a base de yema
de huevo o leche homogeneizada a la que se le ha eliminado el
albumen, junto con antibiéticos, puede aumentar su vida media
hasta 4-5 dias siempre que se conserve a 37 °C (Arthur, 1991;
Farstad, 2000b; Kutzler, 2005a). Si no es posible mantener la
muestra atemperada, otros autores recomiendan que se
debera utilizar en un plazo maximo de 15 minutos, para evitar
gue se enfrie con demasiada rapidez, ya que se produce un
detrimento importante de su calidad (Allen, 1992).

4.4.2. Semen refrigerado
Para mantener el semen en refrigeracion hay que afadir al
medio de dilucibn un componente que proteja a los
espermatozoides del shock frio, observandose que los mejores
resultados se obtienen con la yema de huevo. Generalmente,
se almacena el semen en tubos calibrados de cristal o plastico,
aunque en ocasiones se utilizan envases menos
convencionales como frascos calibrados de cristal o plastico
(Rota et al.,, 1999a; Iguer-ouada, 2001; Iguer-ouada vy
Verstegen, 2001). La reactivacién y prolongacién de los
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parametros de motilidad parece ser que se ve influenciada por
la suplementacion de glucosa, la adicion de yema de huevo
fresco y la eliminacion de productos de degradacion presentes
en el medio (Verstegen et al., 2005a). En cuanto a la glucosa,
se ha observado que el aumento de este componente en el
medio se encuentra relacionado con el porcentaje de
espermatozoides estaticos. Asimismo, se ha comprobado que
la baja motilidad espermatica puede ser reactivada mediante la
suplementacion in vitro o in vivo de secreciones vagino-utero-

oviductales (Verstegen et al., 2005a)

En diversos estudios realizados en la especie canina se ha
demostrado que afiadiendo a la muestra de semen un diluyente
a base de yema de huevo es posible mantener la viabilidad
hasta 10 dias a 4 °C, sin alterar su viabilidad. Aunque se
desconoce exactamente cuél es el mecanismo de reactivacion
de la yema de huevo, se sabe que el sustrato energético de los
espermatozoides lo aporta la adicion de fosfolipidos v,
probablemente, la yema de huevo se encuentre involucrada en
la produccion de estos cambios (lguer-ouada y Verstegen,
2001). No obstante, también existen otros trabajos donde se
afirma que la viabilidad del semen de perro refrigerado es de 4-
5 dias como maximo (Allen, 1992; England, 1999).
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4.5. Dilucion de eyaculados

I. Composicion de los diluyentes
El semen de cada especie tiene unas caracteristicas especiales
gue impide que se desarrolle un diluyente universal. A pesar de
esto, el diluyente debe reunir una serie de componentes que
impida el deterioro de la muestra de semen y que basicamente
son los siguientes:

- Agua bidestilada o ultrapura, como disolvente para el resto de
componentes.

- Sustancias idnicas y no ionicas que aseguren el mantenimiento de
la osmolaridad y pH del medio. En el semen canino, las mas
usadas son: citrato soédico, leche desnatada en polvo, leche
desnatada uperizada, lactosa, &cido citrico, TRIS (tris hidroximetil
aminometano), TES (N-TRIS hidroximetil-2-aminometano &cido
sulfénico), PIPES (piperazina etano acido sulfénico) e hidréxido
potasico (Badinand, 1990).

- Sustancias organicas que prevengan o amortigien el shock frio,
como la yema de huevo o leche (Foote, 1962; Jones, 1969).

- Agentes crioprotectores que garanticen la integridad celular ante
los cambios de estado del agua principalmente. Presentan un
doble mecanismo de accion; por un lado, disminuyen el punto
crioscopico intracelular, con lo que disminuyen la concentracion
intracelular de solutos a bajas temperaturas al aumentar la
cantidad de agua que permanece en estado liquido (Meryman,
1971) amortiguando asi la toxicidad del medio (Cabrera, 1999) v,
por otro lado, provocan la deshidratacion celular mediante
mecanismos de ésmosis que disminuye la formacion de cristales
de hielo intracelular (Watson, 1990) y extracelular durante la
congelacion, evitando poner en peligro la integridad de las

membranas celulares (Cabrera, 1999). Los mejores resultados se
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han obtenido con el DMSO (dimetilsulfoxido) y el glicerol
(Salamon, 1968). La concentracion final de glicerol para la
crioconservacion del semen canino oscila entre 3-8% (Hewitt et al.,
2001). Si se afade unicamente DMSO no se observa una marcada
mejoria con respecto a los resultados obtenidos con el glicerol
(Olar,1984).

- AzUcares simples como fuente de energia para los
espermatozoides, o bien di- o trisacaridos como crioprotectores
adicionales (Watson, 1990).

- Aditivos, como enzimas (a y B-amilasa, B-glucuronidasa, catalasa),
detergentes (SDS-dodecil sulfato soédico, STLS-trietanolamina
laurel sulfato soédico), aminoacidos (alanina, prolina, glicina-
betaina, glicina-betaina+prolina) y otros compuestos (cafeina,
prostaglandinas) que pueden mejorar la fertilidad (Foote y Arriola,
1987).

- Antibioticos, para evitar el crecimiento bacteriano (Watson, 1990).
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2.1.8. ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

2.1.8.1. ANALISIS DE TESIS

Efecto De La Refrigeraciéon Sobre La Motilidad, Integridad
De Membrana Acrosomal Y Reaccién Acrosomal En
Espermatozoides Caninos

Manosalva, Iris P., Constanza Cortés, Leyva V., M. Valdivia C.,
M. De los Reyes S., C. Barros R. y R. Moreno (2005).

Métodos de preservacion de espermatozoides mediante la
refrigeracién o el congelamiento han sido desarrollados para
espermatozoides caninos; sin embargo, la tasa de fecundacién
artificial es baja, posiblemente por dafios celulares aun no
determinados. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de la refrigeracion sobre la motilidad, actividad mitocondrial,
integridad de membrana acrosomal y reacciéon acrosomal en
espermatozoides caninos incubados en tres medios distintos
(Ferp Talp, CCMm, Sp Talp), utilizando nuevas metodologias
(Mito Tracker, Lyso Tracker, SBTI). Los resultados indicaron
una disminucién significativa (p<0.05) en la motilidad, viabilidad
e integridad del acrosoma en espermatozoides refrigerados en
comparaciéon con los frescos; asi como una dindmica de
reaccion diferente en espermatozoides refrigerados respecto a
los frescos. Por otra parte, los medios Sp Talp y CCMm dieron
mejores resultados en mantenimiento de la motilidad, actividad

mitocondrial e integridad de membrana acrosomal.
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Influencia en la Calidad Espermatica de la Adicion de
Distintas Concentraciones de Crioprotectores para la
Conservacion del Semen Canino.

Martins, A. (2005).

El objetivo de este estudio fue valorar los efectos que sobre la
motilidad, integridad de la membrana plasmatica y acrosomal,
grado de capacitacién, reaccion acrosomica y actividad
mitocondrial, presenta la incorporacion de  distintos
crioprotectores a los diluyentes de refrigeracion y congelacién
del semen canino. Para este fin se realizaron 4 experimentos,
en los que los espermatozoides preservados por refrigeracion y
congelacién fueron analizados mediante métodos
convencionales y, dependiendo del experimento, pruebas
complementarias de valoracion de la funcionalidad del
espermatozoide, incluyéndose: -motilidad  determinada
mediante el sistema informatico SCA®2002, -integridad de la
membrana plasmatica determinada por test de endésmosis o
por tincion con el fluorocromo yoduro de propididum (PI) y
tinciones de eosina, -integridad del acrosoma determinada
mediante la tincion especifica Spermac® o las lectinas
fluorescentes de Pisum sativum (PSA) y de Arachis hypogea
(PNA), -estado de capacitacion con clortetraciclina (CTC), -
actividad mitocondrial por tincion con Rodaminal23 (R123) y -
capacidad de experimentar reaccién acrosomica mediante
incubacion con calcio ion6foro A23187 y lectinas fluorescentes.
Los resultados obtenidos para cada variable se correlacionaron
entre si en cada experimento. Para ejecutar estos
experimentos, se utilizaron pools de semen obtenidos a partir
de la fraccion espermatica de distintos eyaculados provenientes

de 19 perros entre los 2 y 7 afios de edad, de distintas razas y
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con fertilidad anterior probada. La seleccion de los eyaculados
se realiz6 teniendo en cuenta una motilidad total superior al
80%, motilidad progresiva superior al 70% y el porcentaje de
anomalias morfologicas inferior al 20%. En el experimento 1 se
valoré6 la incorporacion de aminoacidos al diluyente de
refrigeracion Tris-fructosa-acido citrico y 20% de yema (medio
control) y se propuso la reduccion de la concentracion de yema.
Los resultados sugieren que la suplementacién con taurina a
30 y 50mM proporciona solo ligeras mejoras de la motilidad
espermatica y que la adicion de 30mM de taurina ha permitido
rebajar al 5% el porcentaje de yema, sin diferencias con el
medio control hasta el dia 7. Solamente se han observado
diferencias entre los diluyentes que contienen un 20 y un 10%
de yema, para la motilidad total estimada visualmente en los
dias 2 y 3 (p<0,001). Se han obtenido altas y significativas
correlaciones entre los resultados de motilidad estimada
visualmente y mediante analisis informéatico, al igual que con el
test de hipo-6smosis (r entre 0,703 y 0,976, p<0,01). El
segundo experimento se realiz6 para valorar la capacidad del
etilénglicol como crioprotector en el diluyente de congelacion
del espermatozoide canino, alternativamente o asociado al
glicerol o la Pasta Equex®. La utilizacion de etilenglicol al 4%
presenta resultados similares de motilidad a los obtenidos con
8% de glicerol; sin embargo, resulta perjudicial cuando se
emplea al 8% (p<0,05). La adicion de Equex STM Paste® a un
diluyente con 5% de etilenglicol mejora los resultados frente al
4% de etilenglicol o el 8% de glicerol (p<0,05). El uso de 5% de
etilenglicol y 0,5% de Equex-STM Paste no obtuvo mejores
resultados que el diluyente Uppsala-Equex (con 5% de Glicerol
y 05% de Equex-STM Paste), que permite mayor
supervivencia celular post-descongelacion.En el tercer
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experimento se compararon los resultados de evaluacion de la
actividad mitocondrial espermatica, realizada mediante
citometria de flujo tras tincion con R123 asociada a PI, con los
de valoracion de la vitalidad por tincion con eosina-nigrosina y
de la motilidad estimada subjetivamente; pudiéndose
establecer altas correlaciones entre ellos (r de 0,992 a 0,999,
p<0,01). En el cuarto experimento se estudié el impacto de la
suplementacion del diluyente de congelacion Uppsala-Equex
con los aminoéacidos taurina o hipotaurina a 0, 25, 50 y 75mM
en distintos aspectos de las funciones espermaticas. No se
obtuvo influencia significativa en la motilidad espermatica; sin
embargo, la adicion de 25mM de hipotaurina present6 un valor
significativamente menor del factor ALH tras 2h en incubacion a
38°C (p=0,021), mientras que la adicibn de 50mM de
hipotaurina dio lugar a wun mayor % de células
espontaneamente reaccionadas (PI-PSA+) inmediatamente a la

descongelacion y tras 1h:30’ en incubacién a 38°C (p<0,001).

2.1.8.2. ANALISIS DE TRABAJOS DE INVESTIGACION

Evaluacion de dos diluyentes para la conservacién de
semen canino bajo condiciones de refrigeracion: Efectos
del tiempo de refrigeracion, grado de diluciéon y de la
concentracion de fructosa.

Baquero, J., Pardo, E., y P. Cruz (2004).

El propésito de este trabajo fue evaluar la utilizacion de dos
diluyentes para la conservacion de semen canino bajo
condiciones de refrigeracion, estudiando los efectos del tiempo
de almacenamiento, el grado de dilucion y los niveles de

fructosa, sobre la movilidad, morfologia e integridad acrosomal.
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Se utilizaron 5 machos adultos, sin raza definida (SRD), con
edades entre 3 y 6 afos, clinicamente sanos. Las muestras se
obtuvieron mediante manipulacion digital del pene, colectando
Unicamente la segunda fraccion del eyaculado. Cada alicuota
fue diluida en proporcién 1:2., 1:4 6 1:8 hasta un volumen total
de 0,5 ml, empleando como diluyentes TRIS-acido citrico yema
de huevo o TRIS - Citrato de Sodio - Yema de huevo, con 1,3 6
1,6 g de fructosa. Inicialmente las muestras fueron enfriadas
gradualmente hasta 4 °C (1 °C /4 min.) y luego almacenadas
en una nevera convencional (4 £ 2 °C). La evaluaciéon del
semen fue realizada antes de la dilucién y a las 6, 12, 24, 48,
72 y 96 h de almacenamiento, determinando % movilidad
masal, % viabilidad espermatica, anormalidades morfologicas e
integridad acrosomal; ésta dUdltima se evalu0 mediante
microscopia de contraste de fase. La movilidad fue evaluada
por observacion directa al microscopio de una gota gruesa de
semen Yy calificada en una escala de 1 a 4, siendo 4 el mayor
grado de movilidad. A las seis horas de almacenamiento no se
observo diferencias significativas (p>0,05) entre los diferentes
tratamientos. Posteriormente, a medida que transcurrié el
tiempo, la movilidad espermatica disminuyé gradualmente,
observandose los menores valores en el semen diluido en
proporciéon 1:2; los efectos de la concentracion de azlcar y del
tipo de diluyente utilizado no fueron significantes. Por otra
parte, los efectos del tiempo de almacenamiento sobre la
morfologia, viabilidad e integridad acrosomal, tampoco fueron
significantes.

Comparacién del Efecto de dos Diluyentes sobre la
Fertilidad Potencial de Semen Canino Refrigerado.
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Sanchez, A., Cartagena, A., y M. Berland (2006).

Con el propésito de evaluar el efecto de dos diluyentes
seminales sobre la fertilidad potencial de espermatozoides
caninos conservados a 4 °C, se obtuvieron 20 eyaculados
mediante manipulacion digital. Cada eyaculado fue evaluado a
través de espermiograma y de la prueba hipoosmotica (HOST),
para luego ser fraccionado y diluido en relacion 1:3 con uno de
los siguientes diluyentes: yema de huevo + TRIS (EYT) (365
mOsm/kg, pH 6.8) y leche descremada fluida UHT (LD) (272
mOsm/kg, pH 6.8). En el semen fresco, la motilidad progresiva
(MP) fue 95.7 £ 3.6% y la respuesta a HOST de 79.8 £ 6.6%.
Para comparar el efecto del diluyente sobre la preservacion de
la fertilidad potencial, se realizaron evaluaciones de MP e
integridad de membrana con HOST a las 24, 48, 72 y 96 horas
de refrigeracién del semen, observandose mayores valores de
MP y de espermatozoides dilatados en el diluyente EYT en
todos los tiempos (p<0.05). No obstante, los valores de MP
(>70%) y HOST (>60%) observados en cada uno de los
tiempos de evaluacion, independiente del tipo de diluyente,
superaron los valores minimos establecidos como adecuados
para uso del semen canino refrigerado en inseminacion
artificial. En conclusion, el diluyente en base a leche
descremada UHT, de facil preparacion y bajo costo, resulta una

alternativa de uso en la clinica de pequefios animales.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES
3.1.1. LOCALIZACION DEL TRABAJO

La presente investigacion se desarrolld6 en el Laboratorio de
Investigacion | — 302 del Campus principal de la Universidad Catdlica
de Santa Maria, ubicadad en el Cercado de Arequipa, Provincia y
Departamento del mismo nombre.

e Altitud

Se encuentra a una altitud de 2242 m.s.n.m (SENAMHI, 2005).

e Temperatura promedio y precipitacion pluvial

Temperatura promedio de 15.8 °C con una variabilidad de 8.2 °C a
25.6 °C., con una humedad relativa mayor a 27 % y menor a 70%

y una precipitacion promedio de 78 mm (SENAMHI, 2005).

3.1.2. MATERIALES BIOLOGICOS

e 5 caninos adultos sin raza definida (SRD), intradomiciliarios,
clinicamente sanos y de fertilidad comprobada.

3.1.3. MATERIALES DE LABORATORIO

Reactivos

e Solucion salina

e Solucion fisiolégica atemperada
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e Leche UHT descremada.

e Dilutor Glucosa-citrato, composicion:

Glucosa (37 mg/100ml)

e Citrato de sodio (6 mg/100 ml)

e EDTA (12,7 mg/100 ml)

e Cloruro de potasio (7,5 mg/100 ml)

e Sulfato de estreptomicina (50 mg/100 ml)

e Penicilina benzatinica (50 mg/100ml)

e Agua bidestilada (100 ml)

e Dilutor leche descremada UHT, composicion:

Leche descremada fluida UHT (100 ml)

Sulfato de estreptomicina (50 mg/100 ml)

Penicilina benzatinica (50 mg/100ml)

Agua bidestilada

e Solucion hiposmética, composicion:

e Fructuosa (0.675 g/l)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

e CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

e Citrato de sodio (0.268g/l)

e Agua corriente (11)

e Reactivos para viabilidad y morfologia

e Doble tincién de eosina-nigrosina

e Solucion salina formolada al 0.3%

3.1.4. MATERIALES DE CAMPO

e Mandil
e Computadora portatil

e Registros de animales muestreados

3.2. METODOS
3.2.1. MUESTREO

Tamano de la muestra
Procedimientos de muestreo

Las muestras seminales fueron obtenidas de acuerdo al protocolo

establecido por Alamo (2007), el cual se describe a continuacion:
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* Previamente al inicio de cada una de las recogidas seminales, se
realizd una inspeccion minuciosa de los genitales externos del macho
para descartar posibles patologias. Posteriormente, se efectia una
limpieza del pene y prepucio con suero fisiologico atemperado, con
objeto de eliminar los posibles restos de orina, exudados, pelos o
suciedad que podrian generar una disminucion de la calidad del

eyaculado obtenido.

» La obtencion de los eyaculados se realizé por estimulacion manual y
siempre fue realizada por el mismo operador. La estimulacion manual se
inici6 sobre el bulbo del pene, observando como aumentaba
progresivamente de tamafio; luego se exteriorizdO el bulbo fuera del
prepucio. A continuacion se realizo la rotacién caudal de 180° del pene,
intentando de esta forma simular al maximo la disposicion anatomica
gue adquiere el pene cuando se produce una monta natural entre un
mach y un hembra de la especie canina. En este punto, se continuo
estimulando el bulbo hasta que alcanzé un tamafio adecuado para que
se inicie la eyaculacion y, a partir de este momento, se comenzé a
realizar una serie de pequeinas contracciones sobre el bulbo (similares a
las que ocurren de forma fisiolégica en la vagina de la hembra), para

favorecer el inicio de la eyaculacion.

» Al comenzar la eyaculacién, se recogid de forma independiente la
segunda fraccion del eyaculado, desechando las primera y la tercera,
puesto que para el posterior procesado del semen sélo se precisaba de
la segunda fraccién. Esta recogida se llevd a cabo en tubos de
recoleccion graduados y atemperados a 37 °C; de esta forma, se
desecharon en su totalidad la 12 y 22 fraccién del eyaculado, mientras
que de la 32 fraccion, habitualmente més voluminosa, ésta se recogio
para valorar el volumen de eyaculado y analizar las variables

independientes. Todos los tubos de recogida se colocaron lo mas pronto
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posible en un bafio Maria a 37 °C para mantener las muestras
atemperadas y evitar que los espermatozoides sufran algun deterioro en
su calidad, que pudiese interferir negativamente en la posterior técnica de
diluyo-conservacion. Posteriormente se procedid a analizar dichas

muestras

« La frecuencia de recogida fue semanal, hasta obtener las 4 dosis por

donante

3.2.2. METODOS DE EVALUACION

a. Metodologia de la experimentacion

Parametros Macroscopicos

l. Volumen eyaculado

El volumen del eyaculado se determind por observacién directa de los
tubos colectores graduados utilizados para la colecta. Estos tubos de
recogida se colocaron, inmediatamente tras la obtencién del
eyaculado, en un bafio Maria a 37° C, manteniendose atemperados

durante todo el proceso de evaluacion seminal (Alamo, 2007).

Il. Color del eyaculado

El color el eyaculado se valord directamente en el tubo colector de
recogida, por observacion directa del mismo y antes de los 5 minutos
desde la recogida (Alamo, 2007).

Parametros Microscopicos
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|. Motilidad

Para evaluar el porcentaje de espermatozoides méviles se utilizd una
gota de semen fresco sin diluir. Cuando la concentracién espermatica
fue muy elevada, se diluyo la muestra en solucién salina (0.9% NaCl)
a 37 °C, En cualquier caso, se tomara una gota que se colocara entre
un portaobjetos y un cubreobjetos atemperados a 37 °C), generando
asi una fina pelicula que permitié determinar el niumero de células
moviles presentes en la muestra. El semen se observo utilizando un

microscopio 6ptico de 400 aumentos.

La valoracion del movimiento se realizara sobre aquellos
espermatozoides que muestren un movimiento progresivo. Sélo se
consideraron los espermatozoides con movimientos de avance y no
aquellos que presentaron movimientos rotatorios, movimientos

circulares o movimientos vibratorios (N6thling y Shuttleworth, 2005).

Il. Concentracion espermatica

La determinacion de la concentracion seminal se realizé diluyendo
previamente el semen a razon de 1:41 en una solucién salina
formolada al 0.3%; se diluird 0.05 ml de semen en 2.0 ml de solucion
salina formulada; Luego se tomG una muestra de esta dilucion y se
llend por capilaridad la camara de Thoma - Neubauer, para finalmente
observar en un microscopio 6ptico a 400 aumentos. El numero de
espermatozoides observados en una superficie de 0.2 mm? (80
cuadros pequefios de 0.0025 mm? cada uno y distribuidos en 5
cuadrados grandes), fue multiplicado por 2.050.000 para obtener la
concentracion en espermatozoides por mililitro, teniendo en cuenta la
dilucién realizada (1/41) y el volumen cubierto con el recuento (0.2

mm? x 0,1 mm de altura = 0,02 mm3).
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lll. Viabilidad espermatica

El recuento de espermatozoides vivos se llevo a cabo individualmente
en cada uno de los eyaculados recogidos (4 por animal), (Alamo,
2007). Este pardmetro se evaluo utilizando la doble tincion de eosina-
nigrosina (Barth y Oko, 1989), y se ejecutd de la siguiente manera,
sobre un portaobjetos a 37 °C, se mezcla una gota de unos 4-5 mm
de didmetro de dicho colorante (mantenido a su vez en un bafio Maria
a 37 °C), con otra de 5-6 mm de semen fresco sin diluir, y también
mantenido en el bafio Maria a 37 °C. Una vez mezcladas ambas
gotas, se deslizara un portaobjetos, con un angulo de 30-40°, sobre el
primero para obtener una extension que seque rapidamente al aire y

se observo a 400 aumentos en un microscopio optico.

Para la realizacion de esta valoracion se consideré muertos a todos
aquellos espermatozoides que presentaron algun indicio de coloracién
oscuro, indicativo de una alteracion de la membrana citoplasmaética, y
vivos a todos los espermatozoides que muestren un color totalmente
blanco, indicativo que presentan una membrana funcional que no
permite el paso del colorante. Para obtener el correspondiente
porcentaje se valoré6 un minimo de 200 células esperméticas por

muestra.

IV. Morfologia

De acuerdo a Alamo (2007), para llevar a cabo la valoracion de la
morfologia espermatica, se evalub un minimo de 200
espermatozoides por muestra, utilizando la misma extension de
eosina-nigrosina que estaba preparada para la obtencion del
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porcentaje de viabilidad espermatica. El porcentaje de
espermatozoides con formas anormales se determind mediante la
valoracion de las muestras en un microscopio entre 400 - 1000
aumentos y se cuantificO espermatozoides normales o con las

siguientes alteraciones:

e Espermatozoides normales

e Espermatozoides con gota citoplasmatica proximal
e Espermatozoides con gota citoplasmatica distal

e Espermatozoides con colas enrolladas

e Espermatozoides con colas dobladas

V. Prueba de funcionalidad de la membrana plasmatica del

espermatozoide (prueba hiposmaotica)

Esta prueba se realiz6 incubando 100 uL de semen en 900 uL de
solucién hipoosmética, previamente calentada a 38°C, en bafio maria
a la misma temperatura durante 45 minutos. Se analiz6 una alicuota
de 5,5 yL en microscopio (400 aumentos), contando un total de 200
espermatozoides. Aquellos espermatozoides que presenten las colas
hinchadas o enrolladas, fueron considerados espermatozoides con
integridad de membrana intacta (Jeyendran et al., 1984).

VI. Procedimientos de dilucién y conservacion seminal

Se seleccionaron aquellas muestras de semen que presentaron, una
motilidad y una viabilidad superior al 80%, y un porcentaje de
morfologia anormal menor al 20%, los eyaculados de cada uno de los
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ejemplares fueron sometidos a los procedimientos de dilucién y

conservacion que a continuacion se describen.

e En primer lugar, la fraccion espermatica fue sometida a una
centrifugacion a 2200 rpm durante 6 minutos, para conseguir
una mayor concentracion de espermatozoides. El objetivo es
asegurar la eliminacion el pequefio volumen de primera y
tercera fraccion que hubiese podido mezclarse con la segunda
fraccion durante las recogidas, y concentrar la fraccién
espermatica.

e Una vez retirado el sobrenadante mediante aspiracion
cuidadosa con pipetas Pasteur, el sedimento resultante se
resuspendié mediante adicion a temperatura ambiente con
cada dilutor en una relacion 1:2 (semen : dilutor).

e Posteriormente se dividieron 2 alicuotas de 0,5 ml en crioviales
por cada dilutor, y se analizd6 cada uno de los parametros
detallados previamente, en cuatro diferentes momentos, hora
cero, 24 horas, 36 horas y 48 horas desde la obtencion del

eyaculado.

b. Recopilacion de la Informacién

En el campo:

e Entrevista y encuesta a los ganaderos.
e Registro de pesos recopilados en Granja para su posterior analisis.

e Observaciones anotadas.
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En otros ambientes generadores de informacion cientifica.

e Libros relacionados al tema.

e Revistas cientificas especializadas.

¢ Internet paginas Web relacionadas al tema.

¢ Intercambio de informacion con profesionales de campo.

e Eventos cientificos nacionales e internacionales relacionados con el

tema de investigacion.

3.2.3. VARIABLE DE RESPUESTA

a) Variables independientes

e Dilutores

b) Variables dependientes

e Volumen (ml)

e Color (blanco lechoso, blanco opalescente, etc)
e Motilidad (%)

e Viabilidad (%)

e Morfologia (% de cada categoria)

e Concentracion (espermatozoides por ml)

¢ Integridad de membrana (%)

3.3. ANALISIS ESTADISTICO
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Distribucion de tratamientos
Dos tratamientos con 5 repeticiones y 4 horas de evaluacion.

Andlisis de varianza

Para las variables dependientes que estan expresadas en porcentaje
se aplicé una transformacién angular a seno del arco, de esta manera
seran analizadas en un ANVA factorial 2 X 4 (dos tratamientos y
cuatro horas de evaluacién), se considerara una probabilidad del 95%

Para el caso de categorias (variable dependiente morfologia) éstas
fueron analizadas mediante la prueba de chi cuadrado y Fisher, a una
probabilidad del 95%.

Anélisis de significancia

Se utilizé la prueba de Duncan a una probabilidad del 95% (0,05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Volumen (ml).

Cuadro N° 1
Animal Perro 1 | Perro 2 | Perro 3 | Perro 4 | Perro 5 | Promedio
Promedio
1,882 2,132 1,882 1,632 1,882 1,88
DS

0,25 0,25 0,48 0,25 0,25 0,30

Promedios con letras diferentes como superindice en la misma fila, denotan diferencia

estadistica significativa (Duncan P<0.05)

Grafico N° 1
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En el cuadro y grafico N° 1 se muestran los volimenes de obtencion de

semen canino, correspondientes a la fraccion rica en espermatozoides
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(segunda fraccidn), desechando las anteriores, considerando que la
fraccibon 1 y 3 contienen condiciones que afectan la movilidad vy
conservacion del semen canino (Rota et al., 1995), luego de analizar el
volumen obtenido estadisticamente, se ha observado que no existe
diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre cada uno de los
animales en estudio; asimismo, el valor promedio final observado fue de
1,88 + 0,30 ml, este valor es similar al volumen reportado para perros de
tamafio mediano; al respecto, Sanchez et al. (2006) encontraron un valor
de 1,70 £ 0,5 ml.
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4.2. Color
Cuadro N° 2
Animal | Perro 1 | Perro 2 | Perro 3 | Perro 4 | Perro 5
i i BL BL BO BL BL
Muestra 2 BL BL BO BL BL
Muestra 3 BL BL BL BL BL
S BL BL BL BL BL

BL: Blanco lechoso

BO: Blanco opalescente

El Cuadro N° 2 muestra la categorizacién del color en el semen obtenido
en perros bajo condiciones de la presente investigacion, como se
observa el color blanco lechoso, es el prodominante por lo cual no fue
necesario aplicar un disefio estadistico en particular. El color en el
andlisis del semen en caninos, es una prueba subjetiva que
indirectamente puede indicar la concentracion de células espermaticas;
por lo cual el color hallado (blanco lechoso) es el color deseable en
caninos; asimismo, el color hallado en forma subjetiva en las muestras de
semen en la presente investigacion, son consistentes a investigaciones
previas (Alamo, 2007).
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4.3. Concentraciéon (espermatozoides por 1000/ml)

Cuadro N° 3
Animal Perro 1 | Perro 2 | Perro 3 | Perro 4 | Perro 5 | Promedio
Promedio
477,652 | 502,762 | 408,98° | 463,812 | 499,182 | 470,48
DS

90,65 63,81 |20,26 | 30,70 34,24 | 47,93

Promedios con letras diferentes como superindice en la misma fila, denotan diferencia
estadistica significativa (Duncan P<0.05)
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El cuadro y grafico N° 4 presentan los valores de concentracion
espermatica por ml. Se encontraron que los mayores valores se
observaron en el perro N° 2 y 5 (502,76 X 10°% y 499,18 X 106,
respectivamente) luego en el perro N° 1y 4, con valores de 477,65 X 10°
463,81 X 108 espermatozoides por ml, por el contrario en el perro N° 3 se
observaron los valores mas bajos, el cual presenta diferencias
estadisticas con el perro N° 2 y 5 (P<0,05); sin embargo, todos los
valores observados en esta investigacion se hallan dentro de los rangos

reportados por investigaciones precedentes.

En el perro hay descritos valores de concentracion que oscilan entre 300
- 2000 x 10% espermatozoides/ml (esp/ml), considerandose normal para
un perro de tamafio mediano 300 x 10° esp/ml (Burke, 1986; Concannon,
1993). Sin embargo, otros autores describen concentraciones que varian
entre 200 a mas de 2000 x 10° esp/ml. Se considera que la
concentracion minima aceptable que debe presentar un semen para
utilizarse en una inseminacién en fresco seria de 100 x 108 esp/ml
(Farstad, 2000a; Iguer-ouada, 2001). De otro lado, England y Allen
(1989) refieren en un estudio realizado en 28 perros fértiles una
concentracion media de 299,6+127,9 millones de espermatozoides por
mililitro, mientras que Farstad (1998b) refiere valores entre 100-700
millones/ml, este Gltimo valor presenta un rango similar al encontrado en

esta investigacion.
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4.4. Motilidad (%).
Cuadro N° 4

Horas

Dilutor
0 24 36 48

LUHT | 92 402 | 85,90° | 71,60¢ | 61,10¢

GC | 92,402 |86,05° | 71,85° | 61,95¢

Promedios con letras diferentes como superindice en la misma fila y columna, denotan
diferencia estadistica significativa (Duncan P<0.05).

LUHT: Dilutor base leche UHT
GC: Dilutor base glucosa citrato
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En el Cuadro N° 4 y Grafico N° 4, se presentan los valores de motilidad
espermatica, en este caso por efecto de los dilutores y en las 4 horas de
evaluacion; observamos un valor inicial de 92,40% en el tratamiento en base
al dilutor Leche UHT, y 92,7 % en el caso del tratamiento en base al dilutor
glucosa citrato, estos valores fueron similares estadisticamente (P>0,05).

Los valores iniciales de motilidad antes de la dilucion son similares a los
encontrados por otras investigaciones en semen de caninos y utilizando
también leche como dilutor, y otro dilutor en base a yema de huevo; al
respecto, Sanchez et al. (2006) encontraron porcentajes de motilidad de

95,7%, los cuales son similares a los hallados en la presente investigacion.

Al igual que otros investigaciones, considerando las las horas de evaluacion,
se puede apreciar una tendencia lineal en la disminucion de la motilidad
progresiva en el semen refrigerado, lo cual concuerda con lo observado en
estudios de refrigeracion de semen con distintos diluyentes en caninos
(Goodman y Cain, 1993; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001), el mismo
comportamiento ha sido observado en otras especies, como ovinos (Watson,
1981), equinos (Sanchez et al., 1995) y felinos (Sanchez y Tsutsui, 2002).
Estas observaciones podrian explicarse por un efecto acumulativo del shock
hipotérmico sobre las células espermaticas a traves del tiempo (Batellier et
al., 2001). Respecto a la comparacién entre dilutores en los diferentes
tiempos de evaluacion, no se hallaron diferencias significativas (p> 0.05)
entre ellos; sin embargo, cabe destacar que la motilidad alcanz6 valores
sobre 60% hasta las 48 horas; valores que pueden ser considerados como
adecuados en cuanto a las exigencias para uso de semen canino en
inseminacién artificial (Linde-Forsberg, 2001). Estos hallazgos se deberian
al efecto de la refrigeracion sobre los espermatozoides caninos en el cual se
ve reflejada una disminucion de la motilidad e integridad de membrana y
actividad mitocondrial y en el aumento de la reaccion acrosomal, el

mecanismo por el cual disminuye la motilidad no ha sido elucidado por
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completo; sin embargo, se sabe que la motilidad espermatica es

particularmente dependiente de la funcion mitocondrial (Kao et al., 1998).

4.5. Viabilidad (%).
Cuadro N° 5

Horas

Dilutor
0 24 36 48

LUHT | 88652 | 81,15 | 73,90¢ | 62,30¢

GC | 88,652 | 79,500 | 72,20¢ | 63,00¢

Promedios con letras diferentes como superindice en la misma fila y columna, denotan
diferencia estadistica significativa (Duncan P<0.05).

LUHT: Dilutor base leche UHT
GC: Dilutor base glucosa citrato
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El efecto de la adicion de los dos dilutores sobre el semen canino afecto
significativamente (P<0.05) la viabilidad de los espermatozoides en el
tiempo, este comportamiento se deberia al igual que en el caso de la
motilidad, a los efectos de la refrigeracion la cual afectaria principalmente la
membrana acrosomal, lo cual ocasionaria la disminucion tanto de la
motilidad como de la viabilidad espermatica. En otros estudios bajo
condiciones similares, y utilizando leche descremada como dilutor base, se
hallaron valores mayores de integridad mitocondrial que de motilidad, lo cual
podria sugerir que la muerte celular se realiza por apoptosis (Dinsdate et al.,
1998; Green y Reed, 1998). Otros autores han sefialado que este estado
mitocondrial podria ser debido a alteraciones en el metabolismo de energia
sin dafo de integridad de membrana (Vetter et al., 1998); sin embargo, los
resultados del presente estudio permiten generalizar que el efecto de la
refrigeraciébn se produciria por alteraciones a nivel de integridad de
membrana mitocondrial debido a la disminucion de la integridad de

membrana acrosomal, lo cual conduciria a una disminuciéon de la vibilidad.
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4.6. Morfologia espermética (% de cada categoria)

Cuadro N° 6

Morfologia | perro1 | Perro2 | Perro3 |Perro4 | Perro5 | Promedio

Normales | g2 502 | 79,502 | 79,502 | 78,252 | 80,0028 | 79,95

GotaCP | 12755 | 17.00® | 16,00° | 16,50° | 16,25b 15,7

Gota CD 4,75¢ 3,50¢ 4,50° 5,25¢ 3,75°¢ 4,35

Fuente: Elaboracion personal
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El cuadro y grafico N° 6 muestran los valores del porcentaje de morfologia
normal y anomalias halladas en los 5 perros bajo estudio. Observamos que
el porcentaje promedio de espermatozoides normales fue de 80% el cual
deberia ser considerado como normal, considerando que este valor
representa el porcentaje minimo de espermatozoides normales para iniciar

los procedimientos de refrigeracién (Baquero et al., 2004).

Al respecto de nuestros resultados las principales anomalias observadas en
espermatozoides de perro corresponden a alteraciones en la pieza
intermedia. Otros autores mencionan que en la pieza intermedia se han
encontrado gotas proximales y distales asi como piezas intermedias torcidas
y en la cola se observaron colas torcidas y enrolladas a nivel de la pieza
intermedia (Kustriz et al., 1998). En un estudio realizado por Morton y Bruce
(1989) sobre 167 perros fértiles el porcentaje de células normales fue de
69,1%, y en la pieza intermedia se hall6 el principal porcentaje de
anormalidades (13,4 %) Estos autores destacan que algunos defectos
morfolégicos, como es el caso de persistencia de gota proximal en el tracto
intermedio, estan asociados a porcentajes de concepcion mas reducidos. El
motivo por el cual los espermatozoides con gota proximal no se conservan
bien podria estar relacionado con el contenido de las gotas en enzimas
lisosomales, asi, tras la congelacion y la descongelacion sufren destruccién
de su membrana, causando liberacibn de las enzimas hidroliticas y
rompiendo la membrana del espermatozoide y, en consecuencia, afectando
severamente su motilidad. Este defecto origina una motilidad post-
descongelacion inferior a la aceptable del 50%, mientras algunas anomalias
en el cuello como fractura y, en piezas intermedias y colas como las
dobladas o las enrolladas cursan con motilidades practicamente nulas
(Morton y Bruce, 1989). Estas condiciones también se estarian presentando
bajo condiciones de la presente investigacion
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4.7. Integridad de membrana (%)

Cuadro N° 7

Horas

Dilutor
0 24 36 48

LUHT | 89,552 | 81,400 | 76,70¢ | 73,00¢

GC | 89,552 |80,70° | 76,40° | 73,05¢

Promedios con letras diferentes como superindice en la misma fila y columna, denotan
diferencia estadistica significativa (Duncan P<0.05).

LUHT: Dilutor base leche UHT
GC: Dilutor base glucosa citrato
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El cuadro y grafico N° 7 representan los porcentajes de integridad de
membrana en espermatozoides sometidos a los dos dilutores y al efecto de
cuatro horas de evaluacion, no se han encontrado efectos originados por el
dilutor; sin embargo, durante las horas de evaluacion se observa una
disminucion lineal en el tiempo, estos valores si difieren significativamente
(P<0.05), lo cual permite establecer que conforme pasa el tiempo, la
integridad de membrana se altera significativamente.

Estos resultados podrian ser explicados por una desestabilizacion a nivel de
la membrana, producto del refrigeramiento, en donde la composicién lipidica
de la bicapa se ve afectada por la tasa de refrigeracion. Este proceso ha sido
determinado previamente en espermatozoides de ovino a temperatura
inferior de 15 °C (Maxwell y Jonson, 1999).

Asimismo, Durante el choque por frio, los fosfolipidos interactian con la
estructura lipidica de la membrana plasmatica de las células esperméticas y
proveen proteccion. Las lipoproteinas se unen a la membrana de la célula
espermética y ayudan a conservar la integridad celular durante el
almacenamiento (Bouchard et al., 1990). La estabilidad de la membrana y la
resistencia al choque por frio estd relacionada con el contenido de
fosfolipidos de la membrana celular. Una baja proporcion de fosfolipidos
poliinsaturados - 4cidos grasos saturados en la composicion espermatica, ha
sido relacionada con una alta resistencia al choque por frio (Bouchard et al.,
1990). La fluidez de la membrana se habria aletrado por la temperatura, al
descender ésta se produce un reacomodo de las cadenas de fosfolipidos en
forma de paquetes, ya sea en forma bilaminar o hexagonal, formandose con
esto regiones cristalinas. De otro lado, también se ha mencionado que al
descender la temperatura, disminuye la formacién de ATP, por lo que la
bomba sodio-potasio de la membrana plasmética (ATP dependiente)
también disminuye su actividad. Esto causa que el potasio que atraviesa la
membrana para salir, fluya a una tasa mayor que el potasio que entra, por lo
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que la concentracion de potasio intracelular disminuye, y la relacion sodio-
potasio se altera. Esto causa una despolarizacion de la membrana,
abriéndose por ello los canales de calcio, el cual activa enzimas fosfolipasas,
ocasionando una alteracion general de las membranas (Baquero et al.,
2004).
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1.  CONCLUSIONES

1. Se hall6 un valor promedio final de volumen de semen de 1,88 + 0,30

ml, correspondiente a la segunda fraccion.

2. Con relacion al color del semen, el color predominante fue de Blanco
lechoso, a excepcion de un especimen que mostré dos muestras de

color Blanco Opalescente.

3. En referencia a la concentracion de espermatozoides al inicio del
estudio, se encontré6 un valor de 470,48 *+ 47,93 X 10° células

espermaticas, el cual fue considerado normal.

4. Con relacion a la motilidad se observé un valor inicial de 95,7%, pero
luego de someter las muestras a las horas de evaluacion (24, 36 y 48
horas) se aprecio una diferencia estadistica significativa entre ellas
(P<0.05), debido principalmente a un efecto acumulativo del shock
hipotérmico. Asimismo, no se hall6 efecto del dilutor entra las horas
evaluadas (P>0.05)

5. El efecto de la adicion de los dos dilutores sobre el semen canino
afect6  significativamente  (P<0.05) Ila viabilidad de los
espermatozoides en el tiempo, mostrando valores iniciales similares
en ambos dilutores (88,65%) y este valor disminuy6 progresivamente
hasta alcanzar valores de 62,30% en el caso del dilutor en base a
leche UHT y 63% para el dilutor glucosa citrato. Asimismo, no se hallé
efecto del dilutor entra las horas evaluadas (P>0.05)

6. Con relacién a las anomalias morfolégicas, el porcentaje promedio de
espermatozoides normales fue de 80%, las anormalidades halladas
corresponden a la pieza intermedia, donde se han encontrado un
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porcentaje de 15,7% de gotas citoplasmatica proximales y 4,35% de

gotas citoplasmatica distales.

7. En relacion a la integridad de membrana, no se hallaron efectos de
los dilutores; sin embargo, durante las horas de evaluacion se
observa una disminucién lineal en el tiempo, estos valores difirieron
significativamente (P<0.05), lo cual permite establecer que conforme
pasa el tiempo, la integridad de membrana se altera

significativamente.

8. EIl efecto de ambos dilutores sobre los parametros evauados fue
similar en todos los parametros evaluados, lo que permitiria utilizar
en forma practica el dilutor basado en Leche UHT, con las mismas

ventajas que el dilutor Glucosa Citrato.
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9. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda evaluar el dilutor basado en Leche UHT y su efecto

sobre la inseminacion artificial en caninos.

2. Se recomienda evaluar el efecto del dilutor basado en Leche UHT

sobre los parametros seminales en canincos de diversas razas.

3. Evaluar el efecto de otros dilutores de preparacion practica sobre los

parametros seminales

4. Evaluar el efecto del dilutor basado en Leche UHT, en muestras de
semen de otras especies animales domeésticos o de especies

exoticas.
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XIll.- ANEXOS

ANEXO 1

FICHA DE LABORATORIO.

LECTURA DE EVALUACION SEMINAL

NOMBRE
ANIMAL....... 5.0 e

FECHA Y HORA OBTENCION
MUESTRA. .. e
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PARAMETRO HORA O |HORA 24 |HORA 36 |HORA 48

Volumen (ml)

Color (blanco lechoso, blanco

opalescente, otro)

Motilidad (%)

Viabilidad (%)

Morfologia (% de cada categoria)

Concentraciéon  (espermatozoides
por ml)

Integridad de membrana (%)

RESPONSABLE
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ANEXO 2

PARAMETROS SEMINALES EVALUADOS EN CADA ESPECIMEN.

Perro 1
Muestra 1
Hora motilidad viabilidad concentracion IM | color Morfologia
blanco
0 92 81 567850000 | 80 | lechoso Normal 85
24 85 76 75 Gota CP 10
36 60 68 72 Gota CD 5
48 50 51 71
2050000
Muestra 2
Hora motilidad viabilidad concentracién IM Morfologia
blanco
0 95 90 362850000 | 92 | lechoso Normal 86
24 88 82 80 Gota CP 11
36 71 73 77 Gota CD 3
48 60 62 70
2050000
Muestra 3
Hora motilidad viabilidad concentracion IM Morfologia
blanco
0 96 90 528900000 | 93 | lechoso Normal 80
24 90 88 90 Gota CP 14
36 79 80 82 Gota CD 6
48 70 71 80
2050000
Muestra 4
Hora motilidad viabilidad concentracién IM
blanco
0 90 91 451000000 | 95 | lechoso Morfologia
24 82 80 80 Normal 79
36 76 73 78 Gota CP 16
48 60 62 75 Gota CD 5
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Perro 2
Muestra 1
Hora volumen 2 | motilidad | viabilidad |concentracién IM color | color Morfologia
blanco
0 2 90 80 516600000 83 lechoso Normal 79
24 82 78 75 Gota CP 17
36 60 68 72 Gota CD 4
48 55 48 68
2050000
Muestra 2
Hora volumen 2 | maotilidad | viabilidad | concentracion IM Morfologia
blanco
0 25 92 89 434600000 90 lechoso Normal 82
24 87 82 83 Gota CP 15
36 70 74 72 Gota CD 3
48 62 64 69
2050000
Muestra 3
Hora volumen 2 | motilidad | viabilidad |concentracién IM
blanco
0 2 94 91 584250000 92 lechoso Morfologia
24 90 83 89 Normal 75
36 78 80 83 Gota CP 20
48 70 74 78 Gota CD 5
2050000
Muestra 4
Hora volumen 2 | motilidad | viabilidad |concentracion IM
blanco
0 2 89 90 475600000 94 lechoso Morfologia
24 81 80 85 Normal 82
36 75 71 76 Gota CP 16
48 60 74 2050000 70 Gota CD 2
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Perro 3
Muestra 1
Hora volumen 2 | motilidad |viabilidad |concentracién IM color Morfologia
blanco
0 2 93 82 399750000 80 | lechoso Normal 78
24 86 76 75 Gota CP 18
36 59 65 72 Gota CD 4
48 52 52 71
2050000
Muestra 2
Hora volumen 2 | motilidad |viabilidad |concentracién IM Morfologia
blanco
0 2 92 90 387450000 92 | lechoso Normal 80
24 88 81 80 Gota CP 15
36 70 75 77 Gota CD 5
48 61 64 70
2050000
Muestra 3
Hora volumen 2 | motilidad |viabilidad |concentracion IM
blanco
0 15 96 90 434600000 93 | lechoso Morfologia
24 88 82 90 Normal 78
36 79 80 82 Gota CP 15
48 71 69 80 Gota CD 7
2050000
Muestra 4
Hora volumen 2 | motilidad | viabilidad |concentracion IM
blanco
0 15 91 93 414100000 95 | lechoso Morfologia
24 83 82 80 Normal 82
36 77 74 78 Gota CP 16
48 60 60 77 Gota CD 2
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Perro 4
Muestra 1
Hora volumen 2 | motilidad |viabilidad |concentracién IM color Morfologia
blanco
0 1,5 89 88 434600000 80 | lechoso Normal 75
24 80 76 75 Gota CP 18
36 61 68 72 Gota CD 7
48 53 51 69
2050000
Muestra 2
Hora volumen 2 | motilidad |viabilidad |concentracién IM Morfologia
blanco
0 1,5 92 90 496100000 91 | lechoso Normal 81
24 88 82 79 Gota CP 15
36 73 77 75 Gota CD 4
48 61 61 72
2050000
Muestra 3
Hora volumen 2 | motilidad |viabilidad |concentraciéon IM
blanco
0 2 95 90 440750000 92 | lechoso Morfologia
24 90 88 88 Normal 75
36 79 79 82 Gota CP 18
48 68 72 79 Gota CD 7
2050000
Muestra 4
Hora volumen 2 | motilidad |viabilidad |concentracion IM
blanco
0 15 92 92 483800000 93 | lechoso Morfologia
24 83 81 81 Normal 82
36 77 74 75 Gota CP 15
48 61 63 73 Gota CD 3
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Perro 5
Muestra 1
Hora volumen 2 | motilidad |viabilidad |concentracién IM color Morfologia
0 2 90 82 453050000 79 | blanco lechoso | Normal 82
24 86 77 76 Gota CP 15
36 59 69 73 Gota CD 3
48 52 52 69
2050000
Muestra 2
Hora volumen 2 | motilidad | viabilidad | concentracién IM Morfologia
0 2 94 91 496100000 91 | blanco lechoso | Normal 80
24 87 80 79 Gota CP 17
36 72 74 78 Gota CD 3
48 62 63 68
2050000
Muestra 3
Hora volumen 2 | motilidad | viabilidad |concentracion IM
0 2 95 92 533000000 92 | blanco lechoso | Morfologia
24 91 88 89 Normal 76
36 80 82 81 Gota CP 18
48 72 72 79 Gota CD 6
2050000
Muestra 4
Hora volumen 2 | motilidad | viabilidad |concentracion IM
0 15 91 92 514550000 94 | blanco lechoso | Morfologia
24 83 81 79 Normal 82
36 77 74 77 Gota CP 15
48 62 61 72 Gota CD 3
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ANEXO 3

IMAGENES

Evaluacion del volumen

Evaluacion del color




Bafno Maria para la incubaciéon de

muestras

i l

Centrifuga (2200 RPM X 4 minutos)




Incubacion de muestras

Centrifugacion de muestras




Recojo de muestras centrifugadas

Evaluacion microscopicas




Camara de Neubauer para conteo

Evaluacion de la concentracion




Evaluacion de la integridad de
membrana

e Membrana intacta (circulo rojo)

« Membrana alterada (circulo negro)

Evaluacion de la morfologia



1

Evaluacion de la morfologia.
e Gota citoplasmatica proximal (circulo
negro)

Gota citoplasmatica distal (circulo negro)
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