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RESUMEN

La coleccibn de semen en caninos es una practica que brinda grandes
beneficios en la clinica reproductiva diaria. Esta biotecnologia puede ser
moderada o de alta complejidad , de bajo o mediano costo, segln la técnica
y el tipo de semen ( fresco, refrigerado o congelado) utilizado. En cada
caso brinda diferentes posibilidades, otorgando siempre grandes beneficios

en la reproduccioén canina.

Para evaluar el volumen y concentracion espermatica, se utilizaron 10
perros que fueron tomados del archivo del Hospital Veterinario de la
UAAAN - UL, Municipio de Torredn; Coahuila, México. Evaluandose asi a
cada semental durante 6 dias consecutivos, obteniéndose diferentes

volimenes en cada uno de ellos.

Para el analisis de los datos se utilizo el Método de comparacién de
precision.

Dando como resultado el Volumen en Promedio de 11.7, en donde la
Desviacion Estandar es de 2.88 y el Coeficiente de Variacién 67.0 (%) de

los 60 eyaculados obtenido.

"La concentracion espermatica Promedio es de 147.265.625 millones x 10°,

una Desviacion Estandar de 99.81 y un Coeficiente de Variacion de 20.90.

El analisis del semen .no muestra diferencias significativas con relacion a

la literatura.



INTRODUCCION

El desarrollo de la tecnologia de asistencia reproductiva en caninos
comenzo6 en el siglo XVIII (Farstad, 2000), pues ya en 1776 el fisiologo
Italiano Lazaro Spallanzani habia observado que las bajas temperaturas
provocaban una reducciéon reversible de la actividad metabdlica de los
espermatozoides, lo cual permitia almacenarlos; posteriormente en 1787
hace el primer informe sobre el uso de inseminacion artificial en animales
domésticos, donde pudo obtener tres cachorros después de inseminar una
perra con semen fresco; este procedimiento ha sido aplicado y desarrollado
a través del tiempo en la reproduccion de pequefios animales (Farstad,
2000; Stornelli et al. , 2001a).

Para el siglo XIX en el afio de 1827 Karl Ernest Von Baer hace la primera
descripcion verdadera de un 6vulo mamifero tomado de una perra (Farstad,
2000).

Mas recientemente en 1956 Harrop logra la primer prefiez con semen
refrigerado abriendo las puertas a la criopreservacion, que portd junto con
la primera descripcion de la fisiologia reproductiva canina, preservaciéon a
corto plazo de semen canino y desarrollo de las técnicas para la
inseminacion artificial, y en 1969 Stephen Seager informa por primera vez
una inseminacion artificial satisfactoria en perras usando semen canino
congelado (Farstad, 2000; StorneIIi. et al., 2001a).

Con estos antecedentes podemos observar que el progreso en esta area se
ha desarrollado lentamente, comenzando un avance progresivo en 1970 con
un perfeccionamiento de las técnicas de preservacion y del equipo de
inseminacion en el campo de reproduccion canina, alcanzando grandes
avances realizados en la coleccion y preservacion de semen refrigerado en

los ultimos anos (Farstad, 2000; Greenbank et al., 2000); haciéndolo



elativamente nuevo en medicina canina, sin embargo, han sido practicado
on éxito en ganado y otras especies durante muchas décadas y aunque
lescansamos en los hombros de la investigacion y experiencia
esarrollados en la practica bovina aun no se ha logrado reproducir su

roporcion de éxito (F(;ster et al., 2001).

ambién fue necesario desarrollar técnicas de coleccion y evaluacion de

semen, ademas de una evaluacion completa del semental para la
preservacion del semen canino (England et al., 2000; Esquivel et al., 2001).
Gracias al reconocimiento del American Kennel Club de camadas
concebidas de semen congelado en 1981 y la aceptaciéon subsecuente de
semen refrigerado (Hutchison, 1999), permitiendo que la tecnologia de
congelacién de semen canino este disponible en USA desde entonces
(Greenbank et al., 2000) y actualmente el interés en el envio internacional
de semen canino refrigerado o congelado estda aumentando
considerablemente tanto como en el nimero de medios de almacenamiento
(Linde,2001; Stornelli et al., 2001a).

Por otro lado, en México existe escasa o nula informacién cientifica en el
area de la reproduccion canina con semen preservado, pues no se
encontraron reportes de su utilizacion. No obstante gracias a que la
reproducciéon canina es una aficion de distribucion mundial, para los
médicos veterinarios y criadores, el conocimiento de preservacion del
semen canino y sus técnicas de inseminacion artificial estan alcanzando un
lato grado de interés.

Es por eso que el presente trabajo, es una revision sobre la coleccion, y
evaluacion del semen canino, y pretende contribuir con el conocimiento de
estas tecnologias de asistencia reproductiva y su aplicacion futura en

nuestro pais.



OBJETIVO.

Evaluar el semen fresco en caninos, de la Comarca Lagunera de Coahuila y
realizar la comparacion con los estandares normales que marca la

Literatura con el resto del mundo.

OBJETIVOS ESPECIFICO.

Evaluar el volumen de cada eyaculado en caninos.
Evaluar la concentracion espermatica de los eyaculados en caninos.
Determinar si el volumen vy concentraciéon son equiparables a los

estandares mundiales.
HIPOTESIS.

El clima es un factor que puede hacer variar las caracteristicas del semen

de los caninos en comparaciéon con el de otras regiones.

La comarca lagunera de Coahuila cuenta con un clima extremoso que
puede hacer variar la concentracién y volumen del semen, lo que pudiera
hacer variar los resultados de los estudios y actividades relacionados con

Inseminacion Artificial en caninos.
JUSTIFICACION.

Determinar si los valores que citan en la Literatura son iguales a los de la
Comarca Lagunera, con la finalidad de aplicar estos criterios a practicas
como: La coleccién y conservacion del semen; asi como la Inseminacion

Artificial en caninos.



REVISION DE LITERATURA

1. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL PERRO.

1.1 Escroto

Adams (1988) lo define como un saco de piel que contiene a los testiculos.
Esta situado cerca de la mitad que existe entre la regién inguinal y el ano,
es dividido por un septum medio en dos cavidades. Ocupadas cada una por
los testiculos, epididimo y parte distal del corddn espermatico. La piel es
delgada y pigmentada muy escasamente cubierta de pelos muy finos. El

rafe no es muy visible (Sisson et al., 1993).

1.2 Testiculos.

Los testiculos atraviesan el canal inguinal aproximadamente a los 10 a 15
dias del nacimiento (Adams, 1988), aunque Allen (1992) dice que a los 4
dias, alcanzando su ubicacién en el escroto a los 35 dias. Son
relativamente pequefios y tienen forma oval o redondeada. El mediastino
testicular da origen a un tabique de tejido conectivo que divide los
testiculos en lébulos incompletos que contienen los tubos seminiferos. Los
tubos se vacian en la rete testis del mediastino. Esta drena en los
conductos deferentes que se unen para formar la cabeza del epididimo
(Sisson et al., 2001).

Las dos funciones principales del testiculo, son la exocrina o produccion de
espermatozoides y la endocrina o produccion de hormonas masculinas
(Esquivel et al., 2001).



1.3 Epididimo.

El epididimo es largo, extremadamente enrollado sobre si mismo (Allen,
1992; Sisson et al., 1993) para formar una estructura que puede describirse
como formada por cabeza, cuerpo y cola (Allen, 1992). Esta intimamente
unido a lo largo de la parte dorsal de la superficie del testiculo (Sison et
al., 1993).

1.4 Cordén Espermatico.

El cordon espermatico (Funiculos spermaticus) es un manojo de varios
tejidos que va entre el testiculo y pared abdominal (Allen, 1992), comienza
en el anillo inguinal profundo, donde sus partes constituyentes se juntan,
se extiende oblicua y ventralmente a través del canal inguinal pasa junto al
pene para terminar en el borde de insercién del testiculo. Esta formado

segun (Sisson et al., 1993) por las siguientes estructuras:

Arteria testicular

Venas testiculares, que forman el plexo pampiforme alrededor de la arteria.
Linfaticos que acompafian a las venas

Plexo testicular de nervios auténomos, que van junto a la arteria.
Conductos deferentes, arteria y vena.

Haces de tejido muscular liso alrededor de los vasos [antes considerado
como musculo cremaster interno].

Capa visceral de la tanica vaginal. El cordén espermatico y la tdnica
vaginal son largos, cruzan el lado del pene muy oblicuamente. El extremo
mas superior de la tunica esta algunas veces cerrado, de modo que no

existe anillo vaginal.



1.5 Conducto Deferente.

Los conductos deferentes tienen un diametro de 1 mm aproximadamente y
son rigidos, constituyen una buena orientacion para la localizacion de
testiculos abdominales durante intervencion quirdrgica (Allen, 1992), son la
continuacion de la cola del epididimo, con una ampolla estrecha. Entran a

la superficie craneo dorsal de la prostata (Sison et al., 1993).
1.6 Glandula Prostatica.

La prostata es la unica glandula genital accesoria en el perro (Adams,
1998; Allen, 1992; Esqtjivel et al., 2001). Es relativamente grande, de color
amarillento y con una estructura densa; se localiza a la altura del borde
craneal del pubis o cerca de el. Es globular y rodea el cuello de la vejiga y
la uretra durante su unién. Existe un surco medio que indica una division de
dos l6bulos laterales. La glandula esta sujeta a muchas variaciones en
tamano y a menudo esta alargada, especialmente en los animales viejos
(Sisson et al., 1993.)

1.7 Pene.

El pene esta compuesto de raiz, cuerpo y glande, presenta varios hechos
notables. En su parte caudal existen dos cuerpos cavernosos de caracter
venoso, separados por un tabique medio. El glande es muy grande y se
extiende sobre toda la longitud del pene, su parte craneal, llamada pars
longa glandis, es cilindrica, con un extremo libre puntiagudo; caudalmente
existe alargamiento redondeado llamado bulbo del glande. Ambos estan

compuestos por tejido eréctil.



Un pequefio musculo surge de la tuberosidad isquiatica de ambos lados; los
dos convergen en el dorso cerca del bulbo del glande y comprimen las
venas dorsales y pueden tender a elevar el pene y, por tanto, intervienen

en la copulacion (Sisson et al.,1993; Esquivel et al.,2001).

1.8 Prepucio.

El prepucio es un estuche modificado de piel Adams, 1988 cubre
completamente el pene no erecto Allen, 1992 que forma una vaina completa
alrededor de la parte craneal. La capa mas externa es ordinariamente
integumento. Las capas internas son delgadas, de color rojizo vy
aglandulares. La capa peneal esta muy unida a la pars longa del glande, y
menos al bulbo del glande. En estas capas hay muchos noédulos linfaticos,
que son especialmente grandes y a menudo prominentes en el fondo de la

cavidad prepucial (Sisson et al., 1993).

1.9 Uretra.

Su funcion es transportar la orina como el semen hasta el extremo del pene
(Allen, 1992). La parte pelviana de la uretra es relativamente grande. Su
primera porcion se extiende desde la vejiga y esta cubierta por la prostata.
En el arco isquial existe un bulbo del pene bien desarrollado. Esta dividido
por un surco medio y un tabique en dos lobulos laterales o hemisferios y
cubierto por un musculo corto pero fuerte, circunda la uretra desde la
préstata, caudalmente, y tiene un rafe medio dorsal. ElI musculo
isquiouretral surge de la tuberosidad isquiatica y termina por un anillo
fibroso en la sinfisis isquiatica, a la que rodean las venas dorsales del pene
(Sisson et al., 1993).



1.10 Canal Inguinal

Es un espacio estrecho en los musculos de la pared abdominal que sirve de
entrada a los vasos espermaticos y el conducto deferente. En ocasiones
este canal tiene la anchura suficiente para permitir el paso de parte del
contenido abdominal formando de esta manera una hernia inguinal; esto

puede suceder también en la hembra (Allen, 1992).



2. ENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION.

El desarrollo del sistema reproductor esta bajo control genético
(Cunningham, 1999). Todos los embriones de mamiferos estan
programados para ser hembras, sin embargo, la presencia de un solo gen
en el cromosoma Y, inducira el deéarrollo de los testiculos. Este desarrollo
es una parte critica de diferenciacion masculina porque este organo
secretara dos substancias requeridas para el desarrollo normal del tracto
reproductor masculino: Sustancia muleriana inhibidora ( MIS, Mullerian
inhibiting substance), que ocasiona la regresion de los conductos de Muller
que desarrollarian los drganos reproductores femeninos; y testosterona, la
hormona masculina que estimulara los conductos de Wolf o mesonefros
para desarrollar los 6rganos masculinos de reproduccion (Cunninghham,
1999; Davol, 2001).

2.1 Hormonas Hipotalamicas.
2.1.1 Hormona liberadora de Gonadotropina [GnRH].

Se produce en el hipotalamo (en la base del encéfalo) y es transportada
hasta la hipofisis anterior mediante un sistema especializado de vasos
sanguineos. Determina en forma selectiva la liberacion de la hormona
foliculo estimulante [FSH] y de la hormona estimulante de las células
intersticiales [ICSH] en la hipofisis anterior (Allen, 1992; England et al.,
2000).
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2.2 Hormonas Hipofisiarias
2.2.1 Hormona Foliculo estimulante [FSH].

Es producida en la adenohipéfisis por las células Delta, es una
glucoproteina, tiene como tejido .blando al epitelio germinal de los tubos
seminiferos en el macho (Garcia, 1988) es responsable de la determinacién
de algunos procesos en la espermatogénesis (Garcia, 1988; Allen, 1992:
England et al., 2000), estimulando a las células de Sertoli a la produccion
de androgenos y secrecion de estrogenos a través de la conversion
intracelular de testosterona (Fayrer, 1996). Las células de Sertoli son
adyacentes a la espermatogonia dentro de los tubos seminiferos (England
et al., 2000).

Los niveles de FSH también son un indicador de la funcién testicular. Si os
niveles permanecen excesivamente altos [5 a 10 veces del limite normal]
entonces hay células de Sertoli dafiadas significativamente. Las células de
Sertoli normalmente secretarian inhibina que retroalimentan negativamente
en FSH. Entonces en la ausencia de inhibina los niveles de FSH se
elevarian extremadamente (Fayrer, 1996).

Las concentraciones en suero, fluctian notablemente durante el dia
(England et al., 2000).

2.2.2 Hormona Estimulante de las Células Intersticiales [ ICSH].

También denominada hormona luteinizante en las hembras [LH] es una
gluproteina producida en las células intersticiales [células de Leydig] en el
testiculo para acelerar la sintesis y secrecion de testosterona (Garcia,
1988; Fayrer, 1996) y dihidrotestosterona (Allen, 1992: England et al.,
2000).



No han sido bien determinadas sus concentraciones normales en el perro
(Allen, 1992), pero al igual que la FSH sus concentraciones normales

séricas varian durante el dia (England et al., 2000).

2.2.3 Hormonas Testiculares o Andrégenos.

La funcion del testiculo esta regulada de manera que pueda mantener en
forma constante la producciéon de espermatozoides, razén por la cual la
aplicaciéon exégena de hormonas, especialmente la de testosterona,
alterara su funcionamiento, segun (Esquivel et al., 2001) el testiculo

depende para su funcionamiento basicamente de:

CONTROL GENERAL:

‘ FSH i * | caulas
de Sertoli |

[ Hipotalamo ] [ Testosterona }

\ l ICS _ | Células
S " | de Leydig

Control Local: se refiere a la comunicacién que existe entre el tubo

seminifero y las células de Sertoli y germinales, que contienen el tejido
intersticial que rodea los tubos y sus componentes [vasos sanguineos,

vasos linfaticos y células de Leydig].
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Los androgenos son del grupo de los esteroides (Garcia, 1988), se
producen en los testiculos por las células intersticiales [células de
Leyding], que forman pequefios islotes entre los tubos seminiferos;
estimulan el desarrollo de las caracteristicas masculinas, ponen en marcha
la actividad sexual e influyen en el desarrollo de la glandula prostatica |
(Garcia, 1988; Allen, 1992).

Los testiculos ectopicos [por ejemplo en los criptorquidos] siguen

produciendo andréogenos (Allen, 1992).
2.2.4. Testosterona

La testosterona es la principal hormona testicular, su sintesis se realiza a

través del acetato y el colesterol (Garcia, 1988).

Los efectos de la testosterona incluyen la induccion de otras caracteristicas -
fisicas del genero asi como los rasgos de conducta incluyendo la libido y
delimitacion territorial de orina (Fayrer, 1996; Davol, 2001). La testosterona
pasa a los tubos seminiferos donde es esencial para el mantenimientc de ia

espermatogenesis, en particular el inicio de meiosis (Fayrer, 1996).

" En los perros adultos las concentraciones de testosterona en plasma varian

entre 0.5 y 5.0 ng/ml (Allen, 1992). En suero pueden ser de 0.4 a 10 ng/ml,

pero generalmente entre 1 y 4 ng/ml es aceptable (Fayrer, 1996).

Existe gran variacion individual durante el dia, por lo que el analisis de una
muestra uGnica tiene poco valor. En perros castrados, los valores de
testosterona son siempre inferiores a 200 pg/ml (Allen, 1992).

La testosterona junto con los estrogenos ejerce un efecto de
retroalimentaciéon negativa [feedback] sobre FSH y LH (England et al.,
2000).



2.2.5 Dihidrotestosterona

La conversion intracelular de testosterona a dihidrotestosterona por medio
de la encima 5 alpha-reductasa para que ocurra la masculinizacién de los
tejidos (Cunningham, 1999) como el desarrollo de la glandula prostatica, la

uretra masculina, el pene, y el escfoto (Davol, 2001).
2.2.6 Inhibina

Esta es una hormona producida por las células de Sertoli que inhibe la
liberacion de FSH (Allen, 1992) mediante el control de mando de SNC por

medio de un mecanismo retroalimentacion negativa simple (Fayrer, 1996).



3. FISIOLOGIA DE LA REPRODUCCION

Espermatogénesis

La produccion de células espermaticas testiculares esta controlada por los
factores de liberacién hormonal [GnRH], que regula la secrecion de FSH e
ICSH en la hipofisis anterior (Allen, 1992; Fayrer, 1996; England et al.,
2000).

Constituye un proceso complejo mediante el que se producen los
espermatozoides [células germinativas masculinas] en los tubos

seminiferos de los testiculos ( Davol; 2001).

Las células llamadas espermatogonias, que son las precursoras de los
espermatozoides, se dividen mediante mitosis para dar origen a los
espermatocitos [las células con 78 cromosomas son ilamadas diploides; en
este numero se incluyen los dos cromosomas sexuales], éstos se dividen
posteriormente mediante meiosis por lo que el numero normal de
cromosomas] formando las espermatidas y se mezcla el material genético

procedente de los padres del individuo (Allen, 1992).

La espermiogénesis [una subdivision de espermatogénesis] involucra la
maduracion de espermatidas inmaduras para producir espermatozoides
maduros fértiles normales (Fayrer, 1996) mediante un complejo
reagrupamiento de los organitos; basicamente el nlcleo pasa a formar la
cabeza del espermatozoide, el aparato de Golgi forma el acrosoma, y las
mitocondrias y centriolos intervienen en el desarrollo de la cola; la mayor
parte del citoplasma queda en las células de Sertoli que aparecen sobre la
membrana basal de los tubos seminiferos; regulan la metamorfosis de

espermatida a espermatozoide (Allen, 1992).
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La espermatogénesis comienza a los 4 meses de edad aunque los
espermatozoides no aparecen en el eyaculado hasta los 10 a 12 meses
(Allen, 1992), marcando el inicio de la pubertad, por aumento en el nivel de
ICSH induciendo a los testiculos para producir testosterona que llevara a la

maduracion de los espermatozoides (Davol, 2001).

En todos los mamiferos domésticos se ha definido el periodo de tiempo que
se requiere para el desarrollo de células germinales primordiales, es decir,
el ciclo de la espermatogénesis, desde la divisién del espermatogonio hasta
la aparicién del espermatozoide en el eyaculado, tarda 50 a 60 dias; es el
mismo tiempo que se requiere para el toro y el semental. Comprende dos
fases, la primera denominada fase testicular es de +46 dias, mientras que
la segunda que es la fase epididimal es de £14 dias en la cual se lleva a
cabo la maduracion de los espermatozoides en el epididimo (Allen, 1992;
Fayrer, 1996).

Control de la temperatura

La espermatogenesis no puede producirse con la temperatura normal del
organismo en la mayoria de los mamiferos, varios mecanismos mantienen

los testiculos del perro mas frios que el resto del organismo (Allen, 1992).

Los testiculos se alojan fuera de la cavidad corporal en el saco escrotal
(Allen, 1992). EI tejido muscular especializado del saco escrotal como el
musculo cremaster influye sobre la distancia que media entre el cuerpo y el
testiculo, y el musculo dartos en la pared escrotal que puede influir sobre el

tamano de escroto y, en consecuencia sobre la posicion de los testiculos.



En el escroto, la disposicion de los vasos sanguineos en el cordon
espermatico permite la refrigeracion de la sangre arterial mediante el
retorno sanguineo en el plexo pampiniforme manteniendo la temperatura de
la sangre por debajo de temperatura corporal normal (Allen, 1992, Davol,
2001) esto facilita el desarrollo optimo [espermatogenesis] de los

espermatozoides (Davol, 2001).

Las condiciones que provocan una elevacion de la temperatura corporal,
como fiebre (Allen, 1992) y choque por calor, pueden no ser compensadas
por estos mecanismos y alterar la espermatogénesis, produciendo células
espermaticas anormales (Allen, 1992; Fayrer, 1996) es decir no habra
espermatozoides normales hasta que se produzcan nuevas células en la

fase espermatogénica subsecuente 50 a 60 dias después (Fayrer, 1996).

También la obesidad puede reducir la refrigeracion testicular (Allen, 1992).
La evaluacion de un perro que ha estado bajo estrés por calor necesitara
ser evaluado después de 60 dias para hacer un diagnostico de fertilidad
valido. También es importante recordar que en caso de estrés por calor
agudo todos los espermas del epididimo morirdn. Asi el perro sera

temporalmente esteril durante 14 dias (Fayrer, 1996).

Transporte del esperma.

Los espermatozoides llegan inmaduros a la cabeza del epididimo;
presentan una gotita de plasma residual llamada gota o perla citoplasmica
residual. Las células maduran durante su paso a lo largo del epididimo que
se debe posiblemente a la producciéon constante de esperma en el testiculo.
Al entrar en el conducto deferente la gota citoplasmatica se mueve hacia el
extremo distal de la pieza media o es expulsada del espermatozoide, que

ahora se considera maduro. Se desconocen los factores que influyen sobre
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la velocidad con que se mueven estas células a lo largo del conducto
deferente (Allen, 1992).

Durante la eyaculacion, el esperma se arrastrara del epididimo a través del
conducto deferente y se combinara con el semen, secretado por la glandula

de la prostata, en la uretra de la prostata antes de expelerse (Davol, 2001).

Los espermatozoides que no son evacuados mediante la eyaculacion se
piensa que son forzados hacia la abertura del conducto deferente y a
penetrar en la uretra con la masa de células que existe detras de los
mismos, posteriormente van cranealmente hacia la vejiga y son expulsados
junto con la orina (Allen, 1992).

Durante la eyaculacion los espermatozoides son expulsados de forma
activa desde el conducto deferente al interior de la uretra (Allen, 1992;
Davol, 2001).

Prostata.

Los perros solo tienen una sola glandula sexual adicional, la prdstata
(Sisson et al., 1993; Fayrer, 1996; Esquivel et al., 2001) que produce una
secrecién transparente que es expulsada al interior de la uretra, conocida
como tercera fraccion del eyaculado. Su funcion consiste probablemente en
arrastrar a la segunda fraccién rica en espermatozoides, desde la vagina
craneal hacia el utero de la perra, neutraliza la acidez uretral por ser una
sustancia alcalina, ayuda a la activacién de los espermatozoides y otorga el

olor caracteristico al semen (Adams, 1998, Allen, 1992).

Ereccion

Los factores que estimulan la ereccién en la mayoria de los animales son el
olor de una hembra en celo (estro) y la asociacion entre rutina y coito; las
vias mediante las que tales estimulos inician la erecciéon son probablemente

nerviosas aunque no se conocen en una forma completa (Allen, 1992).
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El perro tiene estructuras anicas en el pene para facilitar la cruza y la
unién. El os penis le permite lograr la penetraciéon sin tener una ereccion
completa gracias a su rigidez. La ereccion total se produce posteriormente
para asegurar que el penen quede inserto en tracto genital de la hembra
(Allen, 1992; Fayrer, 1996).

Una ereccién antes de la penetracion produce a menudo una union
infructuosa. El perro con el pene erecto no puede, normalmente, lograr la

penetracion (Fayrer, 1996).

La ereccion consiste en la tumescencia (hinchazoén y turgencia) del pene
como resultado de una acumulacion de sangre en sus tejidos provocada por

la constriccion del retorno venenoso (Allen, 1992).

Lo primero que aparece es un engrosamiento del bulbo del glande y una
extension del proceso uretral. Entonces el collar del glande se engruesa
parcialmente. Este engrosamiento se propaga a todos los espacios
cavernosos. Cuando el pene esta completamente erecto, el epitelio esta
muy tenso y las venas superficiales son prominentes. El bulbo del glande
se alarga tanto que no puede ser retirado de la vagina; por tanto el machoy
la hembra quedan “enlazados” juntos durante 5 6 hasta 60 minutos. La
detumescencia del bulbo ocurre antes que en la corona y en el collar
(Sisson et al., 1993).

Tan solo después de amainar la ereccion puede separarse el perro de la
hembra (Allen, 1992).

Produccion del esperma en el semental.

En el semental, la produccion de esperma se relaciona directamente al
tamafo testicular. ElI esperma se guarda en los compartimentos

extragonadales del epididimo y el conducto deferente.
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La cantidad de esperma reservada dependera de la frecuencia e interludios
entre eyaculaciones. Las cuentas de esperma totales de un macho
sexualmente descansado abarcan reservas de esperma mas esperma diario
producido por los testiculos. Las reservas de esperma se vacian segun
informes recibidos una vez por eyaculacion por dia durante 5 a 7 dias. Por
consiguiente, una vez que se vacian reservas, el numero de esperma total
s6lo sera representado por la produccién diaria de esperma por los
testiculos (Davol, 2001).

Eyaculacién

Las contracciones del musculo uretral impulsan a los fluidos procedentes
de los conductos deferentes y de la prostata a entrar y avanzar a lo largo
de la uretra. El eyaculado consta de tres fragmentos (Allen, 1992) de
aspecto muy diferentes, son emitidas sucesivamente: fraccién uretral,
epididimaria [espermatica] y prostatica (Fontbonne, 1996; Ward, 2000), la
cual aparece después de una breve pausa. Es posible pues, para el

veterinario fraccionar la coleccion (Fontbonne, 1996).

No hay ninguna glandula en el perro y asi los canideos son los Gnicos que

no tienen fructosa en su eyaculado (Fayrer, 1996).

*3.7.1 Primera Fraccion.

La primera fraccion del eyaculado también Illamada fraccién
preespermatica, es un fluido claro (Allen, 1992; Ward, 2000; Davol et al.,
2001), formado de la derivacion de las glandulas uretrales (glandulas de
Littre) (Fayrer, 1996); su funciéon puede ser la de lavar la vagina de restos
de orina. Se elimina durante la excitacion sexual inicial, su volumen es
variable aunque generalmente es de 0.5 (Allen, 1992) a 3 ml (England et

al., 2000); puede ser eyaculada mientras el perro esta empujando al
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intentar introducir su pene en la vagina de la perra, o puede ser expulsada

tras la penetracion (Allen, 1992).

3.7.2 Segunda Fraccion.

La segunda fraccion es eyaculada generalmente tras la penetracion cuando
el macho deja de empujar (Allen, 1992), es la porcion del eyaculado rica en
espermatozoides de color blanco (Allen, 1992; Fayrer, 1996; England et al.,
2000: Ward, 2000, Davol, 2001) y su volumen suele ser de 0.5 a 1 ml
(Allen, 1992), aunque England et al., 2000, menciona un volumen de hasta
6 ml; procede de los conductos deferentes y es depositada en la mitad del
anterior de la vagina al completarse la ereccion del pene; durante y poco
después de la eyaculacion de esta fraccion, el perro desea girar

instintivamente (Allen, 1992).

3.7.3. Tercera Fraccion.

Procede de la prostata suele ser expulsada mientras los perros permanecen
en pie, grupa con grupa y unidos, su volumen puede ser de 16 a 20 ml en
razas grandes y depende probablemente del tiempo que permanecen unidos
(Allen, 1992); es un fluido claro (Ward, 2000; Davol, 2001).

Se considera que esta fraccidon tiene como finalidad lavar el esperma hacia
el interior del utero; sin embargo no siempre es favorable el efecto de esta
fraccion sobre los espermatozoides al final de la eyaculacién se produce la

desinflamacidn del pene y su retirada (Allen, 1992).
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4. EVALUACION DEL SEMENTAL.

La reproduccién es una funcion altamente especializada y es preciso lograr
el exacto equilibrio entre la sanidad y la nutricion para que el animal puede
expresar completamente su capacidad reproductiva (Stornelli et al., 2001).
De tal manera que la reproduccion en cualquier especie para que se pueda
llevar acabo en forma eficaz debe considerar que ambos sexos funcionen

igualmente de manera adecuada (Davol, 2000; Esquivel et al., 2001).

Aun cuando la inseminacion artificial con semen preservado en los perros
no ha alcanzado el grado tan avanzado de comercializacion y utilizacion
como en los bovinos es importante la evaluacion de los sementales
(Esquivel et al., 2001).

Para el caso de la coleccion del semen para preservacion, es muy
importante una evaluacién completa del semental que debe incluir un
examen clinico general, un examen fisico de genitales, de libido [su
conducta para copular] y del eyaculado [este Gltimo se revisara a detalle en
el capitulo V], que nos permitan descartar desdérdenes genéticos
especificos de la raza que no sélo pueden impactar la calidad de vida de la
descendencia futura sino que también comprometen la funcion reproductora
" del semental (Davol, 2000; England et al., 2000; Esquivel et al., 2001);
también, los machos propuestos para reproduccion deben recibir un
examen fisico completo para la evaluacion ortopédica, neuroldgica,

endocrinoldgica, y del sistema genital antes de engendrar (Davol, 2001).
4.1 Examen Clinico General.

El examen clinico completo sirve para determinar que el semental sea un
animal saludable, y que tenga una condicion fisica favorable, ya que el
trabajo de un semental implica mucha actividad fisica. El animal en primer

lugar debera tener un peso adecuado a su raza, talla y edad, que no este
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muy gordo ya que se cansara mas pronto o demasiado, bajo de peso pues
no tendra energia para llevar acabo el esfuerzo que significa la monta o la

coleccion del semen (Esquivel ef al., 2001).

4 1.1 Historia Clinica.

Una historia clinica pertinente es esencial y atil para construir una lista de

diagnosticos diferenciales (England et al., 200).

Debe incluir historia clinica reproductiva anterior, éxitos anteriores como
progenitor, tratamientos e historial médico general. Si historia reproductiva
debe estar documentada para evaluar al semental; en particular, analisis de
la frecuencia y nimero de montas por unidad de tiempo y la fecundidad

aparente de estas uniones (Fayrer, 1996; England ef al., 2000).

4 1.2 Examen Fisico.

Como con cualquier examen masculino, un examen fisico completo del
animal es esencial (Fayrer, 1996). La nutricion apropiada y condicion fisica
son fundamentales para asegurar la actuacién 6ptima y fertilidad en el
macho (Davol, 2001; Esquivel et al., 2001).

Es muy importante verificar que la funcion cardiaca y respiratoria sean
‘normales, asimismo la integridad de los miembros locomotores,
articulaciones y columna dorsal. Un animal que sienta dolor al montar a la
hembra va a perder interés para hacerlo, y desde el punto de vista de la
nutricion, hay que recordar que la reproduccion se leva Unicamente cuando
estan cubiertos los requerimientos esenciales para el mantenimiento del

animal (Esquivel et al., 2001).

Ademas de wuna inspeccion minuciosa de los genitales que debe

comprender el escroto, testiculos, epididimo, prepucio, pene, prostata.



ESCROTO: Se revisara que el escroto sea suave, no engrosado, que no
estén los testiculos adheridos al mismo, oprimiéndolos suavemente de
manera que el testiculo suba y al soltarlo baje sin ningin obstaculo. Los
testiculos que no tengan movilidad dentro del escroto pueden tener
adherencias que impidan un control adecuado de la temperatura y*que por
lo tanto puede verse afectada su reproduccion espermatica (Esquivel et al.,
2001).

TESTICULOS: Deben compararse en tamafo y consistencia (England et al.,
2000). Tienen forma ovoide, en posicion oblicua y con la cola del epididimo
hacia atras, no se encuentran colocados uno al otro lado del otro, sino que
esta ligeramente mas hacia delante. Deberan sentirse firmes y turgentes,
esto es, que al oprimirlos regresen inmediatamente a su forma normal. En
un animal sano los testiculos que se sientan plano pueden indicar
hipoplasia; o sea falta de desarrollo, especialmente si el animal no tiene
antecedentes de haberse reproducido anteriormente. Si el animal no esta
sano y por alguna circunstancia esta bajo de peso, seria normal
encontrarlos pequeios o planos o muy suaves a la palpacion, ya que
cuando los animales bajan su condicién fisica, los testiculos pueden perder
totalmente su capacidad de reproduccion espermatica y una vez que el
animal se recupera esta funcion puede recuperarse también. Los testiculos

“muy duros pueden indicar una atrofia testicular (Esquivel et al., 2001).

Los testiculos tiene la capacidad de conservar una zona de reserva dentro
de los tubos seminiferos, de tal forma que son capaces de recuperarse
siempre y cuando la causa que haya danado los testiculos no altere esta
zona de reserva. Una causa importante de dano a esta zona es la
exposicion a la radiacion, ya que entonces se llevara a cabo el proceso de
replicacion celular o sea la mitosis y la meiosis pero en forma desordenada,
que no Unicamente originara tumoraciones sino que en forma mas peligrosa

puede causar dafio al material cromosomico contenido en los
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espermatozoides; por esta situacion se puede producir una progenie
defectuosa. Esto es especialmente importante para todos los veterinarios

que manejan aparatos de rayos X (Esquivel et al., 2001).

Epididimo: Debe atarse uniformemente a la superficie dorso lateral del
testiculo. Como sefa particular la cola del epididimo es normalmente del

tamano de un frijol (England et al., 2000).

Se revisara el epididimo en su trayecto para determinar que este completo
y que no le falte algun segmento, en forma especial la cola del epididimo
para determinar que esté lleno, pues indicara su capacidad de

almacenamiento espermatico (Esquivel et al., 2001).

Prepucio: El prepucio debera cubrir por completo el pene, que al revisar
no tenga laceraciones o erosiones y ademas que a través de su orificio se
permita la salida y entrada del pene (fimosis, parafimosis). Debemos
recordar que es normal una ligera secrecion purulenta, ya que es el
resultado del proceso de renovacion normal de la mucosa prepusial
(Esquivel et al., 2001).

Palpe el prepucio y pene externamente para asegurarse que no haya

" ninguna masa o adherencias (Fayrer, 1996).

Pene: Debe exponerse no erecto para la inspeccion (Fayrer, 1996; England
et al., 2000) desenvainandolo jalando el prepucio hacia atras para verificar
que no haya obstaculos que impidan que desenvaine (Esquivel et al.,
2001), asegurese que la mucosa superficial no tenga ninguna lesion
significante. Un ejemplo de una lesion importante seria una masa roja
pedunculada cancerosa que en toda seguridad seria un tumor venéreo
trasmisible [TVT]. También, mientras el pene es exteriorizado y en estado

no erecto, examine la integridad del os penis (Fayrer, 1996).
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Préostata: Es la unica glandula accesoria que posee el perro. Se encuentra
rodeando el cuello de la vejiga, su posicion de la prostata es inconstante,
aunque normalmente se localiza en el borde craneal de la pelvis en perros
jovenes, es redondeada, lisa simétrica con un rafe medio que la divide en
2 l6bulos iguales (Fayrer, 1996; England et al., 2000; Esquivel et al., 2001).

La posicion de la prostata varia. Cuando la vejiga esta vaciay contraida, la
glandula esta totalmente en la cavidad pelviana y puede tener 2,5 cm o
mas, caudal al borde craneal del pubis. Cuando esta llena, la prostata se

halla en posiciéon casi totalmente prepubica (Sisson et al., 1993).

En muchos casos, los perros especialmente mas viejos, la prostata no es

intrapélvica (Fayrer, 1996).

La palpacién puede ser realizada con éxito manipulando la prostata
abdominalmente en la pelvis o por palpacion rectal digital (Fayrer, 1996;
England et al., 2000; Esquivel et al., 2001).

Esta propensa a padecer cambios patolégicos que también originan un
aumento de su tamano; suele ser dificil determinar si se ha producido o no
" crecimiento anormal (Allen, 1992). Un aumento de su tamafio normalmente

ocurre con el avance de la edad (England et al., 2000).

La asimetria de la glandula, dolor o consistencia anormal pueden indicar
una disfunciéon y requerir una revision mas minuciosa de la glandula
(Fayrer, 1996; Esquivel et al., 2001).




La hiperplasia quistica prostatica es un hallazgo sumamente comun en
animales geriatricos y el diagnéstico subsecuente vy el tratamiento es
esencial. En andrologia humana se han perfeccionado las evaluaciones
precisas y rapidas de la condicién de la préstata mediante ultrasonido

transrectal, y esta aplicandose al perro (Fayrer, 1996).

4.1.3 Examen Clinico.

El examen reproductivo completo se esta volviendo un aspecto importante
de reproduccion en animales pequefios. Esto es especialmente verdad
cuando nosotros reconocemos que el semental infectado puede infectar
perras y puede provocar infertilidad o dafio reproductivo. De la misma
manera , una evaluacion incorrecta de un semental puede difamar su
fertilidad (Fayrer, 1996); de tal manera que un examen clinico es obligatorio
para eliminarla sospecha de una enfermedad sistémica generalizada
(England et al., 2000).

Se deben efectuar pruebas en busca de Brucella canis en todos los machos
que presente insuficiencia reproductiva, orquitis, dermatitis escrotal cronica
(Birchard et al., 1996; Fayrer, 1996) y aglutinacion de esperma que estan

asociados con algunas causas de esterilidad (Ward, 2000).

Las infecciones por B.canis pueden causar orquitis, epididimitis, atrofia
testicular, discoespondilitis, linfadenopatia generalizada o fiebres de origen
desconocido. Para seguimientos se emplean pruebas sericas de
aglutinacion; sin embargo, es posible observar resultados falsos positivos,
el diagnostico se confirma con la prueba de inmunodifusion en agar gel
(Birchard et al., 1996).
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Pueden usar varias técnicas para investigar enfermedades reproductivas
los perros. Las muestras de semen proporcionan una forma de biopsia e
informacién diagnostica sobre funcion testicular y prostatica. Las biopsias
testiculares convencionales pueden ser obtenidas por incision o aspiracion
con aguja pero no es aconsejable en animales reproductores puesto que le
siguen respuestas inflamatorias marcadas. En particular, las biopsias de
incision pueden cuasar la inflacion local con degeneracion tubular, fibrosis
y oligospermia. La medida de hormonas en suero (o plasma, ambos son
practicamente intercambiables) pueden usarse para confirmar fallas
testiculares. Sin embargo las concentraciones séricas de testosterona
sérica a la administracién de HCG o GnRH puede ser valiosa (England et
al., 2000).

En perros castrados, los valores de testosterona son siempre inferiores a
200 Pg/ml (Allen, 1992). Las células de Leydig responderan a varios
agentes como la hormona Luteinizante para producir testosterona. Para
diagnosticar la presencia de un testiculo ectépico no identificado, se
tomara una muestra de sangre heparinizada, administrando a continuacion
por via intravenosa 500 a 2000 Ul de gonadotropina coriéonica humana
[HCG]; una hora mas tarde se toma una segunda muestra. Una elevacién en
la concentracion de testosterona hasta por arriba de 6 ng/ml indica la

" presencia de tejido testicular (Allen, 1992; Fayrer, 1996).

El tracto reproductor masculino también se puede radiografiar (con la
advertencia que la radiacidén ionica causa degeneracion testicular) y mas
recientemente, la ultrasonografia también ha demostrado ser valioso en

examen de prostata y del testiculo.
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Una evaluacion mas completa de la glandula de la prostata puede ser
lograda por aspiracion con aguja o biopsia de la glandula, usando
ultrasonido como guia especialmente. Las células prostaticas también
pueden ser colectadas por masaje rectal y lavado uretral. Inicialmente, un
catéter uretral se pasa a la vejiga para permitir desagie de orina después

se llena con solucion salina.

Seguidamente, el catéter se retira parcialmente hasta que su punta este
dentro de la prostata distal, determinandola posicion por palpacion rectal.
Entonces se da masaje a la prostata por el recto o transabdominalmente
durante uno a dos minutos. Cinco a diez ml de solucion salina estéril se
introduce entonces a través del catéter aunque comprimiendo la uretra,
distal a la prostata con un dedo por el recto. De esta manera, se vacian
células masajeadas de la glandula de la préstata en la vejiga. Estas células
son recuperadas entonces adelantando el catéter y aspirando el volumen
de la vejiga (England et al., 2000).

4 1.4 Valoracion de la Libido.

La disposicion del semental para copular debe ser evaluada, existen
diversos factores que ocasionan en el semental una disminucién de la libido
~como el aburrimiento, el cansancio, estrés, dominancia, inexperiencia,
familiarizacion y preferencia alterando las respuestas favorables por parte
del semental. Por lo que la solucion de los problemas de libido deben de
considerarse principalmente como una alteracion de comportamiento antes
que una endocrinopatia, sin descartar la posibilidad de que también exista
esta situacion. En ocasiones un cambio de rutina es favorable (Davol, 2000;
Esquivel et al., 2001).
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5. COLECCION DEL SEMEN

La coleccién de semen es esencial para la inseminacion artificial, y es de
importancia cardinal en el examen reproductivo completo (England et al.,
2000).

La coleccién no debe exceder de una vez cada dos dias. La eyaculacion
diaria produce concentraciones muy bajas de eyaculado después de cinco a
siete dias. (Martin, 1996) por lo que es recomendable un descanso sexual

antes de la coleccién de semen y evaluacion (England et al., 2000).

Los mejores candidatos son los perros experimentados y seguros para
colecciones de calidad. Algunos perros pueden ser dificiles de colectar, y

pueden requerirse esfuerzos repetidos (Martin, 1996).
5.1. Requisitos para la Coleccion.

5.1.1. Hembra celadora [Teaser].

Durante el estro, se excretan compuestos organicos conocidos como
feromonas de la vagina de la hembra. Estos quimicos aerotransportados
.son responsables para atraer a los machos de distancias largas a la

hembra. Estos incluso indican la fase de su calor (Foster et al., 2001).

La recoleccion del semen se ve altamente facilitada por la presencia de una
hembra en celo o en la fase final del proestro o estro (Allen, 1992;
Fontbonne, 1996; England et al., 2000; Greenbank et al., 2000; Corona,
2001:; Davol, 2001; Foster et al., 2001). Ademas, se obtiene la mejor
calidad de eyaculado (Fayrer, 1996).




Aunque ésta no deba estar forzosamente en pleno estro, ya que un ligero
olor asociado a una estimulacion mecanica digital habil, resulta en la
mayoria de los casos suficiente para alcanzar la ereccion (Fontbonne,
1996).

Esta, preferentemente, debe ser una perra de tamano similar y de

temperamento tranquilo (Fayrer, 1996; England et al., 2000).
5.1.2. Feromonas.

La disponibilidad de una perra en estro precisamente cuando se necesita
puede ser dificil y a menudo imposible (Fayrer, 1996; England et al,. 2000;
Foster et al., 2001).

Alternativamente, una perra no estral de la misma raza y tamafno puede
usarse (England et al., 2000) si es impregnada con una feromona canina
topica comercial basada en metil-p-hidroxibenzoato [Eau d’estrus,
Synbiotics corporation] (Allen, 1992; England et al., 2000) y se le permite
olfatear a la vulva (Da.vol, 2001), también el acido metil ester

hidroxibenzoico funciona (Corona, 2001).

Otra practica comun es preservar hisopos de algodon o gasas de algododn
que han sido impregnadas en la vagina de una hembra cuando estaba en su
pico estral son congeladas y puestas en bolsas zip-lock hasta que sean

requeridas (Fayrer, 1996).

Al momento de la coleccion de semen, simplemente se coloca delante del
hocico del perro (Allen, 1992) o pueden pasarse alrededor del area de la
cola de cualquier perra o perro (incluso uno castrado) en el macho
respondera entonces a ella asi como si ella estuviera en calor (Foster et
al., 2001).



5.1.3 Lugar.

Los perros sin experiencia es improbable que eyaculen el perro suele ser
llevado a un lugar que le resulte extrano, donde no este acostumbrado a
trabajar hecho que puede inhibir incluso a un perro experimentado (Allen,
1992). Por lo que es muy importante elegir un sitio conocido por el perro
(Corona, 2001).

La coleccion debe realizarse en un lugar no muy grande, con piso
antiderrapante y sin ruidos, ya que el perro con frecuencia muestra un

comportamiento pudico (Fontbonne, 1996; England et al., 2000).

Las razas pequefias suelen aparearse sobre una mesa provista de una s
superficie adecuada, las razas grandes se aparean sobre el suelo con
distintos grados de ayuda por parte del hombre (Allen, 1992); muchos

animales se inhiben al ser subidos a una mesa (Fontbonne, 1996).

5.1.4 Preparacioén del Equipo.

Es esencial mantener la esterilidad en todo momento. Todo el equipo
utilizado debe ser apropiadamente esterilizado con gas o calor. En la
mayoria de los casos, todos los articulos de latex deben ser esterilizados
. con gas (6xido de etileno) y seguidamente aireados durante por lo menos 2
a 3 semanas (Fayrer, 1996; Davol, 2001).

Se debe caientar y aislar el equipo de coleccion para asegurar que las
muestras colectadas no reciban choque por temperatura (Fayrer, 1996;
England et al., 2000).

También, muchos elementos del equipo son toéxicos para el esperma
canino. Por consiguiente, todos los tubos de plastico, jeringas y pipetas

deben probarse antes de su uso rutinario (England et al., 2000).
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Es importante notar que ciertos factores externos como temperaturas
extremas, exposicion a lubricantes y quimicos encontrados en latex y
recipientes de plastico usados para la coleccion de esperma pueden afectar
adversamente el esperma o su motilidad. Por consiguiente, los duefios de
sementales que utilizan dispositivos caseros para la coleccion de semen
deben asegurarse de que los materiales usados no tengan efecto
colaterales toxicos sobre los espermatozoides; esto también se aplica a los

métodos por desinfectar el equipo (Davol, 2001).

5.2 Equipo Necesario.

Allen (1992) sugiere el siguiente equipo como necesario para la coleccion

de semen canino:

1 0 2 Embudos de cristal o plastico

1 o 2 tubos de ensayo de cristal o plastico, el plastico es irrompible

aunque debido a su peso ligero puede ser desalojado de la mano por

la cola o unja extremidad del perro.

e Un bano Maria, mantenido preferentemente de forma automatica a 37°
C.

e Un soporte para tubos de ensayo en el bafio Maria.

e Porta objetos y cubre objetos

e De forma ideal, un dispositivo calentador capaz de mantener un
cubre objeto a 37 C ( una botella plana llena de agua caliente puede
servir para colocar los porta objetos sobre la misma y mantenerlos
calientes )

e Pipetas

e Colorante nigrosina eosina

e Un microscopio con objetivo de inmersion para grandes aumentos

e Una camara de neubauer para recuento de células

e Equipo para diluir el esperma a 1/200

(%)
(S}



Casi cualquier receptaculo caliente puede usarse para coleccionar el semen
pero la mayoria de las bolsas “whril pak “estériles se usan jeringas y otros
objetos duro deben evitarse como el pené es facilmente traumatizadle
durante la coleccion y puede aparecer un engrosado sustancial en el

eyaculado.

Esto no parece de crecer la fertilidad en perros pero interfiere con la
evaluacion de semen y por su puesto alarma a los duefios (England et al.,
2000).

El material mas sencillo para colectar el semen es un embudo y un tubo de
ensayo de vidrio y un guante para manipular el pené con la mano

enguantada. Es mas practico el embudo de latex (Esquivel et al., 2001).

Synbiotics Corpoation fabrica equipo para la coleccion de semen.
Tipicamente, el dispositivo consiste en un cono de caucho adherido a un

tubo centrifugo de plastico (Davol, 2001).

5.3. Métodos de coleccion del semen

5.3.1. Manual.

‘Un excelente eyaculado puede obtenerse solo de coleccion manual. E |
semen canino es facilmente colectado mediante masturbacion con mano
enguantada o desnuda (Fayrer, 1996; Martin, 1996; England et al., 2000).
Ademas de obtenerse un exceiente eyaculado (England et al., 2000) es el

meétodo de eleccién en el caso del perro (Fontbonne, Esquivel et al., 2001).
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5.3.1.1. Preambulo.

Cuando colectamos el semen canino, es esencial recordar varios hechos.
Primeramente, el pené del perro contiene un hueso peniano ligeramente
fragil que queda en la porcién ventral del eje del pené y se extiende del
extremo del bulbo del glande hasta cerca de la punta del glande (S'isson et
al., 1993: Fayrer, 1996). El hueso peniano permite introducir el pené
parcialmente erecto en la vulva antes de complementar la ereccion. Un
hueso peniano excesivamente pequefio o dafiado limitara la capacidad del

perro como semental (Fayrer, 1996).

Es esencial identificar y reconocer la importancia del bulbo del glande. El
bulbo esta en el eje proximal del pené y es capaz de crecer de 2 a 3 veces
su tamafo durante la ereccién. El bulbo normalmente no crece hasta que la
penetracién se ha complementado. En ese momento, la expansion del bulbo
dentro de la vulva y las contracciones musculares de la vulva permite
formacion de la cerradura genital. La posicién del bulbo en el vestibulo

vaginal constituye a la unién (Fayrer, 1996).

Las uniones pueden clasificarse como externas e internas. Una union
interna es el resultado de penetracién completa y mantenimiento del bulbo
‘dentro de la porcion vestibular del tracto reproductor. Frecuentemente
debido a muchas razones, incluso inexperiencia o ereccién prematura o un
bulbo excesivamente grande, no forma una cerradura genital completa;

esto se denomina una uniéon externa (Fayrer, 1996).

El perro una vez establecida la cerradura genital, se colocara de tal manera
que ambos quedan en posicion caudo caudal. Esto es facilitado por la
porcion fibroelastica del pené proximal al bulbo que puede rodar 180° sobre
su eje horizontal. Es indispensable hacer completamente familiar el hecho
que éste es un plano horizontal de movimiento. Mientras se realiza la

coleccion, el perro caminara a menudo encima de la mano del colector
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como en una uniéon normal no se debe intentar mover el pene en cualquier
forma de arco ventral; el movimiento natural es un giro de 180° del pene en
un plano horizontal, es decir, paralelo a la espina dorsal. (Allen, 1992;
Fontbonne, 1996; Fayrer, 1996).

5.3.1.2. Técnica.

La perra celadora se sujeta convenientemente por la cabeza o por e cuello
por un ayudante (Allen 1992; Fontbonne, 1996), se deja que el perro olfatee

y lama la vulva de la perra (Allen 1992; England ef al., 1996).

La masturbacion y la coleccion se realizan mejor con su mano de escritura,

posicionese en el lado apropiado del perro (Fayrer, 1996).

Se estimulara el pene del perro a todo lo largo con movimiento craneo
caudal, al mismo tiempo que se va desenvainando, una vez que el pene
este libre del prepucio se rotaras suavemente hacia atras en un plano
horizontal hasta que se dirija caudalmente (Fayrer, 1996; Esquivel et al.,
2001). Normalmente, se dirige al lado al que le perro esta intentando
caminar encima del pene como lo haria normalmente en una unién normal
(Fayrer, 1996); aunque segun Fontbonne (1996) la inversién del pene hacia

atras no siempre es necesaria.

La fuerza de presion es inconstante y es mejor empezar suavemente vy
aumentar a efecto (Fayrer, 1996), se seguira estimulando detras y encima

del bulbo, hasta que eyacule el perro (Esquivel et al., 2001).
Si el bulbo del glande aparece tumefacto, el prepucio sera empujado hacia

atras para dejar expuesto todo el glande (Allen 1992), con ayuda del

empuje pelviano, aunque este puede estar ausente (Fayrer, 1996).
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De no haber ningin empuje el prepucio debe cambiarse de sitio detras
bulbo antes de que excesivamente y se haga imposible el desplazamiento
caudal. El desplazamiento del prepucio facilita la coleccion y mejora la

calidad del eyaculado (Fayrer, 1996).

Si el bulbo del glande no aparece tumefacto, se realizaran masajes
sostenidos sobre el prepucio (Allen, 1992; Fontbonne, 1996) asegure que el
prepucio aloje proximalmente al bulbo, como en la union normal. También
puede hacerse una presion genital alrededor de la base del bulbo para
estimular una ereccion completa y esta normalmente se asocia con varios

grados de vigor en el empuje pelviano (Fayrer, 1996).

Si el bulbo del glande aparece demasiado inflamado no es posible sacar el
glande del prepucio; el perro sera separado de la hembra hasta que halla
remitido la ereccién o puede intentar colectar el semen con el glande en el
interior del prepucio; este proceso puede resultar incomodo para el perro
(Allen, 1992; England et al., 2000); por lo que es mejor estar seguro que el
bulbo este fuera del prepucio antes de que se extienda (England et al.,
2000).

Tras exponer el bulbo del glande (Allen, 1992; England et al,. 2000), se
"sujeta la base del glande entre los dedos indice y pulgar; produciendo la
coaptacién vaginal que se produce durante el coito (Fontbonne, 1996) se
mantiene sujeto con firmeza o se le aplican contracciones ritmicas (Allen,
1992) masturbandolo firmemente al punto de ereccién compieta y muestre

empuje pelviano (Fayrer, 1996).
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La presion sobre la base en el pene estimulara la tumefaccion del bulbo del
glande con o sin movimientos de empuje por parte del perro (Allen, 1992;
Fayrer, 1996). Si estos protocolos se siguen, la eyaculacion empezara
(Fayrer, 1996).

Después de la ereccion se coloca un cono de coleccion sobre el pene
(Fontbonne, 1996) o una bolsa de plastico (England et al., 2000).

Con independencia de una tumefaccnon prematura del bulbo del glande un
problema importante aparece cuando se intenta exponer el pene en razas
de pelo largo, y a razas pequefias en las que resulta dificil la sujecion del

pene (Allen, 1992).

Durante los movimientos violentos de empuje no es momento para la
colecciéon del eyaculado por que sera la primera fraccion carente de

espermatozoides, por lo que se elimina (Allen 1992).

Si se colecta la primera fraccién, puede comprobarse que se trata de un
fluido claro (Allen, 1992; Fayrer, 1996; Davol, 2001) a ligeramente turbio de
gotas hasta 3 ml (England et al., 2000).

"Tras la expulsion de la primera fraccion se eyacula la segunda, rica en
espermatozoides (Allen, 1992; Fayrer, 1996) de color blanco con un
volumen de 0.5 (Allen, 1992) a 6.0 ml, a menudo se mezcla con la primera
fraccion y sélo un eyaculado ligero gris opalescente es obtenido (England
et al., 2000) mediante 4 a 10 concentraciones uretrales; si es posible se
recogera por separado en el segundo tubo de ensayo (Allen 1992). En esta

fase ocurre el empuje pelviano mas vigoroso (Allen, 1992; Fayrer, 1996).
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Es esencial proteger el tubo colector durante la recuperacion de semen
guardandolo con la mano para mantenerlo cerca de la temperatura corporal
y prevenir choque por fri6. Secundariamente, la mano también protege el
esperma de los efectos sumamente perjudiciales de luz ultravioleta (Fayrer,
1996; England et al., 2000).

En ocasiones el volumen de la primera fraccion puede aproximarse a 5 ml;
si posteriormente un perro nervioso no elimina la fraccion rica en
espermatozoides, sera preciso hacer una coleccion posterior (Allen, 1992).

Tras la expulsion de la fraccion rica en espermatozoides, pueden
producirse varias concentraciones uretrales no productivas hasta que es
eyaculada la tercera fraccion (Allen, 1992) que pueden palparse si se
mantiene presion firme alrededor del bulbo; en el ano también se observan
contracciones ritmicas. El perro puede dejar de eyacular por varios minutos

y las pulsaciones continuaran (England et al., 2000).

Antes de eyacular el tercer fragmento el perro normalmente desmontara e
intentara caminar encima del brazo del colector (Allen, 1992).

La tercera fraccion es el fragmento prostatico de color claro (Davol, 2001).
Segun Allen (1992) y Fayrer (1996) este fragmento puede variar en volumen
de 1 a 20 ml y puede depender del protocolo de la coleccion; puede

aumentar el volumen hasta aproximadamente 60 ml (England et al., 2000).

Si la segunda fraccion es muy concentrada y de pequefio volumen, pueden
ser necesarios varios cachorros de la tercera fraccion para arrastrarla del

embudo de coleccién y llevarlo al tubo de ensayo (Allen, 1992).
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La mayor parte de la tercera fraccion es recogida en el tubo de ensayo que
contiene la primera, o se deja que el perro acabe de eyacular sobre el
suelo (Allen, 1992). Sin embargo, para la valoracién completa de la funcion
reproductora masculina, es a menudo aconsejable coleccionar el fluido
prostatico separadamente con el proposito de realizar un cultivo rutinario
(Davol, 2001).

La eyaculacién ocurre intermitentemente a través de un periodo
inconstante, de 5 a 45 minutos y el volumen total puede variar de 1 a 40 ml
(Fayrer, 1996; Fontbonne, 1996, England et al., 2000).

Después de la coleccion esta completa, el macho se observa hasta que su
ereccion disminuye (England et al., 2000) y el pene sea reemplazado en el
prepucio y prevenir desecamiento de mucosa peneal y trauma (Fayrer,
1996).

La parafimosis puede ocurrir después de la coleccién si el prepucio queda
distal al bulbo y este esta agrandado restringe su movilidad y es

estrangulado por el prepucio sosteniendo la ereccion (Fayrer, 1996).

Si el pene esta expuesto, se lubrifica el glande y se intenta reducir la
parafimosis (Fayrer, 1996; England et al., 2000).

El perro nunca debe ser enjaulado o enviado a casa hasta que el pene este
completamente dentro del prepucio (England et al., 2000).
5.3.1 Cono Artificial

El tubo de ensayo puede unirse a un cono de latex, que se coloca sobre el
pené del perro; esté método no resulta ideal por que dificulta la coleccion
de las fracciones por separado y por que el latex es toxico para el

esperma (Allen, 1992).
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5.3.2 Vagina Atrtificial.

La dificultad de disponer a una extensa gama de tamafios de vaginas
artificiales para poder ser usadas sobre animales cuyos tamafos pueden
variar desde el Chihuahua al Gran Danés, alto costo del sistema y limpieza
engorrosa (Fontbonne,1996), ocasiona que raramente una vagina artificial
(VA) sea usada en las colecciones actualmente (Fayrer,1996), sin embargo,
algunos operadores encuentran la masturbacion como un proceso

desagradable y prefieren usar una vagina artificial (England et a/., 2000).

Se han descrito lo obtencién de mayores volimenes de eyaculado obtenido
con vagina, pero no parece incrementado el nudmero total de
espermatozoides, por lo que tan solo se consigue incrementar la parte

prostatica (Fontbonne, 1996).

Consiste basicamente en un tubo cilindrico lleno de agua caliente; resulta
un procedimiento totalmente inadecuado por que es innecesaria; su empleo
es complicado o incomodo; permite un contacto prolongado entre el
esperma y la cubierta de latex que puede originar la inmovilidad total de los
espermatozoides (Allen,1992); ya que el latex es espermicida. Ademas,
estan vaginas artificiales no pueden ser esterilizadas porque los residuos
. de esterilizacion con gas también son toxicos a los espermatozoides todo
esto la hace no adecuada para colectar semen canino (England et al.,
2000).

5.3.4 Electroeyacuiacion.

La eyaculacién permite obtener semen de todos los animales que poseen la
via neurologica implicada intacta. Sin embargo, una limitante es la
necesidad de someter al animal a una anestesia general a fin de evitar las
molestias que este método produce sobre el mismo. Esté método se
reserva solo para animales sanos, para los cuales el procedimiento implica
un riesgo minimo (Stornelli et al., 2002).
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(Kojima, et al., 2001) mediante un experimento para la coleccion vy
preservacion de semen de osos japonés (Ursus tibetanus japonicus) uso un
perro Beagle como modelo encontré que la concentracién espermatica y la
cuenta de esperma total era mas baja en semen colectado por
elctroeyaculacion que en semen coleccionado por manipulacion digital, pero

su motilidad espermatica, viabilidad y morfologia eran similares.

5.4Fracasos en la Coleccion.

El fracaso en la coleccién de una muestra puede desquiciar al perro y
provocar un costo extra (Allen, 1992).

Los principales factores de fracaso en la coleccién del semen en los perros
proviene de la edad (animales muy jovenes o muy viejos), la experiencia
(primera obtencion). Del medio ambiente por ruidos, conversaciones, suelos
resbalosos, exceso de personas presentes y la visiéon de las batas blancas
(Allen, 1992; Fontbonne, 1996, Corona, 2001). Otras causas provienen del
comportamiento del animal por un exceso de agresividad y por un efecto
individual de la propia raza (las razas pequefias son mas timidas). Los
antecedentes patolégicos como antiguas fracturas, caiculos uretrales y por

ultimo la ausencia de una perra en celo. (Fontbonne, 1996).

La coleccion de sementales de bajo libido incluso es dificil en la presencia
de perras teaser y esto no es un buen presagio para su fertilidad (Fayrer,
1996).
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6. EVALUACION DEL SEMEN.

Después de colectar el semen, las células espermaticas se verifican

macroscépica y microscopicamente (Martin, 1996; Foster ef al., 2001).

6.1 Manejo del Semen.

Davol (2001) advierte que el semen, como con todos los fluidos corporales,
debe manejarse como material biolégico potencialmente peligroso. Pueden
transmitirse muchos organismos bacterianos caninos a los humanos
durante la coleccién de semen y por consiguiente, el semen presenta un
riesgo de salud potencial. En consecuencia, es esencial que el individuo
colector y evaluador de semen practique las “medidas universales basicas
de bioseguridad” considerando el semen como potencialmente infeccioso y
tomando medidas razonables para reducir riesgos de infeccion (utilizando
equipo protector como guantes y anteojos, lavarse las manos, desinfeccion
apropiada o disposicion de todo el equipo contaminado como material

biol6gico peligroso).

Todos los perros involucrados en al coleccion de semen deben ser
negativos a Brucella Canis (Fayrer, 1996).

6.2. Razones para la Evaluacion

Las indicaciones en las que un veterinario puede realizar el examen

seminal son:
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e Como parte del protocolo de inseminacion artificial (Allen, 1992
Birchard et al., 1996; Fontbonne, 1996, corona, 2001).

e Para investigar el efecto de enfermedad prostatica sobre la calidad
del semen (Allen, 1992).

e Comprobar la calidad y produccion del semen después de enfermedad
o terapias (Allen, 1992; Corona, 2001).

e En los controles de fertilidad para confirmar la espermatogénesis
normal de un perro joven antes de comenzar a usarlo como semental
(Allen, 1992; Corona, 2001).

e Determinar la posible infertiidad de un semental (Allen 1992;
Fontbonne, 1996; Corona, 2001).

En los dos ultimos casos el examen deberda de ser muy exhaustivo vy
completo, mientras que en la coleccién para IA solo sera necesaria la parte
inicial del espermiograma (motilidad individual y progresiva) (Birchard et
al., 1996; Fontbonne, 1996).

6.3 Limitaciones de la Evaluacion.

La muestra debe mantenerse caliente (Allen, 1992; England et al., 200);
debido a que un descenso rapido de la temperatura puede originar una
- alteracion mediante choque por frio de los espermatozoides; esto es poco
frecuente en el semen del perro por ser relativamente resistente al frio; el
semen suela recogerse a temperatura ambiente (Allen, 1992) y se verifica
poscolecciéon inmediatamente (Fayrer, 1996) ya que la motilidad celular
espermatica disminuye en presencia de temperaturas a menores a 30°C, y
luz ultravioleta, hechos que proporcionan una falsa impresion sobre la
calidad de la muestra (Allen, 1992; Fayrer, 1996); lo que hace dependiente
de la temperatura (England et al., 2000).
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England et al., (2000) sugiere una temperatura convencional entre 37 .a 39
°C, sobre todo la Gltima que es mas apropiada ya que es la temperatura
media en la vagina de las perras (lguer et al., 2001) sugiere una

temperatura de 38°C como mas optima para el analisis de semen.

6.4 Evaluacion de la Muestra.

Ninguna caracteristica por si sola es una medida precisa de fertilidad, para
que un macho se considere aceptable como semental, a evaluacién del
semen debe exceder los criterios minimos sugeridos para porcentaje de
motilidad de espermatozoides, concentracion espermatica por eyaculado y

morfologia del esperma (Birchard ef al., 1996).

Para evaluar el semen eficazmente se debe usar el fragmento espermatico
rico del eyaculado con la cantidad minima de contaminacion de fluido
prostatico. El semen debe coleccionarse bajo las condiciones oOptimas vy

debe protegerse de los cambios en la temperatura y la luz (Fayrer, 1996).
6.4.1. Evaluacion Macroscépica.

Se realiza inmediatamente poscoleccién e incluye el volumen, color, olor y
pH (Allen, 1992; Fayrer, 1996; Martin, 1996; England et al., 2000; Corona,
©2001).

6.4.1.1 Volumen

El volumen de semen no es importante (England et al., 2000) pues no esta

relacionado con la fertilidad (Corona, 2001).
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La fraccion espermatica puede medir desde 0.5 (Allen, 1992) hasta 6 ml, y
a menudo se mezcla con la primera fraccion o la tercera pudiendo a
aumentar el volumen hasta 60 ml (England et al., 2000); varia de acuerdo
a edad, tamano del perro, frecuencia de colectas, cantidad colectada de

liquidos prostatico, época del afio, etc. (Corona 2001).

Cuando se tiene experiencia, la consistencia de la muestra sera una buena
orientacion para decidir si contiene un ndmero suficiente de

espermatozoides (Allen, 1992).

6.4.1.2 Color.

El color normal de semen es blanco a blanco o opalescente (Fayrer, 1996)
y opaco (Birchard et al., 1996). Pueden aparecer un sobrenadante
prostatico claro o blanco grisaceo homogéneo (England et al; 1996; Fayrer,
1996; Corona 2001) o verde amarillento que denota la presencia de
neutrofilos (Fayrer 1996), con grumos o sin ellos, hojuelas o coagulos
(Birchard et al., 1996).

Un color café tierra del semen denota a menudo una prostatitis y la

infeccion coexistente (Fayrer, 1996).

Amarillo normalmente indica contaminacién con orina (Fayrer, 1996;
Corona, 2001), que es espermicida y toxico para el esperma (Fayrer, 1996).
Puede apreciarse la coloracion de la muestra con sangre (Allen, 1992)
como una coloracion rojiza que indica hemorragia o falla coagulativa
(Corona, 2001).A este fendmeno se les denomina hemospermia y se debe
determinar el origen del sangrado ya sea por el traumatismo peneano,
prepucial, uretral o hemorragia prostatica (Birchard et al., 1996; Fayrer,
1996).
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El sangrar es a menudo inducido durante las colecciones rutinarias con la
ruptura de los vasos sanguineo pequefias de la uretra y no debe ser un

problema si no es recurrente (Fayrer, 1996).

Cualquier agente (Orina, pus, Sangre) que contamina el semen afecta la
concentracion, la mortalidad y la via de los espermatozoides (Birchard et
al., 1996).

6.4.1.3 Olor

Su olor normal es caracteristico, como a sosa o cloro, ligeramente
aromatico; su modificacion es considerada patolégica y por lo general es

debido a contaminaciones (Corona, 2001).

6.4.1.4 pH

Fontbonne (1996) menciona que el semen tiene un pH ligeramente acido
entre 6,4 y 6.6; sin embargo, Corona (2001) dice que es normal que se
encuentre en un rango de 6.3 a 7 y que dependera de la cantidad de liquido

prostatico de la tercera fraccion, ademas de evaluarse con la tira reactiva.
6.4.2. Evaluacion Microscopica.

El examen microscopico del esperma debe realizarse inmediatamente
"después de recolectarlo (Birchard et al., 1996) e incluye la evaluacién de la
motilidad, concentracion, morfologia (lo que las células individuales de
esperma parece), de manera convencional, ademas, presencia de otras
células (células prostaticas, células blancas de sangre, células rojas) vy
microbiologia (Allen, 1992; Fayrer, 1996; Martin, 1996; England et al.,
2000; Corona, 2001).
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6.4.2.1. Motilidad

La motilidad se evalua de una manera subjetiva con el porcentaje
espermatico expresado como un porcentaje de motilidad espermatica
progresiva (England et al., 2000) y debe examinarse rapidamente, esta

disminuye conforme al semen se enfria (Ward, 2000).

Para examinar la motilidad es esencial que el evaluador use un porta objeto

y cubreobjeto caliente (Fayrer, 1996).

El porcentaje de espermatozoides con movimiento activo se ve afectado
por cambios extremos de temperatura, dilucién en medios acidos, presencia
de agua, orina, pus, sangre o exceso de lubricante en el cono o vagina
artificial (Allen, 1992; Birchard et al., 1996; Corona, 2001).

El fluido prostatico es un buen diluyente si se requiere para estimar la
motilidad (Davol, 2001).

A) Motilidad Grosera.

Inicialmente, la motilidad grosera a poder bajo (10x) es evaluada poniendo
una gota de esperma en el portaobjeto. El semen normal debe tener de 70
a 80% de motilidad y puede describirse como una ventisca revuelta por
efecto del resultado de concentracion células espermaticas y motilidad.
Ambos parametros deben ser altos para ver los espermatozoides
arremolinarse. Si se ha diluido el semen excesivamente con fluido
prostatico decrece la oportunidad de ver a los espermatozoides

arremolinarse [movimiento ondulatorio] (Fayrer, 1996).
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El semen del perro pocas veces resulta tan denso que determine el
movimiento ondulatorio observando en el semen del toro o del carnero
(Allen, 1992).

Calificacion de la Motilidad Grosera.

La motilidad grosera se anota en un escala de 0 a 5 absolutamente ningun
movimiento de células espermaticas se anota como un cero, mientras el
efecto de remolino se anota como un 5 a menudo es mas producente
calificar al semen con movimiento rapido, aunque no ondulatorio’con 5
(Fayrer, 1996).

B) Motilidad Individual.

La motilidad individual se valora colocando una gota de semen sobre un
portaobjetos tibio, y se observa al microscopio con objetivo de 40X [seco
fuerte] (Allen, 1992; Fayrer, 1996; Corona, 2001).

Se calcula el porcentaje (hasta lo mas proximo al 10%) de o
espermatozoides que nadan activamente, en lineas relativamente rectas a
través del campo de vision (Allen, 1992), es decir, la proporcion de

motilidad progresiva lineal (Fayrer, 1996).

Los espermatozoides que nadan describiendo circulos presentan anomalias
en la cola (Allen, 1992; Fayrer, 1996) o que se mueven de lado a lado sin
mostrar movimiento hacia delante no son normales (Birchard et al., 1996).
Se tomara nota del movimiento oscilatorio aunque no constituyen un buen
sintoma (Allen, 1992).
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Los espermatozoides pueden verse agrupados unos con otros y con células
epiteliales o macrofagos (Allen, 1992) que puede deberse a aglutinacion
por Brucella canis o anticuerpos denominados antiesperma (Ward, 2001),
también pueden verse células pequefias redondas [eritrocitos o neutrofilos]
Para realizar su diferenciacién puede ser necesario realizar una extensién
hematolégica (Allen, 1992).

Allen (1992) ha observado una motilidad de 90 a 95% en muchos perros
fértiles y dice que una motilidad inferior al 80% de forma progresiva puede
indicar un descenso de la fertilidad. Aunque England et al (2000) establece
un rango de 60 a 90% para la motilidad progresiva, mientras que Birchard
et al (1996) y Corona (2001) menciona que la muestra de semen normal
contiene mas de 70% de los espermatozoides que se desplazan hacia

delante (motilidad progresiva).

Si se observa una motilidad espermatica pobre consistentemente, debe

considerarse causas infecciosas y/o inflamatorias (Ward, 2001).

Calificacion de la Motilidad Individual.

" La motilidad individual también califica en una escala de 0 a 5 una regla
rigida del manejo de buena motilidad [4] le permite al operador determinar
simplemente |la forma de como atraviesa el campo de vision. Una motilidad
extremadamente buena [5] es cuando la estructura de células de esperma
apenas perceptible atraviesa el campo de vision el esperma normal debe
exhibir movimiento progresivo hacia delante y debe marcar 2.5 a 5 o mas
de 5 (Fayrer, 1996).
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Solo los espermatozoides con motilidad IV tienen motilidad normal. Aunque
se ha sugerido que una carencia de motilidad espermatica es el mejor
predictor de esterilidad actualmente, aunque todavia, no hay estudios
suficientes para probar semejante relacion. La mayoria de los perros
fértiles tienen mas del 70% de motilidad en la categoria 4 (England et al.,
2000).

Corona (2001) sugiere la siguiente escala para el puntaje de motilidad:

10. Movimiento progresivo maximo, con desplazamiento en espiral.

9. Movimiento de la cabeza de lado a lado provocando movimiento espiral
similar al puntaje 10.

8. Igual al 10 pero mas lento.

7. lgual al 9 pero mas lento.

6. Movimiento de pescado [se mueve de lado a lado sin movimiento
progresivo].

5. Movimiento circular.

4. Igual al tipo 5 pero mas lento.

3. El espermatozoide permanece en su lugar o movimiento rapidos de lado
a lado con rotacién en sentido de las manecillas del reloj.

2. lgual que el 3 pero mas lento.

" 1. Movimiento de cola de lado a lado pero sin rotacién (puede ser rapido o

lento).

6.4.2.2 Concentracion.

Fontbonne (1996) establece un promedio de concentracion espermatica de
500,000 células por mm® y Corona (2001) menciona un numero de 200 a

1000 mil millones de espermatozoides por mm?.
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El numero de espermatozoides en un eyaculado varia dependiendo en
parte de la edad, peso testicular, actividad sexual y posiblemente la
estacion del ano (Birchard et al., 1996; England et al., 2000) dice que se ha
demostrado una relacion entre la raza del perro y el numero de espermas
eyaculados y que las razas mas grandes generalmente producen mas

esperma.

Se piensa que la fertilidad normal es posible cuando la cuenta espermatica
es mayor de 200 millones de espermatozoides normales vivos en un
eyaculado (Birchard et al., 1996; England et al., 2000). Menos de 100 x 10°

células del total han sido asociadas con fertilidad (Fayrer, 1996).

Cuando se lesionan los tubos seminiferos a consecuencia de enfermedad
escrotal o testicular, la cuenta espermatica puede reducirse durante un

periodo que varia de semanas a meses (Birchard et al., 1996).

Segun Corona (2001) se puede hacer una estimacion practica de la
concentracion espermatica del semen canino de la siguiente manera:

Estimacién Cuantitativa Grosera.

e Se coloca 0.01 ml de esperma en un portaobjetos.
e Se coloca un portaobjetos de 18 X 18 mm.

e Se valora a partir de la distancia entre las cabezas:
e <200 mil = distancia 1/3 de la longitud,;

¢ 500 a 1000 = distancia = a la cabeza;

> 1000 = distancia de media cabeza.
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Sin embargo para la estimacién mas precisa los espermatozoides se
cuentan empleando un hemocitometro (Birchard et al., 1996; England et al.,
2000; Corona, 2001).

6.4.2.3 Porcentaje Vivo.

El porcentaje vivo de la poblacién celular espermatica puede determinarse
con el nivel 40X contando 10 células espermaticas y determinado el
nimero de células motiles. Este procedimiento se repite 4 a 5 veces y el
promedio se toma. La motilidad y porcentaje vivo son consideraciones
importantes cuando se calcula la dosis de la inseminacion para la perra
(Fayrer, 1996).

6.4.2.4 Morfologia.

Los espermatozoides del perro mide alrededor de 62-66mm. La cabeza es
aplanada dorso ventralmente y mide de 4 a 5 nm. La parte intermedia mide
entre 6 y 6,6nm. El flagelc es el elemento propulsor del espermatozoides y
esta organizado alrededor de un filamento axial y mide aproximadamente
55 nm, actia como una hélice haciéndole avanzar en los liquidos que lo
contienen como plasma seminal o secreciones utero-vaginales (Fontbonne,
1996).

" Fayrer (1996) dice que en un eyaculado normal debe tener mas de 80% de
espermas normales morfologicamente; mientras que para England et al
(200) una morfologia normal se encuentra entre 70 a 90% y Ward (2000)

menciona que un 75% es suficiente.



El mejor procedimiento para determinacion de la morfologia espermatica
consiste en el empleo de una combinacion relativamente simple de
colorantes, nigrosina eosina conocida como “tincion vital” (Allen, 1992;
Fayrer, 1996; England et al., 2000). La muestra debera ser tefida tan

pronto como sea posible después de su coleccion (Allen, 1992).

Allen (1992) describe la técnica para la tincion como sigue:

e Colocar varias gotas del colorante nigrosina y eosina en un tubo de
ensayo y dejarlo calentar en el bafio maria por 2 minutos.

e Afadir una gota de semen (tras realizar una mezcla, cuando los
espermatozoides se han sedimentado).

e Inmediatamente, una pipeta limpia, colocar una gota de la mezcla
colorante y semen y sobre un portaobjeto limpio.

e Usando un segundo portaobjeto colocando un angulo de 45°, realizar
una extension fina de material sobre el primer portaobjeto, al igual
gque se hace en la preparacion de una extensién hematolégica.

e Dejar secar la extension (esto suele ser bastante rapido).

e Observar el portaobjetos con objetivo 100X en inmersién; si los
espermatozoides se encuentran en su totalidad unos sobre otros se
realizara una segunda extension usando un mayor volumen de
colorantes; si los espermatozoides son muy escasos, puede hacerse
otra extension usando menos colorante.

e Se examinan 100 espermatozoides y se clasifican como vivos y

normales o, como muertos y anormales.

La silueta de los espermatozoides aparecen en la extension sobre un fondo

negro por la nigrosina (Allen, 1992).
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La eosina es un tinte vital y se excluye de las células vivas con membranas
del plasma ilesas por lo que los espermatozoides normales no se tifien. En
el caso de células con membranas dafiadas las células se tifien de rojo por
penetracion de la eosina, que normalmente son células muertas o
agonizantes (Allen, 1992; Fayrer, 1996; England et al., 2000).

Pueden usarse procedimientos mas complejos para tenir porciones
especificas de los espermatozoides en estudios especializados (Allen,
1992).

La morfologia de la célula espermatica se subdivide en tres grupos. Células
normales, anormales primarias y anormales secundarias (Allen, 1992;
Fayrer, 1996; Corona, 2001).

Basandose en Allen (1992) y Corona (2001) puede hacerse la siguiente

clasificacién morfolégica.

Anormalidades Primarias:
A) Doble flagelo
B) Cola doblada
C) Microcéfalo
D) Macrocéfalo
E) Cabeza alargada
F) cabeza redonda
G) cabeza doble

H) cabeza periforme
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Anormalidades Secundarias:
A) cabeza y cola sueltas
B) anomalias de la cabeza
e Cubierta acrosomal separada [acromosomas desprendidos vy
edematosos].
e Acromosomas protuberantes.
e Defecto de crater
C) anomalias en el cuello
e Cuello torcido
« Cuello roto
e Gota citoplasmatica distal
D) Anomalias de la cola

e Cola torcida

Cola enrollada Allen (1992) interpreta las anomalias secundarias de la

siguiente manera:

Anomalias del Acrosoma: El acrosoma resulta esencial para la fusiéon del

espermatozoide con el 6vulo; un desprendimiento o separacion prematura
del acrosoma puede indicar capacitacion precoz [un proceso de maduracion
que suele producirse cuando el esperma se encuentra en el tracto genital
" femenino y que debe tener lugar antes de que el espermatozoide pueda
penetrar en el 6vulo]. Generalmente, en el semen canino solamente se
observa un pequefio numero de acrosomas protuberantes; en otras
especies, un numero elevado de acrosomas protuberantes pueden originar

esterilidad.
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Defecto de crater: Indica probablemente que mo se han formado

correctamente las partes del DNA en la cabeza.

Anomalias en el cuello: En algunos perros la infertilidad es causada por la

interrupcion en la continuidad del cuello y la pieza media asociada con
anomalias de las mitocondrias; en el cuello y a lo largo del resto de la
pieza media se observan abultamientos irregulares [marcas]j.

La curvatura del cuello o separaciéon de la cabeza pueden ser consecuencia
de una manipulacién brusca de la muestra; normalmente en una muestra
Gnica aparecen muy pocos espermatozoides con esta anomalia.

Las gotas citoplasmaticas proximales son abultamientos lisos unilaterales
en la pieza media proximal (cuello); son restos del citoplasma de la célula

precursora del espermatozoide, la espermatida.

Los espermatozoos presentes en la cabeza del epididimo poseen
normalmente gotas proximales; tales espermatozoos no son capaces de
realizar inmediatamente la fertilizaciéon; la presencia de gotas proximales
indica probablemente un paso acelerado de los espermatozoos a través del

epididimo.

Anomalias en |la pieza media: La gota citoplasmica distal que se localiza en

el extremo distal de la pieza media y representa la migracion de la gotita
proximal y es considerada normal.

Anomalias en la cola: Las formas anormales de la cola no permiten el
movimiento progresivo del espermatozoide y pueden dificultar tanto su
recorrido hacia la trompa de Falopio como su capacidad para penetrar en el

o6vulo.
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La técnica de tincion puede influir sobre la morfologia, por ejemplo algunos
preparados de eosina y nigrocina pueden torcer la cola de los

espermatozoides (Allen, 1992).

Esta practica es de valor cuestionable otros animales domésticos, pero se
ha mostrado en los perros que cuando el porcentaje de esperma normal
vivo declina por debajo del 60% hay, estadisticamente una reduccién
significante er® su fertilidad; esto no significa que los perros con valores
mas bajos son infértiles, o de fertilidad subdptima (England et al., 2000);
aunque hay informes de 87 a 92% de espermatozoides anormales (gotas

citoplasmicas proximales) en perros fértiles (Fayrer, 1996).

Ward (2000) dice que la esterilidad del macho proviene tipicamente de
defectos primarios en la célula espermatica, es decir, de anomalias

primarias que pueden ser resultado de varios procesos de enfermedad.

6.4.2.5 Presencia de Otras Células.

Con el avance de la edad la incidencia de enfermedades inflamatorias

prostaticas aumenta (Fayrer, 1996).

La presencia de células epiteliales, células rojas sanguineas, células
‘inflamatorias, y las células epiteliales germinales son identificadas bajo
amplificacién baja. Todas las células que no sean esperma [dells other than
sperm: COTS] son faciles de ver si se hace una tincién con Wright, Giemsa
o Diff Quick pero dificil de diferenciar usando tinciones comunes de

morfologia espermatica (England et al., 2000).
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A) leucocitos polimorfonucleares (neutroéfilos) y macréfagos.

Pueden proceder de la prostata aunque es mas corriente que sean
contaminantes procedentes de la superficie del pene y de la mucosa interna
del prepucio (Allen, 1992; England et al., 2000); la mayoria de los perros se
resisten a la limpieza del pene para eliminar esta pelicula de células antes
de la colecta. Los espermatozoides pueden verse con frecuencia adheridos
a los macroéfagos aunque en general la motilidad de la muestra no es

afectada por los neutrofilos (Allen, 1992).

La enfermedad de la prostata puede afectar la fertilidad por que la sangre
puede influir en la debilidad del esperma en algunos casos esto es
improbable en los perros; se desconoce el efecto de la infeccion prostatica
[Excrecion de neutrofilos] sobre la funcion de los espermatozoides; los
farmacos usados para reducir el tamafo de la préstata [estrogenos vy

progestagenos] pueden inhibir también la espermatogénesis (Allen, 1992).

B) Eritrocitos.

Se observan corrientemente en los eyaculados de perros con edades
superiores a los 5 afnos. Tienen origen indudablemente en la glandula
~ prostatica y suelen aparecer sin que exista enfermedad clinica, incluso
cuando aparece gran numero, no suelen influir sobre la motilidad de los

espermatozoides [no sucede asi en otras especies] (Allen, 1992).
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Grandes numeros de células inflamatorias, neoplasicas, o rojas pueden
indicar enfermedad de la prostata. Estos cambios también pueden afectar al
esperma y reducir la fertilidad. El semen de un semental que no ha
eyaculado recientemente puede contener restos de células epiteliales que
en el semen de un semental usado frecuentemente, pero si cantidades
grandes de restos o esperma muerto estan presentes, una segunda muestra

debe de colectarse 24 horas después (England et al., 2000).

Ward (2000) cree que existe una lata incidencia de esterilidad subclinica
causada por enfermedad prostatica crénica, por lo que se debe tener en

cuenta en el diagnostico de esterilidad en perros.

6.4.2.6. Microbiologia.

El fragmento espermatico y el fluido prostatico pueden ser una fuente de
bacterias. Esto puede ocasionar problemas reproductivos en la perra,
desde vaginitis a piometra e infertilidad; las fracciones del esperma rico y
prostatico deben tefirse con tincion de Wright. Aunque esta tinciéon toma
mucho mas tiempo que Diff Quik, la diapositiva de tincién de Wright es
diagnosticamente superior a Diff Quik. Se debe recordar que si al tincion de
Wright se deja evaporar la tincion se sedimentara. Este sedimento puede
_diagnosticarse como una infeccion bacteriana por el observador inexperto
(Fayrer, 1996).

La flora bacteriana es normalmente mixta, se encuentran mas de 10,000
bacterias por ml. Estas bacterias, incluso Streptococcus spp beta
hemolitico, se considera actualmente como organismos comensales, sin
embargo, la sola presencia de muchas células blancas es una indicacién

para el cultivo bacteriano (England et al., 200).
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Cultivo y Sensibilidad.

La inversién en el linaje genético de muchos perros de pura sangre es
enorme, malgastar este recurso a través de infecciones venéreas es

irresponsable (Fayrer, 1996).

La presencia de células blancas de la sangre, sobre todo algunas
degeneradas, o celulas de la sangre rojas, puede senalar infeccion y/o
inflamaciéon. Si la infeccién es sospechosa, deben realizarse los cultivos
pertinentes (Ward, 2000).

Los cultivos deben obtenerse bajo las condiciones estériles optimas
(Fayrer, 1996).

El cultivo de la fraccion del eyaculado rica en espermatozoides identifica a
los microorganismos que se origina en testiculos y prostata (Birchard et al.,
1996) y preferentemente debe estar libre de fluido prostatico (Fayrer,
1996).

El cultivo de la fraccién prostatica es mas especifico para describir
macroorganismos provenientes de esta glandula Birchard et al., 1996),
“también debe examinarse citologicamente. La presencia de numeros
grandes de bacterias, o células de sangre roja y blanca, pueden sefalar
infeccion y/o inflamacion (Ward, 200).
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VI. MATERIALES Y METODOS.

e Guantes (Latex)

e Vaso de precipitado de 10 ml

e Portaobjetos y cubreobjetos

e Microscopio

e Agua (Destilada)

e Pipeta de recuento de gldbulos rojos (bolita roja en la ampolla)
e Agitador

¢ (Camara (Neubauer)
Material Biol6gico

Todos los animales experimentados fueron proporcionados del archivo del
Hospital Veterinario de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro

Unidad Laguna.

Se colectaron 60 eyaculados mediante estimulacion manual. Los donantes
de semen fueron 10 perros: 2 Basset Hound, 1 Ganadero Australiano,
10vejero Aleman, 1 Rootwailer,1 Poodle, 4 Criollos, sexualmente maduros,
con una edad promedio de 3.1+ 1.73 afios y un peso promedio de 19.1 +
"6.63 Kg. De cada eyaculado se recolectaron las tres fracciones,
considerando que se ha descrito, que la tercera fraccion presenta un efecto

desfavorable en la conservacién de semen a bajas temperaturas.
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METODO

El eyaculado se diluye 1: 100 con el agua destilada, tomando con una
pipeta de recuento de glébulos rojos el esperma hasta la marca 1, y el
liquido de dilucion hasta la marca 101 mezclar bien, agitando con

movimientos laterales y circulares.

Se tiran las primeras gotas (contenido del capilar de la pipeta) y se llena la
camara de recuento con el esperma diluido que contiene la ampolla de la
pipeta. Se cuenta 4 x 16 campos grandes (1:25 mm? cada uno). Se deben
contar solamente las cabezas (también las que no tengan cola) que estén
totalmente incluidas en cada campo y las que monten sobre las lineas
izquierda e inferior. (Fayrer, 1996; England et al., 2000; kraft Helmut,
1998). '

Valoracion de la concentracion:

C=N x25x10x 100
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"C = Concentracion
N = Numero total de espermios contados
n = Numeros de campos considerados (64)
S = Superficie de cada campo 1/125 mm?
A = Altura de la camara.(1/10 mm)
F = Factor de dilucion (1/100)



VIl. RESULTADOS

La Concentracion Espermatica y el Volumen del Semen varia segun la raza

el dia de la muestra.

CUADRO 1. VOLUMEN DE EYACULADO POR DIA

No. |Nombre Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

1 Max 15.0 9.0 9.0 7.0 9.0 9.0

2 Oso 8.0 10.0 5.0 3.0 4.0 3.0

3 Vango 5.0 50 4.0 3.0 3.0 2.0

4 Polo 8.0 10.0 10.0 9.0 10.0 8.0

5 Yemi 16.0 10.0 13.0 12.0 10.0 9.0

6 Rufo 9.0 7.0 9.0 10.0 8.0 7.0

7 Tigre 4.0 2.0 3.0 3.0 2.0 2.0

8 Campeodn 8.0 7.0 4.0 5.0 6.0 7.0

9 Canelo 8.0 7.0 7.0 6.0 6.0 4.0

10 Pirata 3.0 3.0 2.0 1.5 1.0 0.0
CUADRO 2. CONCENTRACION ESPERMATICA TOTAL POR DIA.
No. | Razas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Promedio
1 Pastor A. |26,750,000 |25,250,000 |27,250,000 |21,484,000 |[17,656,200 | 8,593,700 20.997.317
2 BassetH |204,296,875 |200,390625 | 104,296,875 |71,875,000 |59,375,000 |60,156,25 106.715.755
3 BassetH |281,250,000 |88281,250 |72,656,250 |37,500,000 |33,593,750 | 29,687,500 90.494.792
4 Rottwailer | 320,703,125 | 132,812,500 |85,937,500 |72,656,250 |69,921,875 |65,625,000 124.609.375
5 Pode 176,562,000 | 118,536,205 | 116,742,125 |88,536,201 |76,635,000 |58461,600 105.912.189
6 Pode 248,437,500 | 157,812,500 | 135,546,875 | 131,640,625 | 118,359,375 | 91,796,875 147.265.625
7 Criollos 6,250,000 3,125,000 2343,750 1,953,125 1,562,500 1,212,021 2.740.733
8 Criollos 20,312,500 | 10,697,532 |86,756,000 |[70,532,126 |48,273,000 |32,213,000 |44.797.360
9 Criollos 25,781,250 |[20,703,125 [19,531,250 [20,312,500 | 19,140,625 | 12,890,625 19.726.563
10 | Criollos 14,052,500 | 8,203,125 7,031,250 3,515 2,343,750 0 5.859.375
Promedio 132.340.575 |76.581.186 |65.809.188 |52.000.545 |44.686.108 |30.053.843

64



En la grafica 1 se muestra el volumen coleccionado en cada uno de los
ejemplares por dia; en donde observamos que al cuarto dia bajaba
generalmente la concentracion y vuelve a subir posteriormente.

GRAFICA 1: Los diferentes volumenes de eyaculado obtenidos por dia en
cada semental.

EYACULADOS X DIA
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GRAFICA 2: Concentracion espermatica obtenidos por dia.

CONCENTRACION ESPERMATICA

350,000,000
300,000,000

250,000,000 -
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150,000,000

100,000,000

Ejemplares Examinados x Dia

En los sementales evaluados de acuerdo a la grafica 2 se obtuvieron
diferentes concentraciones en cada uno de ellos ya que eran de diferentes
raza, peso, y edad.
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En general, la respuesta de los perros a la recoleccion del semen con

estimulacion manual fue satisfactoria, es decir, fue posible colectar el

semen en todos los donantes. Los resultados del espermiograma en semen

fresco; fueron los siguientes: (ver cuadro 1).

CUADRO 1. Espermiograma en semen canino fresco (n=60).

Variable seminal

Promedio + D.E

Coeficiente de variacion (%)

Volumen (ml)

11.7 £2.88

67.0

Concentracion espermatica

147.265 + 99. 81

20.90

En este cuadro se muestra el resultado promedio del volumen obtenido que

es de 11.7, en donde la Desviacion Estandar es de 2.88, y el coeficiente de

Variaciéon es 67.0 (%) de los 60 eyaculados obtenidos.

La concentracién espermatica Promedio fue 147.265.625.0 millones x 108,

una Desviacion Estandar de 99.81 y un Coeficiente de Variacion de 20.90.
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CUADRO 2: Volumen y Concentracion de los eyaculados

obtenidos.

Raza Volumen Concentracién

Maximo Minimo Maximo Minimo
Pastor Aleman 15.0 7.0 27,250,000.0 8,593,700.0
Basset Hound 10.0 3.0 204,296,875.0 5,9375,000.0
Basset Hound 5.0 2.0 281,250,000.0 29,687,500.0
Rottwailer 10.0 8.0 320,703,125.0 65,625,000.0
Poodle 16.0 9.0 176,562,000.0 58,461,600.0
Ganadero 10.0 7.0 248,437,500.0 91,796,875.0
Australiano
Criollos 4.0 2.0 6,250,000.0 12,100,21.0
Criollos 8.0 4.0 86,756,000.0 10,697,532.0
Criollos 8.0 4.0 25,781,250.0 12,890,625.0
Criollos 3.0 0.0 8,203,125.0 0.0

El valor méas alto en cuanto a volumen y concentracion que se obtuvo es
16.0 ml en un eyaculado y un minimo de 0.0 y la concentracién maxima es

320703125.0 millones por mI® y un minimo de 0.0. -

Estos valores muestran que los eyaculados varian en cada raza y 5 de ellos
~son los se encuentran en el rango de 100 a 200 millones X 10° por mm?3.

Cifra que se necesita para obtener una buena Inseminacién Artificial.

Los otros 5 se encuentran debajo de los 100 a 200 X 10° espermatozoides
totales, estos coincidieron con baja motilidad progresiva. Ya que factores
como Raza, Tamafo, Edad, Peso, Reserva Espermatica y la Frecuencia de

Eyaculacién, lo cual nos muestra diferencias significativas en cada uno de

ellos.
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VIIl. DISCUSION

Se obtuvo un volumen seminal promedio de 11.7 + 2.88 ml, colectando las
tres fracciones de eyaculados. Este valor es similar a lo descrito por
Boucher y col. (1958) y England y'AIIen (1989). Cabe senalar que el plasma
seminal afecta negativamente l|a viabilidad de los espermatozoides

preservados a temperatura ambiente.

El porcentaje de espermatozoides vivos fue similar a los reportados por
England y Allen (1992a y 1992b). Esta caracteristica fue la que presento
menor variabilidad (coeficiente de variacion 20.90%). Diaz y Arancibia
(1971) indican que valores sobre 75% de espermatozoides vivos permiten

estimar a un eyaculado como de buena calidad.

La concentracion espermatica promedio registrado en este estudio es de
147.265 x 10° + 99.181 x 10° espermatozoides por ml, cifra que se
encuentra dentro del rango normal para perros adultos (Feldman y Nelson,
1996; Farstad, 1998). Segun Feldman y Nelson (1996) un perro de tamarfo
medio con menos de 200 x 10° espermatozoides totales por eyaculado es

sospechoso de problemas de fertilidad.

Se encontraron 5 eyaculados que presentaron valores inferiores a 200 x 10°
espermatozoides totales y estos coincidieron con baja motilidad progresiva.
Esta variable seminal fue la que presentd el mayor coeficiente de variacion
(20.90) lo que se podria explicar por el efecto de factores como raza,
tamano testicular, reserva espermatica extragonadal, frecuencia de

eyaculacion y edad (Olar y col., 1983; England, 1999).
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IX. CONCLUSIONES

Podemos confirmar que la concentracion en un perro joven de la Comarca
Lagunera, es semejante antes de comenzar a usarlo como semental, con
los resultados obtenidos de algunos de ellos que presentan buena

concentracidon espermatica.

Aunque varia mucho la calidad de semen de cada uno de ellos, ya que se
presentan varios factores como la raza, edad, tamafo, peso, y la actividad
sexual de cada uno, en el promedio se puede comparar la concentracion

espermatica de cada uno de ellos.

El método de evaluacidon realizado en este trabajo de investigacion es una
opciéon para conocer la calidad de semen de un macho destinado a la
reproduccién, que nos permite estimar las probabilidades de exito en la
utilizacién del mismo para realizar la Inseminacion Artificial con semen
fresco o monta natural, asi mismo para la criopreservacion del esperma en

un criadero.
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