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TITULO

EVALUACION Y APLICACION DE INSEMINACION ASISTIDA
EN CANINOS DE LA RAZA BULLDOG INGLES CON SEMEN
FRESCO Y REFRIGERADO

Resumen

La Inseminacion artificial (IA) en caninos es una practica que brinda grande beneficios
en la clinica reproductiva diaria. Esta biotecnologia puede ser de moderada o alta complejidad,
de bajo o mediano costo, segun la técnica y el tipo de semen (fresco, refrigerado o congelado)
utilizado. En cada caso brinda diferentes posibilidades, otorgando siempre grandes beneficios
en la reproduccion canina. Si se extrae semen de buena calidad, se lo acondiciona y maneja
adecuadamente, se realiza la IA en el momento oportuno y se aplica la técnica adecuada, se
pueden obtener porcentajes de fertilidad muy alentadores. Sin embargo, si los factores
mencionados no son adecuadamente controlados puede tornarse una practica desalentadora.

Empleando una pareja de perros Bulldog Ingles se describe, por primera
vez en la UAAAN UL, una inseminacion artificial empleando semen canino
refrigerado. El semen fue obtenido por manipulacion digital y diluido con leche
semidescremada UHT con antibioticos en relacion 1:4 y refrigerado a 5°C. Se
practicaron 3 inseminaciones a partir del tercer dia del estro, el cual fue
determinado mediante examenes de citologia vaginal, considerandose inicio del
estro cuando las células superficiales constituian sobre el 80% del total de
células vaginales en los frotis. Se insemind con dosis refrigeradas por 24 y 48
horas y con una concentracion promedio de 600 millones de espermatozoides
totales. El diagndstico de gestacion, mediante palpacion y ultrasonido, se
realizo 28 dias después de la ultima inseminacion y la perra parié 6 cachorros
vivos 63 dias después de la ultima inseminacion.

Palabras claves: Inseminacién artificial caninos- semen refrigerado- semen

congelado

TITULO



EVALUACION Y APLICACION DE INSEMINACION ASISTIDA
EN CANINOS DE LA RAZA BULLDOG INGLES CON SEMEN
FRESCO Y REFRIGERADO

INTRODUCCION

Breve bosquejo histérico

Mientras que la historia de la Inseminacion Artificial en México data solamente desde

finales de los afios 50's. Las primeras investigaciones o comunicaciones del uso de la IA. Fue

en el afio de 1780, por el fisiélogo italiano Lazaro Spallanzani, realizado en perras. Existen
reportes de que los arabes utilizaban la inseminacion siglos antes (afio 1300 d.C.) para la

fecundar yeguas con semen robado de garafiones.

En 1782, P. Rossi y Branchi, repitieron con éxito el experimento de Spallanzani. En
1803, el mismo L. Spallanzani informé que los espermatozoides enfriados con nieve no marian,
sino que solo se tornaban inméviles y que exponerlos al calor recuperaban la motilidad por

varias horas.

A partir de esta Ultima fecha no hubo comunicados adicionales sobre la inseminacién
artificial a finales del siglo, entre 1884 y 1887 Everett Milais inseminé 19 perras de las cuales -;
guedaron gestantes. En 1897, Wealter Heape, en Inglaterra, trabajé sobre la Inseminacion
Artificial en perras y concluy6 que un solo eyaculado podria servir para varias perras y que la

inseminacién podria ser una herramienta valiosa para estudiar los factores genéticos.

Al principio del siglo XX (1900) en Rusia se empez6 a aplicar la IA en los animales de
granja, siendo EJ. Ivanoff el que empez6 a trabajar con caballos, bovinos y ovinos obteniendo

mejores resultados en las dos Ultimas especies.

En 1936, Sorensen y Glylling-Holm organizaron la primera cooperativa de IA. En
Dinamarca y en el afio de 1952 alrededor del 55% de las vacas de ese pais Eran inseminadas
artificialmente. En Estados Unidos de Norteamérica, la primera cooperativa de |A. Se estableci6

en el afio de 1938, siendo uno de los pioneros el profesor E. J. Peny.

Desde que Lazzaro Spallanzani en 1787 realiz6 la primera Inseminacién artificial (IA)
con semen fresco en caninos, este procedimiento ha sido aplicado y desarrollado a través del
tiempo en la reproduccién de pequefios animales. Ya en 1776 Spallanzani habia observado que
las bajas tem- peraturas provocaban una reduccion reversible de la actividad metabdlica de los
espermatozoides, lo cual permitia almacenarlos Andersen, K. 1980 . Fue en 1956 que Harrop
logra la primer prefiez con semen refrigerado Atelo, R. 1998 abriendo las puertas a la
criopreservacion. Posteriormente, en 1969, se comunica por primera vez una IA satisfactoria
con semen congelado Concannon, p. 1998.

Con el avance de la biotecnologia, cada vez es mas frecuente el uso de IA tanto para

realizarla con semen fresco como con semen criopreservado. El estado de salud y nutricion de
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los reproductores, asi como el manejo del momento de inseminacion, semen utilizado y técnica
de inseminacion determinaran el éxito o fracaso de la IA. La misma permite la interaccion de
dos reproductores cuando no se puede llevar a cabo el servicio natural, optimizar el uso de
semen de buena calidad (inseminando a 2 o mas perras con un mismo eyaculado) y utilizar
semen criopreservado. La IA con semen refrigerado o congelado permite traba- jar con dos
reproductores en localizaciones geo- graficas distantes sin necesidad de transportarlos, lo cual
brinda grandes ventajas para los criadores. Asi mismo la congelaciéon de semen en caninos se
encuentra en constante estudio y desarrollo debido al creciente interés de criadores y
teriogenologos. Este método de crié preservacion hace posible el uso de reproductores mucho
después de finalizado su periodo Util como semental y la conservacién del material genético del
macho siendo esto Ultimo de gran importancia en canidos silvestres en peligro de extincion.

El objetivo de este trabajo fue analizar los factores que condicionan el éxito de laIAy la

posibilidad de realizarla con semen refrigerado en condiciones naturales .

Antecedentes.

En nuestro pais cada vez se esta volviendo mas popular la inseminacion
artificial en caninos con semen fresco. Hay determinadas razas que por sus
caracteristicas morfologicas o por preferencia de los criadores estan utilizando

la inseminacion artificial como método de rutina.

El primer informe sobre el uso de la inseminacion artificial en animales
domeésticos data de 1780, cuando el abate y fisiélogo italiano Lazaro
Spallanzani obtuvo cachorros después de inseminar una perra con semen

fresco (Heape, 1897). En la actualidad y dado que la reproduccion y crianza de

perros es una aficion de distribucion mundial, la preservacion de semen y la
inseminacion artificial en la especie canina se ha constituido en tema de alto
interés para los médicos veterinarios y criadores de perros de muchos paises
(Séanchez, 1998).

Si bien la inseminacion artificial en las especies de interés zootécnico, es una
biotecnologia usada principalmente con el objeto de reproducir el mejor material

genético (Mc_Donald, 1975), en la especie canina representa ademas una

herramienta clinica.
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Feldman vy Nelson (1996) y Séanchez (1998) destacan algunas de las

aplicaciones clinicas de la inseminacion artificial en perros, en las cuales la

preservacion y transporte de semen serian fundamentales.

1. Hembras nerviosas 0 con problemas de conducta, que rehusan el

apareamiento o se comportan de manera agresiva con el macho.

2. Hembras con vagina estrecha, lo que dificulta la penetracion y origina dolor,

motivo por el cual la perra rehuye el apareamiento.
3. Machos con rigidez o debilidad de las extremidades posteriores.

4. Machos en los cuales la ereccion del pene ocurre demasiado temprano,

imposibilitando la penetracién debido al engrosamiento del bulbo del glande.
5. Machos de menor tamafio que las hembras, lo cual imposibilita la monta.

6. Reproductores separados geograficamente de la hembra en el periodo de

estro.

No obstante que varios trabajos han entregado una basta informacién acerca de
la manipulacién, preservacion e inseminacion artificial con semen canino fresco,

refrigerado y congelado (Gill y col., 1970; Farstad, 1984; Tsutsui y col., 1988;

Linde-Forsberg v Forsberg, 1989; Linde-Forsberg vy Forsberq, 1993; Linde-
Forsberg, 1994: Linde-Forsberqg, 1995; Rota y col., 1995; Antelo, 1998), en

Chile no se registran antecedentes sobre el uso de inseminacion artificial en la

especie canina. Por esta razon el proposito de este trabajo es evaluar la
capacidad fecundante de espermatozoides caninos conservados a temperatura

de refrigeracion y empleados en inseminacion artificial.

El método consiste en la recoleccibn manual de semen y posterior
deposito en la vagina de una perra en celo. La razon principal por la cual se
debe recurrir a este método es la imposibilidad de realizar un apareamiento
natural entre una hembra y un macho. Las causas en la hembra comprenden:
caracteristicas raciales, anormalidades congénitas (no hereditarias) o

adquiridas, falta de aceptacion al macho, estrecheses vaginales, dolor,
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debilidad del tren posterior, trastornos psicoldgicos, etc..Por parte del macho, el
servicio natural puede verse dificultado por defectos de la conformacion que
impiden la penetracibn o el abotonamiento, artritis, dolores de columna
vertebral, debilidad del tren posterior, ereccion prematura, que imposibilita la
correcta penetracion, problemas psicologicos, como timidez, inexperiencia, falta
de libido, etc.

La inseminacion artificial previene la diseminaciéon de enfermedades
infecciosas evitando que os ejemplares de alto valor reproductivo sean

expuestos a estos riesgos.

En la especie bovina hace afios que se esta utilizando la congelacion de
semen con el fin de difundir ampliamente la genética de animales superiores.
debido a que el semen del perro carece de la concentracion suficiente para
dividir un eyaculado en muchas dosis, hasta hace poco tiempo no se le habia

dado importancia a su congelacion.

La utilizacion de semen conservado permite la mayor dispersion de
rasgos genéticos deseables, prevencion de enfermedades, disminucion de
costos al no tener la necesidad de transportar los animales, reducir los peligros

de embarcar un perro y evitar el stress del transporte.

La ventaja adicional del congelado del semen es la posibilidad de
conservar por mucho tiempo (afios) la genética de un determinado ejemplar,
aun mucho después de haber fallecido, posibilitando la reutilizacion de sus
genes varias generaciones después de su desaparicion, cuando sus
caracteristicas genéticas comienzan a diluirse y desaparecer.En presencia de
enfermedades terminales no hereditarias, cuando se sabe a ciencia cierta que
un ejemplar va a morir a corto plazo el almacenamiento de su semen permite al
criador continuar utilizando su perro aun después de muerto sin alterar su plan
de crianza. Asi mismo permite que destacados progenitores puedan ser

utilizados en forma mas extensiva. Sdnchez (1998)

Se puede utilizar la inseminacion artificial en tres formas diferentes:
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1-semen fresco: es el procedimiento mas utilizado por criadores y veterinarios
que consiste en la extraccion manual del semen y su inmediato depdsito en la

vagina de la perra.

2- Semen refrigerado consiste en realizar una dilucion del semen y su
refrigeracion a 5 grados centigrados que permite preservar a corto plazo ( al
rededor de 24 a 48 hs) la viabilidad espermatica. El diluyente ayuda a proteger
las membranas de los espermatozoides de los dafios provocados por cambios
en la temperatura y por las sacudidas durante el transporte. Esto nos da todas
las ventajas del transporte del semen y la inseminacién a distancia y permite
evitar el dafio que se produce en los espermatozoides al congelarlos, siendo
generalmente los resultados de prefiez algo mejores que los obtenidos con

semen congelado.

3- Semen congelado: consiste en realizar una diluciéon del semen y su
posterior congelacion que permite su conservacion por afios. es una
preservacion a largo plazo, que permite obtener todas las ventajas genéticas

anteriormente citadas.

Se han realizado infinidad de estudios sobre el semen congelado,
variando la composicion de los diluyentes, la velocidad de enfriamiento, y la

presentacion final del semen.

El semen suele congelarse en pajuelas o pastillas .actualmente se
prefieren las pajuelas, por su facilidad de identificaciéon y almacenamiento.el
numero de dosis inseminantes que puede obtenerse, de una sola extraccion
varia con la calidad del semen, pudiendo lograrse entre 0 y 5 dosis por

eyaculado.

Durante el proceso de congelado, el semen sufre dafios que disminuyen
drasticamente el tiempo de supervivencia, de los espermatozoides, dentro del
tracto genital femenino. A si mismo el pasaje a través del cuello del Utero se ve
dificultado. Esto hace que sea de gran importancia el depdsito del semen
directamente dentro del Utero, ya que los porcentajes de concepcidén son muy

superiores en la inseminacién intrauterina que en la intravaginal profunda.



También es evidente necesario determinar con extrema precision el
momento fértil de la perra ya que el semen congelado vive solo de 12 a 24 hs.
en contraposicion con el semen fresco (de optima calidad) que puede vivir
varios dias en el tracto femenino.La determinacién del momento de la ovulacion
debe ser establecido por citologia vaginal, concentracion de progesterona

serica Yy vaginoscopia.

No obstante a pesar de las ventajas evidentes del método el uso del
semen congelado provenientes de machos seleccionados de cada raza,
representaria un considerable costo representado por gastos de congelacion y
almacenamiento del semen y los porcentajes de concepcion y tamafio de las

camadas algo menores que los obtenidos con semen fresco.

En 1981 el American Kennel Club aprobd el registro de camadas
resultantes de inseminacion artificial con semen congelado y el método se esta

utilizando ampliamente en USA y en Europa.

El avance genético que podria lograrse con la utlizacion de semen
congelado que provenga de machos fértiles y sanos de cada raza,

representaria una gran adelanto a corto plazo en la zootecnia canina
REPRODUCCION CANINA

Vamos a describir algunos de los aspectos mas interesantes sobre la
reproduccion de la especie canina, recordando aquellos puntos que puedan
resultar problematicos a la hora de cruzar nuestros perros.
Comenzaremos sefialando las caracteristicas mas significativas del ciclo

reproductivo de la perra.

FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRAL

Las perras alcanzan la pubertad, es decir el primer celo, entre los 6 y los
12 meses de edad no obstante, estos datos varian en funcion de la raza, vya
gue las razas mas pequefias aparecen en celo antes que las razas grandes.
Este celo se repite a intervalos de 4 a 12 meses, siendo lo mas frecuente

la aparicién cada 6 meses.



El ciclo reproductivo de la hembra, lo podemos dividir en cuatro periodos:
Anoestro, Proestro, Estro y Metaestro o Diestro.

ANOESTRO

Es el periodo de reposo sexual, es decir, de inactividad ovarica. La
duracién es de unos 4 meses generalmente, aunque esta influenciada por
algunos factores.

Epoca del afio. Olor a hormonas sexuales (ferormonas) Razas.

PROESTRO

Los sintomas mas iniciales son tumefaccion de los labios de la vulva y
aparece un flujo serosanguinolento. Dura de 7 a 10 dias y durante el mismo, la
hembra no acepta al macho, aunque resulta atrayente para estos. En algunas
hembras este flujo casi no se aprecia porque lo eliminan lamiéndose, en otras
es mas Copioso y aparente.
En esta etapa, la emision de orina es mas frecuente para diseminar hormonas

sexuales (feromonas).

ESTRO

Es el periodo en el cual se produce la ovulacion y la hembra acepta al
macho. La vagina esta engrosada, los pliegues vaginales se hacen angulosos
al disminuir los estrégenos y aumentar la progesterona.

Segun las hembras puede variar el tiempo en que tardan los foliculos en
desarrollarse y que se produzca la ovulacion, puede suceder que:

La ovulacion sea temprana (a los siete dias del proestro).

La ovulacion sea tardia (hasta os 20 dias del proestro, la perra seguiria
siendo receptiva hasta ese momento).

El momento de la ovulacién puede no ser constante durante los celos
sucesivos de una misma perra.

La ovulacion tiene lugar generalmente durante un periodo de 72 horas.

METAESTRO

La hembra rechaza el coito por primera vez y dura unos sesenta dias. La

vulva disminuye de tamafio y puede verse en ocasiones un flujo mucoso,



parecido al que aparece en la gestaciéon. No hay manifestaciones clinicas que
sefalen el final, al pasar esta etapa comenzaria el periodo de Anoestro (reposo

sexual) y asi sucesivamente.

DETERMINAR EL MOMENTO OPTIMO PARA LA RECUBRICION

La mayoria de las perras son cubiertas a los 12 dias, después del inicio del
proestro y suele dar buenos resultados, pues aunque no esté ovulando en ese
mismo momento, el esperma del macho puede vivir hasta siete dias en el
aparato genital de la hembra.
Las cubriciones repetidas con un intervalo de 24 a 48 horas, aumenta la
probabilidad de concepcion.
Es recomendable detectar el momento de la ovulacion, pues hay hembras que
ovulan antes y otras después y sobre todo es importante saberlo en los
siguientes casos:
- Se va a realizar inseminacion artificial.
-El perro posee un semen de baja calidad.
- La perra no se deja cubrir y necesita sujecion.
- El macho se encuentra a muchos Kilometros y soélo se va a realizar una
monta. Antelo, R. 1998.

Existen varias técnicas para determinar este momento:
Midiendo en plasma los niveles de hormonas luteinizante (LH).

La mayoria de las ovulaciones ocurren de 24 a 48 horas después de que
la LH alcanza su nivel maximo en plasma.

Midiendo la concentracidén de progesterona en sangre.

Realizando frotis vaginales diarios, en estos se observan los cambios
celulares que se producen. Se realiza el primer frotis, unos 1 0 dias después de
observar las manifestaciones iniciales de proestro, ya que algunas perras

pueden estar préximas a ovular en este momento.

La ausencia de neutro filos y la queratizacion de la mayoria de las células
epiteliales junto con la presencia de muchas bacterias, indican que el

aparcamiento se realizard en dos dias. Los ovulos no son fertilizados con



facilidad hasta 3 dias después de la ovulacion y como el esperma del macho
puede vivir varios dias en el aparato genital de la hembra, en este periodo en
gue va a ser cubierta es menos copioso, pero en ocasiones persiste un flujo

sanguinolento hasta el final del estro. Antelo, R. 1998.

FACTORES QUE IMPIDEN EL APAREAMIENTO NORMAL

Psicoldgicos: La mayoria de los perros saben instintivamente realizar la copula,

aungue en algunos casos sean incapaces debido a:

Diferencias en las experiencias sexual; un macho experimentado puede
asustar a una hembra que realiza su primer apareamiento o al contrario.
Falta de familiaridad con el lugar; como el macho es el que realiza el papel mas
activo en la copula, es aconsejable trasladar a la hembra a donde se encuentra
el macho.

Hembras excesivamente "humanizadas” que en rara ocasiones ven

perros y manifiestan rechazo a la aproximacion de estos.

Fisicos: Perros con musculares u Oseas excesivamente pesados, etc.
En el caso de que la monta natural no se pueda realizar, debemos recurrir a la

inseminacion artificial.

INSEMINACION ARTIFICIAL CON SEMEN FRESCO

Recogida del semen: estando presentes el macho y la hembra, se deja que el
macho olfatee la hembra y antes de que intente montarla se sujeta el pene de
este, se expone el bulbo del glande y se presiona la base de este.
La eyaculacién se compone de 3 fracciones:
- La 1 'fraccion es clara y no hay espermatozoides.
- La 2' fraccion es rica en espermatozoides y la que nos interesa en la
inseminacion.
- La 3' fraccion se desecha.
La muestra de semen debe analizarse previamente para asegurar que el perro
es fértil. Farstad, w. 1984

Para cada inseminacion se utiliza un eyaculado. Si se produce retraso

entre la recogida y la inseminacion, no se debe enfriar el semen, debera



efectuarse en un plazo de 1 5 minutos.

Las tasas de gestacion son del 50% aproximadamente.

Existen también técnicas de inseminacion con semen refrigerado o
congelado, pero no suelen realizarse con demasiada frecuencia y no
hablaremos de ello en este capitulo.

Inseminacion: Se introduce un catéter de plastico en la vagina de la
hembra y se dirige manualmente al interior, pues la vagina de la perra es
relativamente larga.

Se levantan del suelo las extremidades posteriores de la perra y con una
jeringuilla se introduce el semen. Se estimula el vestibulo de la perra con un
dedo lo que provoca contracciones vaginales que ayudan a pasar el semen
hacia el interior del Utero.

Se mantiene en esta posicién unos minutos y luego se deja de nuevo en pie,
evitando que orine. Se aconsejan dos inseminaciones en dias alternos.

La inseminacion artificial tiene muchas ventajas cuando no puede
realizarse la monta natural, debe ser realizada por un veterinario conocedor del
tema. Farstad, W. 1984

DIAGNOSTICO DE GESTACION

Consideramos como momento del inicio de la gestacion el dia de la
monta, aunque esto es fisiolégicamente errdneo, ya que esta comienza varios
dias mas tarde de la monta.

Las pruebas que podemos realizar para confirmar la gestacion son:
Palpacion abdominal:

Podemos palpar pequerios abultamientos a partir del dia 21 segun avanza la
gestacion, estos abultamientos se van haciendo mayores y situados mas
ventralmente, a partir del dia 35 ya no es posible la identificacion de los
conceptos individualmente debido a cambios anatémicos en el Utero.
Ecografia es uno de los métodos mas fiable y podemos dar diagndsticos a los
2 1-23dias.

Ultrasonidos Doppier: proporciona un sonido de ladrido fetal. No es seguro
hasta los 45 dias.

Radiografia: Realizada antes del dia 35, resulta altamente peligrosa para los



embriones. A partir de los 45 dias la mineralizacion de los esqueletos fetales ya
es evidente y se puede determinar el nimero de cachorros.
Auscultacion de los corazones fetales con un fonendoscopio permite el

diagnostico avanzada la gestacion. Farstad, W. 2000
PARTO

Debemos colocar a la hembra en un lugar tranquilo y libre de corrientes
de aire, con una temperatura aproximada de unos 30'C. Notaremos que
comienza el parto porque encontraremos a la hembra inquieta y jadeante,
aunque podemos hacernos una idea mejor del momento del parto midiendo la
temperatura rectal 3 veces al dia, generalmente, cuando la temperatura baja de
375 C, e parto <comenzara a las 24 horas siguientes.
Una vez comienza el parto, debemos vigilar que los cachorros vayan naciendo
con normalidad y la perra vaya rompiendo la membrana amniatica en la que
aparece envuelto, ya que de lo contrario se ahogara. Posteriormente, cortara el
cordén umbilical y lamera al cachorro para secarlo y estimular su respiracion. El
tiempo que puede transcurrir del nacimiento de un cachorro a otro es muy
variable, pudiendo pasar mas de 6 horas. Como norma, podemos considerar
gue 30 minutos de contracciones abdominales sin resultados puede indicar la

existencia de algun problema y se debe recurrir al veterinario. Farstad, W. 2000

EXITO O FRACASO DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL

La IA es una técnica util, de baja o mediana complejidad, de moderado costo, que
brinda grandes posibilidades en la clinica reproductiva diaria y el desarrollo biotecnolégico. Sin
embargo, si no se tienen en cuenta algunos factores sumamente importantes en su aplicacién,
puede tornarse una practica desalentadora. El éxito de la IA en caninos esta intimamente
relacionado con: 1) Estado de salud y nutricién de los reproductores.

2) Deteccién del momento de mayor fertilidad de la hembra.

3) Tipo, manejo y calidad del semen utilizado.

4) Implementacién de una técnica adecuada de IA.

Si se cumplen con estos requisitos, la probabilidad de éxito serd alta mientras que, en caso
contrario, serd una experiencia frustrante. Farstad, W. 2000

Il.- Ventajas y Desventajas de la Inseminacién Artificial

Ventajas



1) El uso de sementales sobresalientes ofrece la oportunidad de mejorar genéticamente los

animales del hato.

2) potencial reproductivo de un semental se incrementa, es decir, si un perro por monta natural
puede cubrir un determinado numero se perras por afio, a través de la IA y con el uso de semen

congelado se pueden cubrir el doble o triple de perras por afio.

3) Con uso de la IA se puede probar rapidamente el potencial productivo y reproductivo de un
semental. Este se puede evaluar sobre un grupo de cachorros en una sola generacion,

mientras que por monta natural se utilizara demasiado tiempo incluso toda la vida del semental.

4) Se reducen los riesgos de transmitir enfermedades de dos formas: a) las organizaciones de
IA llevan un control estricto de enfermedades no procesando el semen de animales enfermos y

b) se usa a través del uso de antibiéticos que se incorporan durante el proceso del semen.

5) se pueden utilizar sementales valiosos que debido a una lesion fisica no pueden copular. Se
ha observado que algunos perros quedan incapaces para copular después del transporte,

peleas con otros perros o por algin accidente.

6) pueden ser servidas hembras jévenes o de talla pequefia por otros grandes o pesados sin
temor de lastimarlas o por el contrario, en ocasiones se pueden emplear sementales jovenes o

pequefios de talla para realizar la copula.

7) se puede mejorar el control de registros, cubriciones y nacimientos. Asimismo se mejora el
nivel de manejo, ya que para garantizar el éxito de la IA es necesario llevar un buen sistema de
registro lo que permite mejorar la seleccidn de los animales que van a participar en la IA ya que

no deben entrar animales mal nutridos ni enfermos.

8) A través de la Al se puede cubrir un gran numero de perras (15,20 o mas) en un mismo dia,

cosa que seria muy dificil en condiciones naturales para un solo perro.
9) La inseminacion artificial permite la prueba de perross en forma mas confiable y segura.
Desventajas

1. La utilizacion de un perro no probado ni estudiado en cuanto a sus caracteristicas
genéticas, puede traer como consecuencia perdida o una disminucién en la produccién de
cualquier explotacion.

2. Se necesita personal capacitado para el manejo del semen, la inseminacién y ademas
para una adecuada deteccién de los animales en celo.

3. Al iniciar un programa de IA en una explotacion la inversion monetaria es alta (compra
de equipo, instalaciones, etc.).

4, Las enfermedades (tumor venéreo) pueden propagarse con gran rapidez de perros que
no se les lleva un control sanitario estricto. La adicion de antibidticos en el diluente, no es
suficiente para controlar todas las enfermedades que pueden ser trasmitidas por el

semen.
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5. Si no se tiene un buen manejo del termino (nivel de nitrdgeno o de las de semen

(descongelacién) se pede reducir (e incluso llegar a cero) el porcentaje de concepcion.

Estado de salud y nutricion de los reproductores

La reproduccién es una funcion altamente especializada y es preciso lograr el exacto equilibrio
entre la sanidad y la nutricion para que el animal pueda expresar completamente su capacidad

reproductiva.

La aplicacién de IA en animales sanos, fértiles y adecuadamente alimentados hara posible
aumentar las posibilidades de éxito, no solo en lograr una prefiez, sino también una camada de

alto nimero de cachorros.

Utilizar 1A en una hembra con alguna afeccion organica o un inadecuado aporte nutricional que
comprometa su fertilidad, solo significara un mal aprovechamiento de recursos y tecnologia.
SANCHEZ, A. 2000

Deteccién del momento de mayor fertilidad de la hembra

La IA debe ser realizada en el momento adecuado para que los espermatozoides puedan
interrelacionar con évulos maduros capaces de ser
fecundados, de otro modo no sera un procedimiento exitoso. Este factor es critico cuando se

trabaja con semen criopreservado.

En los caninos la duracién del proestro es variable, pudiendo oscilar entre 2 y 25 dias.
La ovulacién ocurre aproximadamente 48 horas luego de ocurrido el pico preovulatorio de
hormona luteinizante (LH), al inicio del estro. El oocito es ovulado al comienzo de la primera
division meiética, la maduracién se completa en el oviducto y requiere aproximadamente 2 dias
(4). Las particularidades fisiologicas de los caninos dificultan la estimacién del momento de
mayor fertilidad de la hembra sin el uso de métodos complementarios. SANCHEZ, A. 2000

Debido a la elevacion de la estrogenemia en el proestro, el nimero de capas celulares
del epitelio vaginal aumenta. Este hecho hace que las células luminales se alejen de la
irrigacién sanguinea evolucionando hacia la muerte. Este fendmeno podra visualizarse
claramente en los extendidos vaginales en los cuales aumentara el porcentaje de células
superficiales a medida que se acerca el fin del proestro y el comienzo del estro. Stornelli. A., y
col. 2001

El estudio de extendidos vaginales seriados desde el comienzo del proestro nos
permitird, junto con la imagen vaginoscépica, aproximar el comienzo del estro, Farstad, W. 2000.



Sin embargo no podremos identificar exactamente el momento de mayor fertilidad de la hembra.
Feldman, E. R. Nelson. 1996.

El dosaje de progesterona sérica hara posible determinar el momento de la ovulacién a
través de la estimacion indirecta del pico de LH. La progesterona asciende de niveles basales
(0,5 ng/ml) a niveles superiores (02002 ng/ml) cuando ocurre el pico preovulatorio de LH. El
dosaje sérico de LH es el método mas exacto para identificar el pico de LH. Sin embargo,
debido al costo, este método no se utiliza rutinariamente Farstad, W. 2000.

Si estimamos el dia en que ocurre el pico preovulatorio de LH, dos dias mas tarde
ocurrira la ovulacion de oocitos primarios, los cuales maduraran en aproximadamente 48 horas
Concannon PW. et al., 1997,1997, Los 6vulos permaneceran capaces de ser fecundados por 4
o 5 dias, momento en el cual realizaremos la IA. Si trabajamos con semen congelado el
momento indicado para realizar la IA sera entre 72 y 96 horas luego de la ovulacién Concannon
PW., 1975.

Tipo, manejo y calidad del semen utilizado.

El conocimiento de la calidad de semen de un reproductor nos permitira estimar las
probabilidades de éxito en la utilizacion del mismo para realizar IA con semen fresco o
criopreservado. En el perro la informacion disponible sobre la relacion entre calidad del semen 'y
fertilidad es escasa comparada con otras especies. Se ha estimado que la cantidad minima de
espermatozoides necesarios para prefiar una hembra es de 150 a 200 x106 (12, 13, 14). Sin
embargo se han comunicado prefieces con 20 x 106 de espermatozoides depositando
quirargicamente semen fresco en la porcién proximal del cuerno uterino y dos dosis de 30-35x
106 de espermatozoides realizando IA intrauterina por medio de cateterizacién cervical con
endoscopio, Wilson M., 1993.La significacibn de las alteraciones morfolégicas de los
espermatozoides es otro parametro muy poco estudiado. Algunos autores han comunicado que
los defectos esperméaticos primarios y secundarios no deben exceder el 30 o0 40 %, Oettlé EE.
1993. Si bien la relacién entre el tipo de defecto y fertilidad no ha sido establecida, se ha
observado pérdida de la capacidad fecundante asociada con la presencia de gota
citoplasmatica proximal. Por el contrario, la presencia de gota citoplasmatica distal no se ha
relacionado con pérdida de fertilidad seminal. Ambos defectos disminuyen la resistencia
espermatica al congelado Morton DB et al., 1989.

La motilidad es una variable de gran importancia en la calidad seminal. Se estima que un
semen de buena calidad debe poseer no menos del 70 % de espermatozoides con motilidad
progresiva (20). En el semen congelado la motilidad espermética luego del descongelado es el
mejor indicador de fertilidad (19). Johnston SD. Et al., 1991.

La adicion de Royal Jelly a diluyentes con Equex STM paste parece tener efectos sinérgicos en

la viabilidad espermatica al descongelado. Kong IK,et al., 2001.



Se han encontrado efectos benéficos en la adicién de Orvus ES paste al diluyente, tanto

en la proteccion acrosémica como en el porcentaje de es-permatozoides motiles al
descongelado Tsutsui T,.et al 2000. El semen de baja calidad se relaciona no so6lo con bajas
tasas de prefiez sino también con produccion de camadas de escaso nimero de cachorros (11,
23, 24) England GCW, et al., 1989. Fosberg CL.1991.
En la actualidad la IA se realiza con semen fresco, refrigerado o congelado, cada tipo de semen
nos brindara distintas posibilidades de aplicacion asi como también exigira un manejo de
diferente complejidad. En nuestro pais la IA con semen fresco se realiza ocasionalmente, no
utilizandose en la préactica reproductiva diaria la 1A con semen refrigerado y/o congelado.
Considerando la baja complejidad necesaria para la realizacién de esta técnica con semen
fresco o refrigerado y las posibilidades que brinda, en poco tiempo sera utlizada mas
frecuentemente si se difunde adecuadamente su técnica de realizacion, manejo y aplicaciones.

La IA con semen congelado requiere un mayor desarrollo de la metodologia de
congelacién en nuestro pais. Sin embargo, el trabajo realizado en el area indica que en un
futuro cercano estard disponible en México la posibilidad de acceder a bancos de semen

congelado.

IA con semen fresco

La IA con semen fresco es una practica sencilla y poco costosa que puede
implementarse sin inconvenientes en la clinica reproductiva diaria.

La utilizacién de IA con semen fresco brindara resultados comparables (tasas de prefiez
y tamafio de la camada) con los obtenidos mediante servicio natural. England GCW, et al.,
1989. Fosberg CL.1991. Fosberg CL.1996.

En un estudio realizado con 422 hembras, luego del servicio natural, realizado en el
momento de mayor fertilidad, se obtuvo una tasa de prefiez del 84.4 % (23). Por otra parte
implementando IA con semen fresco se obtuvo un porcentaje de prefiez de 83,8 % . Morton DB,
et al., 1989.

La obtenciéon de semen se realiza rutinariamente por masturbacion, aunque puede
utilizarse electro eyaculaciéon en animales muy agresivos o en los que no logran eyacular por la
técnica manual. La recoleccién de la fraccién espermatica es suficiente para realizar la IA, parte
de la fraccién prostatica puede recolectarse sélo para asegurarse que se ha recolectado toda la
segunda fraccién. Si el volumen de la fraccion espermética es escaso, la fraccién prostéatica
puede servir para aumentarlo y facilitar el manejo del semen. Una vez colectado en un
recipiente adecuado, el semen es aspirado con una jeringa y depositado inmediatamente luego
de la extraccion en la vagina craneal, mediante una sonda de longitud variable segun el tamafio
de la hembra. Ettinger SJ, Feldman ER. 1995. Es muy importante asegurarse que se ha
obtenido un eyaculado de buena calidad mediante la evaluacion de la concentracion y motilidad

espermética a través de la observacion rapida de una alicuota de semen separada con este fin



todo el material utilizado para la recoleccion, asi como el usado para la IA debe ser estéril y libre
de sustancias quimicas contaminantes que puedan afectar la calidad del eyaculado. También
es necesario que el material se encuentre a 37 °C para evitar el shock térmico de los
espermatozoides . Johnston SD,1991.

Mediante 1A con semen fresco se podra obtener descendencia cuando no es posible
realizar servicio natural por diferentes causas pudiendo ser aprovechados estos animales como
reproductores. Esta practica no debe ser llevada a cabo cuando la imposibilidad del servicio se
relacione con problemas de transmision hereditaria.

IA con semen refrigerado

Mediante el agregado de diluyentes, el semen puede ser refrigerado y de esta manera
conservado y transportado. Las bajas temperaturas disminuyen las tasas metabdlicas del
espermatozoide y prolongan su longevidad. Watson PF. 1995. Los diluyentes protegen a las
membranas del espermatozoide del dafio causado por los cambios de temperatura, proveen
energia y mantienen estables el pH y la osmolalidad. Lardy HA, Philips PH.1989, y Marshall F,
Hugh A. 1990. Los antibidticos agregados a los diluyentes evitan la proliferacién bacteriana, en
especial en los que contienen yema de huevo, Rota A, Strom B, Fosberg CL, 1995. Para la
conservacion de semen a 4 °C han sido usados diferentes diluyentes. Dentro de los mas
utilizados se encuentra el tris-buffer con el agregado de 20 % de yema de huevo (TYH) y
diluyentes compuestos por yema de huevo y crema o leche descremada, Morrow DA. 1980, Kirk
RW. 1989. Algunas experiencias realizadas in vitro encuentran mejor conservacion del semen
en TYH, Stornelli MA, Stornelli MC, 2001. Rota A, Strom B, Fosberg CL. 1995. Con la
utilizacion de tris-buffer con el agregado de 20 % de yema de huevo como diluyente se han
obtenido tasas de prefiez de 62,5 % (24). Se han logrado buenos resultados in vitro
almacenando y conservando semen canino diluido en MR-A® (Kubus SA, Espafa) -yema de
huevo a 4y 15 °C . Stornelli MA, Stornelli MC, 2001. Rota A, Strom B, Fosberg CL. 1995.

Las mejores tasas de prefiez obtenidas utilizando semen refrigerado se lograron con
diluyentes realizados con tris'yema de huevo (62,5 %) y yema de huevo/crema (51,1 %).
Fosberg CL.1996.

Para la refrigeracion se colecta la fraccion espermética del semen y se la mezcla con el
diluyente elegido, el cual debe encontrarse a la temperatura del semen en el momento de la
dilucién. Entre semen y diluyente debe respetarse una relacion 1:3 o 1:4, una proporcién
excesiva de diluyente tendréa influencias negativas sobre la motilidad. El semen asi preparado
puede refrigerarse a 4 °C y utilizarse para IA lograndose tasas de prefiez aceptables durante las
primeras 24-48 h. Fosberg CL. 1996.

Previo a la IA el semen refrigerado debe alcanzar lentamente la temperatura ambiente.
Fosberg CL. 1996.

La utilizacion de semen refrigerado con diluyentes protectores como el tris-buffer con el
agregado de 20 % de yema de huevo permite conservar espermatozoides con buena capacidad
fecundante por un periodo de tiempo suficiente para trasladar el semen e inseminar animales

ubicados en localizaciones geograficas distantes. Esto hace posible la IA de una hembra con el



semen de un macho que se encuentre en otra provincia u otro pais limitrofe o cercano con
minimo gasto y baja complejidad de manejo. De esta manera se amplian las posibilidades de
uso de un reproductor, permitiendo la comercializacion de semen y facilitando el intercambio
genético entre diferentes establecimientos. La simplicidad de manejo del semen refrigerado y su
bajo costo, lo convierten en una excelente opcidn para nuestro pais.

IA con semen congelado

La congelacion de semen canino es un procedimiento que no puede realizarse en la
practica veterinaria diaria ya que requiere equipos especiales y personal especializado en el
area. England GCW. 1993 Smith FO.1986. Morton DB, Bruce SG. 1989. Sin embargo el uso de
semen congelado puede implementarse respetando algunas normas bdasicas manejo vy
descongelado del mismo.

Mediante la congelacién es posible el uso del semen de un macho cuando este ya no
puede ser usado como reproductor, inseminar una hembra que se encuentre en una
localizacién geografica distante y almacenar semen en épocas en las cuales el reproductor no
sea requerido para servicios.

Asi mismo un banco de semen puede constituir un importante reservorio genético para
la cinefilia y la conservacion de razas en las que la poblacion
pueda disminuir drasticamente en el futuro.

El semen canino puede congelarse en pastillas o pajuelas de 0,5 o 0,25 ml. Las
pastillas, dificiles de identificar, se usan ocasionalmente a diferencia de las pajuelas que son
preferidas por su mas facil identificacion y mejor manejo en el descongelado Nothling JO,
Volkman DH.1997. Dobrinski I, Lulai C, Barth AD, Post K.1993.

Controles periddicos del termo de almacenamiento que aseguren un volumen de
nitrégeno que permita una buena conservacion del semeny
una reducida exposicion del mismo a temperatura ambiente fuera del nitrégeno durante el
manejo de pajuelas o pastillas permitird conservarlo en buenas condiciones para su posterior
uso.

Cada tipo de almacenamiento (pastillas, pajuelas) requiere diferentes condiciones de
descongelado. Las pastillas se descongelan a 37 °C utilizando usualmente solucién salina de
cloruro o citrato de sodio como diluyente. Las pajuelas de 0,5 ml se descongelan en bafio
térmico a 37 °C durante 1 minuto o a 75 °C durante 6 segundos, mientras que las mini pajuelas
(0,25 ml) deben descongelarse a 75°C durante 5 segundos Kirk RW. 1989. Smith FO. 1986.

La mayoria de los autores logran mejores resultados utilizando inseminacién
intrauterina (mediante laparotomia, laparoscopia o cateterismo cervical) para el uso de semen
congelado Fosberg CL. 1991. Stornelli MA, Stornelli MC, 2001. Los porcentajes de prefiez
obtenidos con el uso de inseminacién intrauterina varian entre 60% y 90 %. Dumond C,
Fontbonne A. 1993. Wilson M. 1993. Nothling JO, Volkman DH. 1995. Silva LDM, et al., 1996.
Fosberg CL, Strom B, Govette G. 1999. Los resultados obtenidos por los diferentes autores son
muy variables, esto puede explicarse por la variabilidad existente entre diluyentes, envasado y

metodologia de congelacion y descongelacion utilizadas (Tabla I).



Por otra parte, la técnica de inseminacion intrauterina utilizada varia con la
disponibilidad de material, equipos y entrenamiento de cada especialista Fosberg CL. 1991.
Silva LDM, et al., 1996. Fosberg CL, Strom B, Govette G. 1999. Nothling 1999. informa
buenos resultados (87,5 % de prefiez) con el uso de IA intravaginal mediante el agregado de
fraccion prostéatica al semen luego del descongelado. Hasta el momento, esta experiencia no
ha sido repro-ducida por otros autores con éxito. El tamafio de camada promedio alcanza
valores entre 2,8 y 5,4 utilizando IA transcervical, Fosberg CL, Strom B, Govette G.1999.
Ginzel-Apel AR. 1999. Szasz F, Gabor G, Solti L. 2000 4,8 mediante la aplicacion de 1A
intrauterina quirargica Ginzel-Apel AR. 1999 vy 4,6 IA vaginal Noétling JO, Gerstenberg C,
Volkman DH. 1995. Los resultados obtenidos en IA con semen congelado (porcentaje de
prefiez y tamafio de camada) son inferiores a los obtenidos en IA con semen fresco, sin
embargo son lo suficientemente buenos, como para estimular su uso en especial cuando un
reproductor es realmente valioso.

El uso de semen con bajo porcentaje de espermatozoides viables al descongelado y las
fallas en la determinacion del momento de mayor fertilidad son dos factores criticos cuando se
trabaja con semen congelado Watson PF. 2000. Salamon S, Maxwell WMC. 2000. Fastard W.
1984. . Fastard W, Andersen-Berg K. 1989.

El proceso de congelacion — descongelacion resulta en una reducida fertilidad
comparada con la del semen fresco. Se ha comprobado que esto resulta de una combinacién
tanto de pérdida de viabilidad como de dafio de la poblacién espermatica sobreviviente. Se
estima que entre el 40 y 50% de la poblacion de espermatozoides no sobrevive al proceso de
congelacién - descongelacion. Por otro lado, parte de la poblacion de espermatozoides que
sobreviven habran sufrido dafios que los convierten en incapaces de fecundar Watson PF 2000.
Por lo tanto la IA debe ser realizada con un nimero de espermatozoides vivos y competentes al
descongelado, suficientes para obtener una alta probabilidad de fertilizacion. Es por esto que
debe considerarse un protocolo de criopreservacion que no sélo logre una gran poblacién de
sobrevivientes sino también la integridad de las células que la conforman (15). En el perro se
estima que 200 X106 espermatozoides viables al descongelado son necesarios para obtener
tasas aceptables de prefiez Jhonston DJ, Kuztritz MVR, Olson P. 2001.

En la clinica reproductiva, el semen congelado es usado frecuentemente en Estados
Unidos, ocasionalmente en Europa y muy raramente en Sud América; sin embargo la aplicacién
de esta biotecnologia se encuentra en amplio desarrollo.

La congelacién de semen canino aplicando metodologias que permitan obtener
porcentajes aceptables de espermatozoides viables al descongelado hard posible introducir
esta biotecnologia en nuestro medio. Si bien el proceso de congelacién de semen canino
requiere un moderado costo,equipamiento, infraestructura y entrenamiento del operador, su
utilizacién mediante 1A puede ser aplicada en la practica diaria mediante el uso de técnicas de
IA intrauterinas sencillas (1A quirdrgica) que no requieren mas entrenamiento que el necesario

para realizar una ovariectomia, practica de rutina en el ejercicio profesional diario.



Técnicas de inseminacion

En el servicio natural el macho realiza la eyaculacion dentro de la vagina de la hembra.
En la IA el depoésito del esperma en el tracto genital femenino puede realizarse dentro de la
vagina o dentro del cuerpo del Gtero dependiendo de la
calidad del semen y del uso de semen fresco, refrigerado o congelado.

Cuanto mas alto en el tracto genital femenino sea realizada la inseminacion, menos
espermatozoides necesitaremos para lograr la fertilizacion . Esto fue demostrado claramente en
los ovinos, especie en la cual la IA intrauterina requiere una dosis inseminante 10 veces menor
que la cervical posterior . Watson PF.2000.

Cuando se trabaja con semen fresco se utiliza IA intravaginal, reservando la via
intrauterina cuando se trabaja con semen hipospérmico. La IA intravaginal es una técnica
sencilla que se aplica también con semen refrigerado. Cuando se trabaja con semen congelado
la IA es usualmente intrauterina, Silva LDM, Onclin K, Lejeune B, Vestergen JP. 1996. Aunque
algunos autores obtienen buenos resultados con IA intravaginal Fosberg CL, Strom B, Govette
G.1999.

Tabla |: Porcentajes de prefiez en la perra obtenidos realizando |A con semen

congelado
Autor Volumen Tecnica Porcentaje de | Tamafio promedio
de pajuela De IA prefiez de la camada
Silva 1996 0.5 mi IA UL 60 SD
Nothling1997 0.25 ml IAV 100 9
Nothling 1993 0.25 ml IAVCFP 92.9/100 9.3
Frac.prost IAVSFP 60 10.7
Fastard 1984 0.5ml IAUT 64-69 SD
Fosberg 1995 0.5 ml IAV 40-80 4
IAUN 83-91 54
Fontbone 1993 | 0.5 ml IAV 52.6 4.2
IAUT 73.6 5.5
Wilson 1993 0.5ml IAUT 80 5

Inseminacion artificial vaginal: IAV; Inseminacién artificial vaginal con fraccion prostatica:
IAVCFP Inseminacion artificial vaginal sin fraccion prostatica: IAVSFP; Inseminacion artificial
uterina laparoscopica: IAUL ; inseminacion artificial uterina cateter noruego: IAUN; inseminacion
artificial uterina transcervical: IAUT; no se informa el dato en el trabajo de referencia: SD




Inseminacién artificial intravaginal

En la |A intravaginal el semen serd depositado en la vagina craneal la hembra mediante
un catéter de longitud acorde al tamafio del animal.

La vagina de la hembra canina es de una longitud apreciable (10 a 12 cm en una
Beagle de 10 kg de peso), y varia enormemente con la raza considerada. Es asi que el tamafio
de los catéteres también tendra gran variacion.

El catéter se introducird a través de los labios vulvares, evitando la fosa del clitoris,
dirigiéndose primero hacia dorsal para luego dirigirse hacia craneal adecuandose a la anatomia
de la hembra canina. Una vez que el catéter se encuentra en el fondo de la vagina, el semen es
impulsado a través de él mediante una jeringa y depositado en vagina craneal. Luego el catéter
es retirado y la hembra es mantenida 10 a 15 minutos con el tren posterior sobreelevado .
Ettinger SJ, Feldman ER.1995.

La totalidad del material utilizado debera estar estéril, libre de sustancias que alteren la
viabilidad espermatica y precalentado a 37 °C para evitar alterar la calidad del eyaculado.
Marshall F, Hugh A.1990.

Inseminacion artificial intrauterina

La inseminacion artificial intrauterina puede realizarse depositando el semen en el Utero, a
través de la cateterizacion de cérvix o inoculando- lo directamente en el cuerpo o cuernos
uterinos en forma quirdrgica. La eleccion de la técnica dependera de la calidad y tipo de semen

utilizado, como se traté anteriormente, y de los equipos disponibles.

Inseminacion artificial intrauterina transcervical

La IA intrauterina puede realizarse mediante la cateterizacion del cuello uterino con
catéteres de 20 a 50 cm de longitud y 0,5 mm de diametro, con la punta protegida por una
cubierta denylon (catéter Noruego).

Con la hembra en estacién, el operador fija el cérvix entre sus dedos a través de la pared
abdominal, con la otra mano introduce el catéter hasta la region del cuello, retira la cubierta de
nylon y penetra el cuello uterino para depositar el

semen en el cuerpo del Gtero. No es necesario sedar al animal, pero el operador necesita
entrenamiento previo para realizar correctamente la téc-

nica La cateterizacion del cuello puede realizarse visualizando el cérvix con ayuda de un
endoscopio (16). Este método permite al operador visuali-

zar el cuello facilitando la maniobra de cateterizacion uterina. La hembra no necesita sedacion,
el operador requiere cierto entrenamiento y el equipamiento posee un costo considerable.
Fosberg CL. 1991.



Inseminacién artificial intrauterina quirdargica

Puede realizarse mediante laparotomia, con anestesia general o epidural. Se deposita
lentamente el semen en el cuerpo o cuernos uterinos mediante una jeringa y una aguja calibre
21, con el bisel hacia arriba y una inclinacion de 45 °C. Es una practica sencilla pero el nUmero
de inseminaciones es limitado y deben extremarse las medidas para evitar infecciones.
También puede realizarse mediante laparoscopia, técnica utilizada rutinariamente en
ginecologia humana. Held JP.1997.

Sin embargo, el costo de los equipos hace que esta técnica halla sido utilizada solo
ocasionalmente. Wildt DE. 1986.

MATERIAL Y METODOS

Para este trabajo se ocupd un macho de un afio y 3 meses (20 Kg) y
una hembra de tres afios (18 Kg), ambos de raza Bulldog Ingles, clinicamente
sanos. El macho, dada su edad, no habia sido usado como reproductor

anteriormente y la hembra tenia un registro de 1 camada, con 6 cachorros.

Evaluacion de la hembra: Al cuarto mes después del ultimo celo, la hembra
fue controlada para observar el inicio del proestro a través de signos de
actividad estrogénica, tales como edema vulvar y secrecion sanguinolenta en la

comisura ventral de la vulva (Johnston, 1995); ademas, un dia a la semana, se

obtuvieron frotis vaginales con torula de algodon, los cuales fueron fijados con
metanol, tefiidos con tinciéon Giemsa y examinados con microscopio de luz

directa a 100 x y 400 x (Sanchez, 2000). Una vez evidenciado clinicamente el

inicio del proestro, los frotis fueron obtenidos diariamente, evaluando la cinética
de la células superficiales (N° de células superficiales / N° de células totales x
100). Cuando el porcentaje de células superficiales fue superior al 80% la perra

fue mantenida en confinamiento a fin de realizar un adecuado control del estro.

Evaluacion del macho: Al perro se le realizd un examen androlégico completo

(Eeldman y Nelson, 1996). Se obtuvieron muestras de semen por manipulacion

digital al momento del examen androlégico y al dia siguiente, recolectandose
sblo la segunda fraccion del eyaculado). Las muestras seminales fueron

evaluadas de acuerdo a la metodologia propuesta por Diaz y Arancibia (1971)

para la calificacion de la fertilidad potencial de los animales domésticos;

registrandose color, volumen, olor y -caracteristicas microscopicas como
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porcentaje de motilidad progresiva, concentracion espermatica y porcentaje de

espermatozoides vivos.

Procesamiento del semen e Inseminacion Artificial: Después del analisis
seminal, se procedio a la dilucién del semen con un diluyente sobre la base de
leche semi-descremada UHT! (0,5% materia grasa) Yy antibidticos:
estreptomicina2 50 mg/100 ml y penicilina sédica® 5 mg/100ml, el cual fue
mantenido e incorporado al semen a una temperatura aproximada de 25°C

(Sanchez vy col., 1995). La dilucion se hizo mezclando gradualmente 4 ml de

diluyente por 1 ml de semen (Linde-Forsberg, 1995). Una vez finalizada la

dilucién se evalu6 la motilidad progresiva bajo microscopio de contraste de fase
con platina térmica a 37°C. El semen diluido se fraccion6 en volumenes de 4 ml
en tubos de plastico cénicos® y puesto en un refrigerador a 5°C. El semen fue
evaluado nuevamente para motilidad progresiva después de 24 y 48 horas de

refrigeracion.

Las inseminaciones comenzaron a realizarse al tercer dia del estro citoldgico (> 90% de
células superficiales en el frotis vaginal), repitiéndose 24 y 48 horas mas tarde. Antes de la
inseminacién se retir6 el semen del refrigerador y se dejé en adaptacién por 30 minutos a
temperatura ambiente (aproximadamente 20°C). Para depositar el semen en el fondo vaginal se
usoé un espéculo tubular de 15 cm, una pipeta de inseminacion de bovino y una jeringa plastica
de 10 ml. Inmediatamente después de la inseminacién la regién perineal fue masajeada con el

propdsito de estimular el transporte esperméatico ( Andersen, 1980) y la perra mantenida con el

tren posterior elevado en un angulo de 60° por alrededor de 15 minutos a fin de evitar el reflujo

del semen ( Farstad, 1984; Tsutsui y col., 1988). La concentracién espermética empleada en

cada inseminacién fue de no menos de 600 millones de células espermaticas totales por dosis

en un volumen que vari6 entre 5y 8 mi

RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio del estro de la perra mediante la citologia vaginal permitio
evaluar indirectamente el aumento de estrégenos sanguineos, medido por su
efecto sobre el epitelio vaginal, aumentando la proporcion de células de las

capas superficiales (Johnston, 1995). La presencia de mas de un 80% de

células superficiales en frotis vaginales de perras reproductivamente sanas se

puede considerar como estro (Shille, 1989; Wright, 1991). Este ultimo aspecto
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es de mucho interés, por cuanto la citologia vaginal permite la deteccion de
estro en perras que no manifiestan signos externos y/o que rechazan la

presencia del macho (Feldman y Nelson, 1996; Sdnchez, 1998).

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los eyaculados
(cuadro 2), junto con el examen fisico permitieron calificar satisfactoriamente al
reproductor, especialmente al considerar que la motilidad progresiva alcanz6 un
90% y que el promedio descrito en perros de un afio de edad no supera el 65%
(Telloy col. , 1988).

Cuadro 1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los eyaculados
caninos de perro Bulldog Ingles procesados para inseminacién artificial.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

VOLUMEN COLOR OLOR
Eyaculado 1 3ml blanco suis generis
Eyaculado 2 2ml blanco suis generis

CARASTERISTICAS MICROSCOPICAS

Motilidad Vitalidad Concentracion
Eyaculado 1 (%) (%) (esp/mm2)
Eyaculado 2 90 90 338.000

Cabe destacar que la motilidad progresiva de los espermatozoides,
inmediatamente después de la dilucion, se mantuvo en 90% y en las
evaluaciones posteriores a las 24 y 48 horas de refrigeracion, los valores
observados en ambos eyaculados fueron de 80 y 60 %, respectivamente. Estos

valores son semejantes a los descritos por Rota y col. (1995), quienes

empleando un diluyente en base a yema de huevo _ TRIS, conservaron el
semen diluido a una temperatura de 4°C, observando motilidades progresivas

de 73,6 y 70,4 % a las 24 y 48 horas de refrigeracién, respectivamente.
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La manutencion de buenos niveles de motilidad progresiva en el semen
refrigerado con diluyentes en base a leche semi-descremada se puede atribuir a
las caracteristicas protectoras de la caseina y los fosfolipidos de la leche,
biomoléculas capaces de estabilizar y regular la integridad de la membrana

espermética frente al shock térmico (Varner y col. , 1988), condicion que

también poseen los fosfolipidos de la fraccién lipoproteica de baja densidad de

la yema de huevo (Cookson y col. , 1984).

Las caracteristicas de las dosis de semen empleadas en esta experiencia
se muestran en el cuadro 2, destacando que se insemind con un promedio de
600 millones de espermatozoides totales por dosis, cantidad superior a la

descrita en ensayos con semen fresco (Tsutsui y col. , 1988) y semen

refrigerado (Gill y col. , 1970), quienes usando dosis de inseminacién con 200

millones de espermatozoides motiles e inseminando intravaginalmente a perras

Beagle, obtuvieron 100 y 80 % de prefieces, respectivamente.

Cuadro 2. Caracteristicas de las dosis de semen canino refrigerado empleados en
inseminacion artificial, en perros Bulldog

Eyaculado Tiempo de refrigeracion Espermatozoides Espermatozoides
No del Semen (hrs) por dosis (x104) moviles x dosis(x 104)
12 inseminacion 1 24 676,0 640,8
22 Inseminacion ly2 24y48 940,0 650,0
32 Inseminacion 2 48 630,0 380,0

5°C. El semen fue evaluado nuevamente para motilidad progresiva después de 24 y 48 horas de
refrigeracion.

Veintiocho dias después de la Ultima inseminacion, se realizé el
diagnostico de gestacion mediante palpacion digital y ultrasonido. En dicha
oportunidad se visualizaron vesiculas gestacionales y latido cardiaco fetal

(Inaba y col., 1984). Finalmente 61 dias después de la ultima inseminacién la

perra parié 6 cachorros vivos.

Si bien el resultado de esta inseminacion artificial fue satisfactorio, cabe
sefalar que lo 6ptimo en un programa de reproduccion asistida en caninos es

precisar el momento de la ovulacion en la perra, ya que se sabe que los
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mejores resultados de fertilidad, expresados en tasa de concepcion y tamafo
de camada, se logran cuando la hembra es cubierta o inseminada 2 a 3 dias
después de la ovulacion (Linde-Forsberg, 1994; Concannon, 1998), lo cual se

explica porque la ovulacién en la perra ocurre con ovocitos primarios, vale decir
con su nucleo en estado de vesicula germinativa, en la profase de la primera

division meidtica (Tsutsui, 1989). La meiosis se reinicia un dia después de la

ovulacién, generalmente en la porcion media del oviducto. La maduracién
ovocitaria, implica que el gameto finalice la primera division mei6tica e inicie la
segunda, quedando detenido en la segunda metafase de la meiosis. Sdlo
después de la maduracién (2 a 3 dias) el ovocito esta apto para ser fecundado
(Earstad, 2000). Un buen recurso para evaluar si la ovulacién ha ocurrido, es la

determinacién de progesterona plasmatica o sérica, la cual deberia comenzar a

medirse a partir de la fase de proestro tardio (Linde-Forsberg, 1995).

Esta experiencia, de acuerdo a nuestros antecedentes, destaca la
factibilidad de conservar semen canino por periodos superiores a un dia
mediante la dilucion del semen en un medio adecuado y conservandolo a
temperatura de refrigeracion. Esto permitira el desplazamiento de material
genético entre ciudades dentro del pais. Cabe sefalar que el diluyente
empleado es facil de obtener, ya que se prepara con una leche larga vida semi-
descremada comercial y, por otra parte, la refrigeracion del semen en la

actualidad no constituye un obstaculo

CONCLUSIONES

Si bien la IA con semen fresco es una practica usada rutinariamente en la reproduccion de
pequefios animales, no ocurre lo mismo con la IA con semen criopreservado (refrigerado o
congelado). Sin embargo, el continuo estudio de los factores que posibilitan una mejor
criopreservaciéon de semen relacionados con los procesos de refrigerado, congelado y
descongelado, posibilitaran en el
futuro la aplicacién frecuente de esa biotecnologia.

La utilizacién de diluyentes que permitan conservar el semen canino a 4 °C, logrando
altos porcentajes de espermatozoides vivos con motilidad progresiva e integridad acrosémica
durante 2 a 5 dias, hara posible el traslado de semen a diferentes puntos de nuestro pais e

incluso a paises limitrofes o cercanos.
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Esto evitara el traslado de animales para la realizacibn de servicio natural,
disminuyendo los costos y esfuerzo que esto implica. Es importante destacar que el proceso de
refrigeracion de semen canino es de bajo costo y facil realizacién, pudiendo implementarse con
minimo equipamiento y moderado entrenamiento del operador. Por otro lado el semen
refrigerado puede utilizarse realizando IA intravaginal, técnica poco costosa y de baja
complejidad. La implementacion de técnicas de refrigeracion de semen e inseminacion artificial
con semen refrigerado en nuestro pais permitira a los médicos veterinarios de practica privada
brindar un nuevo servicio, aumentar sus ingresos y mejorar su practica diaria.

Procesos adecuados de dilucién, eleccion correcta del buffer y crioprotectores, tiempo
suficiente de equilibrio, curvas apropiadas de congelado y descongelado, determinaran un
porcentaje reducido de células con membrana espermatica dafiada y una mayor sobrevida de
los espermatozoides en el tracto genital femenino. La conservacion de la integridad estructural y
de la fisiologia espermatica forma parte de los factores que permiten altos porcentajes de
prefiez y tamafio de camadas mayores. Con el desarrollo de la criopreservacién de semen junto
con la determinacion exacta del momento de mayor fertilidad de la hembra y una adecuada
técnica de IA, esta biotecnologia brindara grandes posibilidades en el futuro.

Por otra parte, la congelacion de semen canino aplicando metodologias que permitan
obtener porcentajes aceptables de espermatozoides viables al descongelado hara posible
introducir esta biotecnologia en nuestro medio. Si bien el proceso de congelacion de semen
canino requiere un moderado costo, equipamiento, infraestructura y entrenamiento del
operador, su utilizacibn mediante 1A puede ser aplicada en la practica diaria mediante el uso de
técnicas de IA intrauterinas sencillas (IA quirdrgica) que no requieren mas entrenamiento que el

necesario para realizar una ovariectomia, practica de rutina en el ejercicio profesional.
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