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legal de la Universidad Técnica de Cotopaxi, con domicilio en la Av. Simén Rodriguez, Barrio El Ejido,
Sector San Felipe, a quien en lo sucesivo se le denominara LA CESIONARIA en los términos
contenidos en las clausulas siguientes:

ANTECEDENTES: CLAUSULA PRIMERA. - LA CEDENTE es una persona natural estudiante de
la carrera de Medicina Veterinaria titular de los derechos patrimoniales y morales sobre el trabajo de
grado “EVALUACION DEL EFECTO DE DOS DILUYENTES COMERCIALES SOBRE
EL SEMEN CANINO REFRIGERADO EN RAZAS BRAQUIOCEFALICAS”, la cual se
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CLAUSULA SEGUNDA. - LA CESIONARIA es una persona juridica de derecho publico creada por
ley, cuya actividad principal est4 encaminada a la educacion superior formando profesionales de tercer
y cuarto nivel normada por la legislacion ecuatoriana la misma que establece como requisito obligatorio
para publicacion de trabajos de investigacion de grado en su repositorio institucional, hacerlo en formato
digital de la presente investigacion.

CLAUSULA TERCERA. - Por el presente contrato, LA CEDENTE autoriza a LA CESIONARIA a
explotar el trabajo de grado en forma exclusiva dentro del territorio de la Republica del Ecuador.

CLAUSULA CUARTA. - OBJETO DEL CONTRATO: Por el presente contrato LA CEDENTE,
transfiere definitivamente a LA CESIONARIA y en forma exclusiva los siguientes derechos
patrimoniales; pudiendo a partir de la firma del contrato, realizar, autorizar o prohibir:

e) La reproduccion parcial del trabajo de grado por medio de su fijacion en el soporte informatico
conocido como repositorio institucional que se ajuste a ese fin.

f) La publicacion del trabajo de grado.

g) La traduccion, adaptacion, arreglo u otra transformacién del trabajo de grado con fines académicos
y de consulta.

h) Laimportacion al territorio nacional de copias del trabajo de grado hechas sin autorizacion del titular
del derecho por cualquier medio incluyendo mediante transmision.

Cualquier otra forma de utilizacion del trabajo de grado que no esta contemplada en la ley como

excepcion al derecho patrimonial. CLAUSULA QUINTA. - El presente contrato se lo realiza a titulo

gratuito por lo que LA CESIONARIA no se halla obligada a reconocer pago alguno en igual sentido

LA CEDENTE declara que no existe obligacién pendiente a su favor.
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CLAUSULA SEXTA. - El presente contrato tendra una duracién indefinida, contados a partir de la
firma del presente instrumento por ambas partes.

CLAUSULA SEPTIMA. - CLAUSULA DE EXCLUSIVIDAD. - Por medio del presente contrato,
se cede en favor de LA CESIONARIA el derecho a explotar la obra en forma exclusiva, dentro del
marco cstablecido en la clausula cuarta, lo que implica que ninguna otra persona incluyendo LA
CEDENTE podra utilizarla.

CLAUSULA OCTAVA. - LICENCIA A FAVOR DE TERCEROS. - LA CESIONARIA podra
licenciar la investigacién a terceras personas siempre que cuente con el consentimiento de LA
CEDENTE en forma escrita.

CLAUSULA NOVENA. - El incumplimiento de la obligacién asumida por las partes en la clausula
cuarta, constituira causal de resolucion del presente contrato. En consecuencia, la resolucion se
producira de pleno derecho cuando una de las partes comunique, por carta notarial, a la otra que quiere
valerse de esta clausula.

CLAUSULA DECIMA. - En todo lo no previsto por las partes en el presente contrato, ambas se
someten a lo establecido por la Ley de Propiedad Intelectual, Codigo Civil y demds del sistema juridico
que resulten aplicables.

CLAUSULA UNDECIMA. - Las controversias que pudieran suscitarse en torno al presente contrato,
seran sometidas a mediacién, mediante el Centro de Mediacion del Consejo de la Judicatura en la ciudad
de Latacunga. La resolucién adoptada sera definitiva e inapelable, asi como de obligatorio cumplimiento
y ejecucion para las partes y, en su caso, para la sociedad. El costo de tasas judiciales por tal concepto
sera cubierto por parte del estudiante que lo solicitare.

En sefial de conformidad las partes suscriben este documento en dos ejemplares de igual valor y tenor
en la ciudad de Latacunga, a los 15 dias del mes de agosto del 2024.
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Autoras:
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RESUMEN

En la actualidad la valoracion del efecto de diluyentes comerciales sobre el semen canino
refrigerado en razas braquiocefalicas como el bulldog francés, pequineés, el pug representa un
desafio crucial en la reproduccion asistida veterinaria. Datos anatomicos especificos de estas
razas, como la estructura facial caracteristica que puede predisponer a problemas respiratorios
y termorregulatorios, destacan la necesidad de optimizar técnicas de conservacion de semen
para mejorar la viabilidad espermatica. Por ello el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto
de dos diluyentes comerciales sobre el semen canino refrigerado en razas braquiocefalicas. En
el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion de la Universidad Técnica de Cotopaxi, se
utilizaron 8 machos caninos seleccionados aleatoriamente de raza braquiocefalicas y mestizas
con edades comprendidas de 1 a 8 afios y condiciones adecuadas de salud. Las muestras
seminales se extrajo mediante la técnica de recoleccion manual, con el uso de la segunda
fraccién del eyaculado, se evalué con la ayuda de un microscopio electrénico y una camara de
Neubauer, se analizaron las caracteristicas macroscopicas como volumen, color, pH vy
microscépicas como la concentracion, motilidad progresiva e individual y vigor del eyaculado
canino, se realizaron las valoraciones pre- refrigeracion y post- refrigeracion, tomando datos
puntuales con los dos tratamientos que correspondia a un diluyente de origen animal, el cual se
adiciono proteina animal como fue la yema de huevo, y el tratamiento dos correspondia a un
diluyente de origen vegetal. Con los datos obtenidos durante el proceso experimental, estos
fueron analizados y procesados con la ayuda del programa Excel. Para cada uno de los
parametros evaluados se encontr6 que existe diferencias significativas de los valores
porcentuales entre el uso del diluyente de origen animal obteniéndose resultados 6ptimos en las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas del material seminal tanto en valoracion pre-
refrigeracion y post- refrigeracion, mientras que con la utilizacion del diluyente de origen
vegetal se obtuvo bajos resultados en las caracteristicas microscopicas. Con estos resultados se
comprueba que, al usar la muestra seminal con el diluyente de origen animal, produce mejores
resultados durante la refrigeracion con respecto al uso del diluyente de origen vegetal.

Palabras claves: Razas braquiocefalicas, motilidad, diluyente de origen animal, refrigeracion,
yema de huevo.
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THEME: “EVALUATION OF THE EFFECT OF TWO COMMERCIAL DILUENTS
ON REFRIGERATED CANINE SEMEN IN BRACHIOCEPHALIC BREEDS”.

Authors:
Marcalla Constante Diana Mireya
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ABSTRACT

Nowadays, the evaluation of effects of commercial diluents on canine semen refrigerated in
brachiocephalic breeds such as the French bulldog, the Pekingese, Pug represents a crucial
challenge in veterinary assisted reproduction. Specific anatomical data of these breeds, such as
the facial structure characteristic that may predispose to respiratory and thermoregulatory
problems highlight the need to optimize semen conservation techniques to improve sperm
viability. Therefore, the objective of this research work is to evaluate the effect of two
commercial diluents on canine refrigerated canine semen in brachiocephalic breeds. In the
laboratory of Reproductive Biotechnology of the Technical University of Cotopaxi, 8 male
randomly canines males of brachiocephalic and mixed dogs with ages ranging from 1 to 8 years
old and in good health conditions were used. The seminal samples were extracted by manual
collection technique, using the second fraction of the ejaculate, evaluated with the help of an
electron microscope and a Neubauer chamber, the macroscopic characteristics such as volume,
color, pH and microscopic characteristics were analyzed Pre-refrigeration and post-
refrigeration evaluations were carried out, taking specific data with the two treatments that
corresponded to a diluent of animal origin, to which animal protein such as egg yolk was added,
and the second treatment corresponded to a diluent of vegetable origin. The data obtained during
the experimental process were analyzed and processed with the help of the Excel program. For
each of the parameters evaluated, it was found that there are significant differences in the
percentage values between the use of diluent of animal origin, obtaining optimal results in the
macroscopic and microscopic characteristics of the seminal material both in pre-assessment
cooling and post-cooling, while the use of diluent from vegetal origin obtained low results in
microscopic characteristics. These results show that the use of the seminal sample with the
animal diluent produces better results during refrigeration that using the diluent of vegetable
origin.

Keywords: brachiocephalic breeds, motility, diluent of animal origin, refrigeration, egg yolk.
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1. INFORMACION GENERAL

1.1.Titulo del Proyecto

Evaluacion del efecto de dos diluyentes comerciales sobre el semen canino refrigerado en razas

braquiocefalicas.

Fecha de inicio: Octubre 2023

Fecha de finalizacion: Agosto 2024

Lugar de ejecucion: Provincia Cotopaxi, Canton Latacunga.
Facultad que auspicia: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
Carrera que auspicia: Medicina Veterinaria

Proyecto de investigacion vinculado: Recursos zoo-genéticos locales, conservacion y

desarrollo sostenible.

Equipo de Trabajo:

Tutora: Mvz. Dina Maricela Veloz Veloz, Mg.

Estudiantes: Marcalla Constante Diana Mireya, Tulmo Segovia Consuelo Marilin
Area de Conocimiento: Ciencias Veterinarias, Genética

Linea de investigacion: Analisis, conservacion y aprovechamiento racional de la
biodiversidad, fauna y recursos naturales para el desarrollo sustentable y la prevencion de

desastres naturales.

Sub lineas de investigacion de la carrera: Biodiversidad, mejora y conservacion de recursos

Z00-genéticos.



2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El presente estudio se realizo con el propdsito de evaluar la efectividad de diluyentes utilizados
para preservar el semen canino refrigerado, asegurando simultaneamente altos niveles de
motilidad y viabilidad espermatica. El proceso de refrigeracion reduce la tasa metabolica de los
espermatozoides y prolonga su viabilidad. Los diluyentes empleados durante la refrigeracion
protegen las membranas espermaticas contra el dafio inducido por cambios de temperatura,

suministran energia y mantienen estables el pH y la presién osmética (1).

Hasta hace poco, la inseminacion artificial se realizaba Unicamente con esperma fresco. Sin
embargo, la préctica de usar esperma refrigerado ha ganado popularidad en muchos paises
europeos y en Estados Unidos, se ha convertido en una practica habitual, pero esta tendencia
aun no se ha extendido en América del Sur. La implementacion de este método de conservacion
de semen presenta ventajas como un bajo costo, facilidad de manejo y requerimientos de
infraestructura moderados. Estos factores podrian promover su adopcién regular en América

del Sur, mejorando asi las oportunidades de utilizar semen de reproductores deseados (2).

La utilizacion de semen refrigerado con diluyentes protectores permite preservar
espermatozoides con alta capacidad fecundante durante un periodo suficiente para su transporte

e inseminacion en animales situados en localizaciones geograficas distantes (3).

El incremento del valor y las posibilidades de comercializacion y distribucion de los cachorros
de pura raza genéticamente mejorados es de gran impacto y relevancia, asi como el aumento de
la importancia de la crianza de la especie canina tanto desde el punto de vista econémico,
recreativo o para la obtencion de perros de trabajo ha impulsado el desarrollo e implementacion

de las biotecnologias reproductivas, bancos de semen crio-conservado e 1A en esta especie (2).

La Inseminacion Artificial (1A) ha contribuido significativamente al mejoramiento genético de
los perros de raza pura. Gracias al desarrollo de esta tecnologia junto con la crioconservacion
del semen, es posible distribuir material genético a nivel mundial utilizando diversas técnicas
de congelacion. Esto ayuda a evitar complicaciones como la incompatibilidad comportamental
entre macho y hembra, la transmision de enfermedades o patologias que afectan la
reproduccion, asi como problemas asociados con el tamafio, el peso o la anatomia respiratoria
en perros braquiocefalicos, que pueden resultar en dificultades cardiopulmonares y limitaciones

para la monta natural (2).



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1.Directos

Todos los habitantes que formen parte del proyecto.

3.2.Indirectos

Estudiantes, docentes e investigadores de Medicina Veterinaria y carreras afines que

desarrollen estudios futuros de la refrigeracion de los espermatozoides en la especie canina.
4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

En la actualidad la valoracion del efecto de diluyentes comerciales sobre el semen canino
refrigerado en razas braquiocefalicas como el bulldog francés, pequineés, el pug representa un
desafio crucial en la reproduccion asistida veterinaria. Datos anatomicos especificos de estas
razas, como la estructura facial caracteristica que puede predisponer a problemas respiratorios
y termorregulatorios, destacan la necesidad de optimizar técnicas de refrigeracion y posterior
conservacion de semen para mejorar la viabilidad espermatica. Los diluyentes comerciales,
esenciales en la refrigeracion del semen, varian en composicion y pueden afectar
significativamente las caracteristicas espermaticas como, la motilidad, morfologia y viabilidad
espermatica. La falta de estudios especificos que comparen directamente diluyentes
comerciales en razas braquiocefalicas limita actualmente la aptitud de los médicos veterinarios
para seleccionar el método més efectivo, exacerbando los desafios inherentes a la reproduccion

en estas razas.

Dentro de una problematica crucial se incluye la necesidad de seleccionar diluyentes con
composiciones quimicas y osmolaridades adecuadas para mantener la viabilidad espermatica
durante la refrigeracién, congelacion y descongelacion. La variabilidad en la respuesta de
diferentes razas y condiciones individuales subraya la importancia de diluyentes que sean
compatibles con diversas morfologias espermaticas y sensibilidades a condiciones ambientales.
Ademas, la posible induccién de dafio espermatico por algunos diluyentes, junto con riesgos de
contaminacion bacteriana durante el manejo, son aspectos criticos que requieren atencién para

optimizar la calidad y la efectividad de los programas de reproduccién asistida en caninos.

En el contexto ecuatoriano, la situacion actual respecto a la criopreservacion del semen canino
en razas braquiocefalicas no difiere sustancialmente de las tendencias globales. Aunque los

avances en tecnicas de reproduccion asistida han sido adoptados gradualmente, la



implementacion especifica y optimizacion de diluyentes comerciales en estas razas especificas

aun no ha sido completamente explorada. La relevancia de abordar este problema radica en su

potencial impacto en la mejora de las actividades de reproduccion asistida veterinaria,

beneficiando directamente tanto a criadores como a propietarios de mascotas interesados en

mantener la diversidad genética y la salud reproductiva de razas braquiocefalicas populares.

5. OBJETIVOS

5.1.General

e Evaluar el efecto de dos diluyentes comerciales sobre el semen canino refrigerado en

razas braquioceféalicas.

5.2. Especificos

e Caracterizar macroscépica y microscopicamente el semen puro de los caninos.

e Determinar la calidad espermética de caninos de raza braquiocefalica y mestizos.

e Comparar la viabilidad espermatica con el uso de dos diluyentes comerciales post

refrigeracion.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS

OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1. Sistema de tareas en relacion con los objetivos planteados.

Descripcion de la

o Actividad Resultado de la . o

Objetivo 1 o actividad  (técnicas e
(tareas) actividad )
instrumentos)

Caracterizar macroscopica y Masaje en la region dorso

. - Muestras i
microscopicamente el semen | Recoleccién de abdominal al macho.

. de
puro de los caninos. semen. -guantes
semen

-tubos de Eppendorf




Evaluacion microscopica

Determinar la calidad
. . y Datos de . .
espermatica de caninos de | Observacion | - Microscopio
a
raza  braquiocefalica  y | microscopica o - Pipetas
_ viabilidad
mestizos.

- Porta y cubre objetos

. -Diluyente
Comparar  la  viabilidad _,
. Preparacion los | Resultados del
espermatica con el uso de dos ' _ - yema de huevo
) ) dos diluyentes | diluyente
diluyentes comerciales post . _ - semen
comerciales. comercial.

refrigeracion. i
- Refrigeradora

Fuente: Directa
7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

El conocimiento de la calidad de semen de un reproductor nos permitira estimar las
probabilidades de éxito en la utilizacion de este para realizar 1A con semen fresco o
criopreservado. Actualmente, la inseminacion artificial (1A) se lleva a cabo utilizando semen
fresco, refrigerado o congelado, cada uno de los cuales ofrece diferentes oportunidades de
aplicacion y requiere distintos niveles de complejidad en su manejo. En Sudamérica, la 1A con
semen fresco se realiza esporadicamente; sin embargo, su uso ha incrementado en la Ultima
década, correlacionandose con el avance de la clinica reproductiva canina y el aumento de
reproductores de razas en las cuales el servicio natural presenta dificultades. Aunque la 1A con
semen refrigerado o criopreservado es una practica comun en Europa y Estados Unidos, su
aplicacion sigue siendo limitada en Sudamérica. Dado el bajo nivel de complejidad requerido
para implementar esta técnica con semen fresco o refrigerado, y las ventajas que ofrece, es
probable que su uso se generalice en un futuro cercano, siempre que Se promueva
adecuadamente la técnica, su manejo y sus aplicaciones (4).

La recoleccion de semen en caninos es una practica que ofrece importantes ventajas en la clinica
reproductiva diaria. Esta biotecnologia puede variar en complejidad, desde moderada hasta alta,
y en costo, de bajo a medio, dependiendo de la técnica empleada y del tipo de semen utilizado
(fresco, refrigerado o congelado). En cada caso, proporciona diversas oportunidades, aportando
siempre significativos beneficios para la reproduccion canina (5).




7.1.Anatomia del aparato reproductor del perro
El aparato reproductor del macho canino es una agrupacion de 6rganos encargados de constituir
un sistema con un fin en comun, en este caso la reproduccién. Los mismos se clasifican, segun
su localizacion anatémica, en genitales internos que comprenden conductos deferentes, prostata
y uretra pélvicay genitales externos testiculos, epididimo, pene y prepucio. El testiculo también
se considera el dérgano reproductor primario, mientras que los conductos excretores, las

glandulas accesorias, el pene y el prepucio se consideran 6rganos reproductores secundarios

3).
7.1.1. Testiculos

Son dos estructuras ovaladas situadas entre las extremidades posteriores dentro del escroto,
variando de tamafio segun el peso corporal del animal. Presentan su eje largo anteroposterior
en posicion oblicua y en direccion dorso caudal. Cada testiculo tiene un polo craneal y un polo
caudal y dos caras, una lateral y otra medial. Son considerados los principales 6rganos
reproductores masculinos debido a su funcion, ya que alli se producen espermatozoides y
testosterona. También son productores de otras hormonas como la inhibina y los estrégenos;
proteina, que es necesaria para el funcionamiento de los espermatozoides; y liquido que

funciona como vehiculo para los espermatozoides (6).

7.1.2. Escroto

Es una capa epitelial que funciona para cubrir y brindar proteccion a los testiculos. Consiste en
la piel que forma la pared exterior del escroto, teniendo un rafe que representa la linea medial
de la estructura. La tanica interior se Ilama Dartos y esta formada por tejido conectivo simple.

En el interior, el escroto se divide en izquierdo y derecho (7).

7.1.3. Epididimo

Es un largo tubo que almacena y transporta los espermatozoides, se encuentra ubicada sobre la
superficie dorsolateral del testiculo, se divide en cabeza, cuerpo y cola, su cabeza se sitta en el
polo craneal del testiculo y discurre de medial a lateral para luego continuar con el cuerpo, el
cual atraviesa por la superficie dorsolateral, y con la cola, que estd unida a la parte caudal del
testiculo por el propio ligamento del testiculo. La funcién principal es brindar a la carga
espermatica el ambiente necesario para su maduracion otorgandoles motilidad y potencial de

fertilidad; ademas de ser el reservorio de estos (7).



7.1.4. Conducto deferente

Se origina en la cola del epididimo y asciende como componente del corddn espermatico,
ingresando a la cavidad abdominal por mediacion del canal inguinal. También hay que

mencionar que su funcion es transporte de espermatozoides (7).

7.1.5. Préstata

Es la unica glandula accesoria del perro macho. Consta de dos I6bulos, uno derecho y otro
izquierdo, separados por un tabique fibroso medio. Esta cubierto por una capsula gruesa que
contiene masculo liso y estroma. Se encuentra proximo al cuello de la vejiga, en la unién con
la uretra, al nivel del borde del craneo del hueso pubico. Dependiendo de su tamafio, se conecta
dorsalmente al recto y ventralmente con la sinfisis pabica o a la pared abdominal ventral, ya
gue migra cranealmente consecuentemente a medida que la glandula aumenta de tamafio. Tiene
numerosos conductos prostaticos que vierten su contenido dentro de la uretra protéatica cerca de
la abertura de los conductos deferentes, formando los coliculos seminales. Su morfologia y peso
varian relativamente con la edad y estimulacion hormonal ya que es un 6rgano dependiente de

androgenos (8).

7.1.6. Uretra

En su primera seccion, se dispersa a lo largo de la zona pélvica, es decir, la uretra pélvica y una
parte que continla por el pene, esto es la uretra peneana o esponjosa, la funcién es mixta, porque
funciona para transportar la orina desde la vejiga y también para transportar los

espermatozoides y el liquido prostatico durante la eyaculacion (9).

7.1.7. Pene

El pene es el érgano copulador masculino, consta de raices, cuerpos y glande. Dentro de su
parte proximal, a nivel de la raiz, se encuentran dos cuerpos cavernosos independizados por un
tabique mediano y rodeados por una tanica albuginea gruesa y también por un musculo
isquiocavernoso. La raiz del pene estd unida al arco isquiatico entre las tuberosidades
isquiaticas. El cuerpo tiene dos cuerpos eréctiles separados por un tabique central de tejido
conectivo y comenzando en la cohesion de dos pilares. Dentro del cuerpo del pene, en la parte
ventral, se encuentra la uretra rodeada por el cuerpo esponjoso. La parte distal del pene esta
formada por el glande. El glande tiene dos partes anatomicas, la parte proximal es el bulbo
glandular que es una extension de tejido esponjoso, y la parte més distal y final del pene es la

parte que es alargada, de forma cilindrica y con un extremo libre puntiagudo (9).



7.1.8. Prepucio

Esta es una membrana tubular que comienzay es continuacién de la piel del abdomen y recubre
todo el pene flacido. Tiene una mucosa interna lisa y una capa de piel externa cubierta de pelos
que convergen en el prepucio. Segrega un liquido verdoso llamado esmegma, que lubrica el
pene y es completamente normal (9).

7.2. Endocrinologia de la reproduccién

La endocrinologia de la reproduccién en el macho canino regula la produccién de
espermatozoides y el comportamiento sexual mediante un complejo equilibrio hormonal. El
hipotalamo secreta la Gonadotropina Liberadora de Hormona (GnRH), que estimula a la
hipdfisis para liberar la Hormona Luteinizante (LH) y la Hormona Foliculo Estimulante (FSH).
La LH actia sobre las células de Leydig en los testiculos, promoviendo la produccion de
testosterona, la hormona clave para el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias, la
libido y la espermatogénesis. La FSH, junto con la testosterona, estimula las células de Sertoli

en los tubulos seminiferos, facilitando la produccién y maduracion de espermatozoides (10).

La testosterona, ademas de sus funciones reproductivas, participa en mecanismos de
retroalimentacion negativa, regulando la secrecion de GnRH, LH y FSH para mantener el
equilibrio hormonal. La inhibina, producida por las células de Sertoli, también regula la FSH,
evitando la sobreproduccion de espermatozoides. Este sistema hormonal asegura la fertilidad y
el comportamiento sexual del macho canino, siendo fundamental para el éxito reproductivo
(10).

La funcidn de los testiculos es regulada por el sistema nervioso central a través de las
gonadotropinas hipofisarias LH y FSH, las cuales interactian con receptores especificos
ubicados en las células de Leydig y Sertoli, respectivamente. La produccion y liberacién de LH
y FSH estan controladas por la GnRH, una hormona sintetizada en el hipotalamo que llega a la
hipdfisis mediante el sistema porta hipofisario, donde se une a su receptor en las células
gonadotropas de la hipofisis. Aunque la GnRH no parece ser esencial para el desarrollo gonadal
durante la etapa fetal, su funcion se vuelve crucial desde la pubertad, participando en la
espermatogénesis, la esteroidogénesis y en los mecanismos de retroalimentacién que regulan

las hormonas esteroides producidas en las gonadas (11).



7.2.1. Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es un péptido compuesto por diez
aminoacidos que regula la funcion reproductiva en casi todos los vertebrados. Esta hormona es
sintetizada por neuronas en el hipotalamo y liberada en los vasos sanguineos de la eminencia
media. Su funcion principal es controlar la produccion y liberacion de las hormonas

gonadotroéficas en la hipofisis, especificamente la (FSH) y (LH) (12).

Estas hormonas a su vez son responsables de iniciar y regular los procesos de produccion de

esteroides y desarrollo de gametos en las gonadas (12).

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) se produce en el hipotdlamo, situado en la
base del encéfalo, y se transporta hacia la glandula pituitaria anterior (adenohipofisis) mediante

un sistema especializado de vasos sanguineos.

Esta hormona regula de manera especifica la liberacion de (FSH) y (LH), las cuales desempefian
un importante papel en el control de la reproduccion en mamiferos machos y hembras (13).

La GnRH se descarga en pulsos aproximadamente cada dos horas, y su secrecion puede ser
estimulada por la noradrenalina y el estradiol. Ademas, factores como las feromonas, que acttan
sobre el bulbo olfatorio, y sefiales luminicas que afectan la retina, también influyen en la
liberacién de GnRH. Por otro lado, la dopamina, los opioides y las endorfinas tienen un efecto
inhibidor sobre la liberacion de esta hormona. Ademas, el estrés y el uso prolongado de
corticosteroides ejercen una retroalimentacion negativa sobre la produccion de GnRH por parte
del hipotalamo. En presencia de altos niveles de estradiol, la GnRH favorece la produccion de
LH en lugar de FSH. En contraste, niveles elevados de progesterona y bajos de estrégenos

promueven la productividad de FSH por parte del hipotdlamo (13).

La Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) desempefia un papel fundamental en los
procesos de espermatogénesis y esteroidogénesis, asi como en las reacciones de

retroalimentacion que regulan las hormonas esteroides producidas en las gonadas (14).

y
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Figura 1. Regulacion endocrina y paracrina del testiculo.
Fuente: (11).
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7.2.2. Hormona Foliculo Estimulante y células de Sertolli.

La hormona que induce el crecimiento de los foliculos en el ovario y la secrecion de estrogenos
es la (FSH). En el testiculo, por otro lado, estimula la espermatogénesis al favorecer la sintesis
proteica en los espermatocitos primarios. Esta hormona es producida en el 16bulo anterior de la
hipofisis (15).

Quimicamente, la FSH se define como una glucoproteina que consta de dos cadenas peptidicas,
denominadas alfa (o) y beta (B). La cadena alfa es compartida con otras dos hormonas
hipofisarias, (LH) y (TSH). La regulacién de la FSH involucra la (GnRH), asi como los
estrogenos y la inhibina. Estas interacciones y las variaciones en los niveles de estas hormonas

son cruciales para determinar las diferentes etapas del ciclo estral en los mamiferos (15).

La Hormona Foliculo Estimulante promueve la proliferacion de las células de Sertolli, y en
colaboracidn con la testosterona, es crucial para mantener la espermatogénesis. Cuando la FSH
se une a su receptor especifico en la membrana de las células de Sertoli, estimula la produccién
de inhibina. Esta hormona ejerce una retroalimentacion negativa en la hipdfisis para reducir la
secrecion de FSH. Ademas, la inhibina tiene una accion antagonista respecto a la activina, que

estimula la formulacion y secrecion de FSH (15).

La activina, a su vez, esta regulada por la folistatina, una proteina que se une a las subunidades
de activina, bloqueando su interaccién con los receptores y, por lo tanto, inhibiendo la liberacion
de FSH (15).

Las células de Sertolli son el 6rgano blanco tanto de la (FSH) como de la testosterona. Poseen
receptores de membrana para la FSH y receptores nucleares para la testosterona. La FSH
estimula a las células de Sertolli a producir una proteina llamada proteina ligadora de andrégeno
(ABP), la cual es secretada en los espacios intercelulares del epitelio seminifero y en la luz de
los tubulos seminiferos. Las investigaciones sugieren que la ABP contribuye a mantener
concentraciones elevadas de androgenos en los tubulos seminiferos, lo cual es crucial para el

desarrollo normal de la espermatogénesis y la funcion general de las células de Sertolli (16).

Las células de Sertolli son responsables de la produccién de Inhibina, una hormona proteica
que ejerce un efecto supresor sobre la secrecion de (FSH), posiblemente actuando directamente

en las células de la hipofisis (16).

Existen pocos estudios sobre el mecanismo exacto de accion de la inhibina. La FSH es crucial
para iniciar la espermatogénesis durante la pubertad, pero una vez iniciada, la FSH parece no

ser esencial para mantener este proceso, excepto en situaciones fisiologicas donde se
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interrumpe, como bajo el efecto inhibitorio del fotoperiodo, donde se vuelve necesario para

continuar con la espermatogénesis (16).

Cada célula de Sertolli es capaz de soportar el desarrollo de un nimero determinado de celulas
germinales hasta convertirlas en espermatozoides; por lo tanto, teéricamente, el nimero de
células de Sertolli presentes en el testiculo determina la capacidad méaxima de produccion de

espermatozoides (16).

(+)

b )

\
l (+)

Figura 2.Sistema inhibina-activina-folistatina regulando la funcién de FSH.
Fuente: (11).

7.2.3. Hormona Luteinizante (LH) y células de Leydig

La hormona luteinizante (LH) es una glucoproteina formada también por dos subunidades, oy
3, siendo la cadena a idéntica a la de la FSH. En las hembras, se produce un aumento maximo
en la secrecion de hormona luteinizante (LH) poco antes de la ovulacion. Este incremento
hormonal es crucial ya que desencadena la maduracion final del ovocito, la ruptura del foliculo

ovarico y la liberacion del gameto femenino hacia el oviducto (17).

Se encuentra en niveles maximos al final del estro esta produce en el I6bulo anterior de la
hipdfisis. La LH estimula la secrecion de andrégenos tanto en las células tecales del ovario
como en células intersticiales (Leydig) del testiculo y la secrecion de progesterona de las células

granulosas del ovario (17).

En los machos, la Hormona Luteinizante (LH) desempefia un papel crucial al estimular las
células intersticiales (células de Leydig) en los testiculos, promoviendo asi la produccion de
testosterona y dihidrotestosterona. Por esta razon, también se conoce como hormona
estimulante de las células intersticiales (ICSH). Durante la pubertad, niveles elevados de LH
incitan a los testiculos a sintetizar testosterona, lo cual es fundamental para la maduracion de

los espermatozoides (13).
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Ademas, la influencia de la (LH) sobre las células de Leydig puede ser amplificada por la
presencia de otras hormonas, como la Prolactina (PRL). La deficiencia de PRL puede causar
infertilidad y atrofia testicular, mientras que aumentar significativamente los niveles de
prolactina mediante terapias controladas que estimularan la produccion espermatica y
restablece los niveles de testosterona en la sangre. No obstante, niveles elevados de PRL en la

sangre pueden inhibir el trabajo testicular y provocar hipogonadismo (16).

Las células de Leydig, también conocidas como células intersticiales, se localizan en el espacio
intersticial del testiculo, fuera de los tubulos seminiferos. Su funcion principal es la sintesis de
testosterona, crucial para mantener la espermatogénesis. La produccion de testosterona esta
regulada por la Hormona Luteinizante (LH), que se une a los receptores de membrana en las
células de Leydig, activando la via del AMP ciclico (CAMP). Este proceso activa enzimas
Ilamadas proteinquinasas, las cuales catalizan la fosforilacion de proteinas dentro de la célulay
la conversion de colesterol en pregnenolona, un precursor clave de los esteroides. En ausencia
de LH, la produccién de testosterona se detiene y las células de Leydig experimentan una

notable reduccién en tamafio (16).

7.2.4. Testosterona

La testosterona sintetizada por las células de Leydig se transporta hacia los tibulos seminiferos,
donde es crucial para promover la espermatogénesis mediante procesos de difusion simple y
difusion facilitada. La adecuada espermatogénesis, especialmente durante la fase de meiosis, es
esencial para la produccion de espermatozoides. Por otro lado, la testosterona tiene un impacto
significativo en la libido, la funcidn secretora de los 6rganos genitales, y en el desarrollo de las

caracteristicas sexuales secundarias y del fenotipo masculino (16).

La testosterona tiene un efecto estimulante en la supervivencia de las células germinales, y la
investigacion indica que la apoptosis de estas células ocurre después de una disminucién en los
niveles de esta hormona. La presencia constante de Hormona Luteinizante (LH) es fundamental

para el desarrollo normal de la actividad de espermatogenesis (16).

7.2.5. Prolactina

La prolactina es una hormona compuesta por péptidos, principalmente producida por las células
lactotropas localizadas en la adenohipéfisis. Conforme se ha profundizado en el entendimiento
de su fisiologia y bioguimica, se ha revelado que esta hormona desempefia mas de 300

funciones en diversos tejidos y 6rganos del cuerpo humano, lo que la caracteriza como una-
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hormona con efectos pleiotropicos. Ademas de regular la produccion de leche, la prolactina
también influye en diferentes aspectos del organismo, agrupados en areas como la regulacion
del equilibrio hidrico y electrolitico, el crecimiento y desarrollo, funciones endocrinas y
metabolicas, el comportamiento y funciones cerebrales, la reproduccién, asi como la

modulacién del sistema inmunoldgico y la proteccion del cuerpo (18).

La Prolactina estimula la espermatogénesis al aumentar los receptores para la Hormona
Luteinizante (LH) en las células de Leydig, segun estudios realizados. Esta hormona desempefia
un papel crucial durante el periodo de recuperacién de las células de Leydig antes del inicio de
la temporada reproductiva, facilitando el desarrollo de la capacidad de estas células para

responder de manera mas efectiva al incremento de LH (16).

7.3. Fisiologia del aparato reproductor del perro

La fisiologia del macho canino en términos reproductivos se centra en la produccion,
maduracién y liberacion de espermatozoides, asi como en la secrecion de hormonas que regulan
estos procesos. Los testiculos son los 6rganos principales responsables de la produccion de
espermatozoides y de la sintesis de testosterona, la hormona masculina clave. La testosterona
es fundamental para el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias, el mantenimiento del

comportamiento sexual, y la regulacion de la espermatogénesis (19).

7.3.1. Espermatogénesis

El proceso de espermatogénesis, que tiene lugar en los tubulos seminiferos de los testiculos,
implica la produccion de espermatozoides (gametos masculinos). Las espermatogonias, células
precursoras de los espermatozoides, se dividen de forma normal en mitosis para generar
espermatocitos. Estos espermatocitos luego se dividen mediante meiosis, reduciendo su nimero

de cromosomas a la mitad (haploides con 39 cromosomas) y formando espermatidas (20).

Las espermatidas experimentan una reestructuracion significativa, en la cual el nacleo se
convierte en la cabeza del espermatozoide, el aparato de Golgi forma el acrosoma, y las
mitocondrias y centriolos contribuyen al desarrollo de la cola. La mayor parte del citoplasma
residual es absorbida por las células de Sertoli, situadas sobre la membrana basal de los tdbulos

seminiferos, que regulan la metamorfosis de espermatidas a espermatozoides (20).

La espermatogénesis inicia a los 4 meses de edad, aunque los espermatozoides no estan
presentes en el eyaculado hasta los 10-12 meses. En los machos reproductores, la produccion

de semen es proporcional al tamafio testicular. El semen se almacena en los compartimentos
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extragonadales del epididimo y el conducto deferente, y la cantidad reservada depende de la
frecuencia e intervalos entre eyaculaciones. La eyaculaciéon frecuente puede disminuir la
calidad del semen, ya que vacia las reservas espermaticas, como se observa con una eyaculacion
diaria durante 5 a 7 dias. Una vez agotadas las reservas, la cantidad de espermatozoides depende
Unicamente de la produccién diaria testicular. Por esta razon, la recoleccion de semen se

recomienda cada dos dias para permitir la reposicion de las reservas espermaticas (21).

Existen escasas evidencias que respalden que el eyaculado de un canino con infrecuente
actividad de cubricion contenga una elevada proporciéon de espermatozoides anormales. En
cambio, los machos sometidos a alta demanda reproductiva pueden experimentar periodos de

fertilidad suboptima en ciertas fases de su vida reproductiva. (22).

El ciclo completo de la espermatogénesis, desde la division de las espermatogonias hasta la
aparicion del espermatozoide en el eyaculado, tiene una duracidn de 8 semanas, de las cuales 2
semanas son necesarias para la maduracion de los espermatozoides en el epididimo (22).

7.3.2. Termorregulacion testicular

Para que la espermatogénesis se produzca correctamente, la temperatura de los testiculos en la

mayoria de los mamiferos debe ser 2 grados inferior a la del cuerpo (23).

* Ocurre en el plexo pampiniforme, donde la vena y la arteria testicular estan profundamente
conectadas, provocando que la sangre arterial con temperatura corporal se enfrie gracias a la

sangre venosa proveniente del testiculo a menor temperatura (23).

* La constante contraccion y relajacion del misculo cremaéster asegura que el sistema vascular

funcione correctamente y que la temperatura corporal esté controlada.

* La difusion de la temperatura hacia el exterior a través de la tinica dartos, que esta
estrechamente conectada con la tOnica vaginal parietal y visceral, contribuye a la

termorregulacion.

* Las glandulas sudoriparas permiten una disminucion de la temperatura cuando hay un
aumento de temperatura a nivel del cuerpo o del escroto gracias al hipotdlamo, que al detectarse
desencadena la sudoracion en el escroto (23).

Durante las ultimas dos semanas, los espermatozoides completan su maduracion en el
epididimo, llegan inmaduros a la cabeza del epididimo y completan su maduracién durante su

paso por el epididimo (23).
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Al entrar en los conductos deferentes, pierden la gota citoplasmatica restante y esta es expulsada
de los espermatozoides o migra al extremo distal y luego se considera madura. Un extremo del
epididimo se vuelve mas delgado y se convierte en el conducto deferente, lo que permite que

los espermatozoides salgan del escroto (23).

7.4.Manejo del macho reproductor

El manejo reproductivo se considera crucial en la reproduccién asistida de perros, siendo los
errores en este manejo responsables de la mayoria de los problemas reproductivos encontrados
en clinicas veterinarias (24). Es fundamental elaborar un protocolo de evaluacion clinica

exhaustiva para los machos reproductores caninos, el cual incluye:

7.4.1. Anamnesis

Informacion proporcionada por el propietario o responsable del animal mediante preguntas
estructuradas permite obtener diversos antecedentes que pueden guiar u orientar sobre las

posibles enfermedades que el animal ha padecido o podria haber experimentado (24).

7.4.2. Resefia del animal

Se recopilan datos importantes como la especie del animal, su edad aparente y real, raza, sexo,
color y peso. Estos detalles son fundamentales para la evaluacion clinica general del animal y

para la orientacién sobre posibles condiciones médicas que pueda tener o haber tenido (24).

7.4.3. Estado general

Ademas de los datos basicos mencionados anteriormente, es crucial evaluar la constitucion y
temperamento del animal, clasificandose como asténico (nervioso), apoplético (sanguineo) o
linfatico. También se deben observar las actitudes y comportamientos del animal, asi como
realizar una inspeccion general detallada. Estos aspectos proporcionan una comprension mas

completa de la salud y el estado general del animal reproductor canino (24).

7.4.4. Examen fisico

Es esencial realizar una evaluacion de la piel, los ganglios linfaticos, las membranas mucosas,
la temperatura corporal y llevar a cabo un examen exhaustivo por sistemas. Estos
procedimientos son fundamentales en la evaluacion clinica global del macho canino
reproductor para identificar posibles anomalias y dirigir adecuadamente el manejo reproductivo
asistido (24).
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7.4.5. Pruebas complementarias y de laboratorio

Siempre es recomendable integrar el examen fisico (semioldgico) con los hallazgos obtenidos
en pruebas radiograficas o de laboratorio, como el hemograma, la bioquimica sanguinea, los
cultivos, entre otras. Esta integracion proporciona una evaluacién mas completa y precisa del
estado de salud del macho canino reproductor, facilitando asi decisiones informadas en el

manejo de la reproduccion asistida (24).

7.4.6. Examen andrologico

Un examen androldgico se realiza preferentemente en una sala protectora y consta de tres partes
importantes: un examen fisico, un examen transrectal de los genitales internos y una evaluacién
del semen. La morfologia y la bioquimica de los espermatozoides se examinan en primer lugar
mediante todas las pruebas que se utilizan habitualmente en los laboratorios. Es importante
sefialar que la fertilidad de una muestra de esperma depende de dos factores: la calidad del
esperma y la cantidad de espermatozoides normales. Béasicamente, dos caracteristicas para

determinar la calidad del esperma son la viabilidad y la morfologia espermatica (25).

Al inspeccionar el escroto mediante inspeccion y palpacidon, es necesario evaluar el color de la
piel, la presencia de lesiones y la elasticidad. Se debe evaluar el nimero, ubicacion, consistencia
y sensibilidad de los testiculos. Normalmente son firmes y regordetes y volveran a su forma
natural cuando los sostengas. Si él se siente plano, puede sugerir hipoplasia y si esta muy
rigido, puede indicar signos de fibrosis. Se examina la anatomia del glande en busca de
secreciones anormales, lesiones o tumores. Y finalmente, verds que el prepucio cubre
completamente el pene, sin llagas ni desgarros, permitiendo la entrada y salida normal del pene.
Es normal observar una secrecion purulenta de color verde moderado, que se debe a la

regeneracion celular de la mucosa del prepucio (2).

El éxito de la reproduccion en caninos esta estrechamente ligado a los siguientes factores:
1) La salud y la nutricién de los reproductores.

2) La deteccion precisa del momento de maxima fertilidad de la hembra.

3) El tipo, manejo y calidad del semen empleado.

4) La implementacidn correcta de técnicas de inseminacion artificial (1A).

Estos elementos son cruciales para optimizar las probabilidades de éxito en los programas de

reproduccion asistida en perros (13).
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7.5. Valoracion del reproductor

La evaluacion del potencial reproductivo de los perros machos es una parte necesaria de un

programa reproductivo satisfactorio y la seleccion de los perros reproductores depende de:

e Capacidad fisica para copular.

e Su comportamiento durante la copula (la libido).

e Recogida de muestras de semen normal.
Si alguno de estos factores falla, las posibilidades de que una perra criada o inseminada
artificialmente (IA) quede prefiada disminuyen. Desde el punto de vista fisico, una nutricion
adecuada y el ejercicio son fundamentales para garantizar la fertilidad masculina. Los machos
utilizados para la reproduccién deben someterse a un examen fisico completo para su
evaluacion. Realizar examenes ortopédicos, neurologicos, endocrinos y del sistema

reproductivo antes del apareamiento o la inseminacion artificial (13).

1.1.Eyaculacion

La eyaculacion no es mas que la expulsion de liquido bioldgico al exterior mediante un reflejo
en el que se contraen los elementos que componen el aparato reproductor. Dependiendo de la
especie animal, existen diferentes tipos de eyaculacién. En los perros se trata de un eyaculado
trifésico, es decir, que consta de tres fracciones con una duracion total de unos 22 minutos (26).

La ereccidn en el perro ocurre fundamentalmente por un aumento en la turgencia debido a que
existe mas entrada que salida de sangre, generando un aumento de la presion dentro del sistema
circulatorio peneano. La estimulacion producida por los nervios pélvicos y sacros origina la
dilatacion de las arterias externas e internas a nivel del cuerpo cavernoso del pene. Asimismo
gracias a la contraccion de los musculos isquiocavernosos, el retorno venoso del cuerpo
cavernoso es restringido, permitiendo que la sangre quede retenida en el interior de este tejido
causando un aumento de volumen del bulbo del pene y un alargamiento del glande, haciendo

que este se deslice hacia adelante (26).

La eyaculacion se produce tras la estimulacion de los nervios simpaticos en el pene, que generan
contracciones peristalticas en los musculos bulbo-cavernoso e isquiocavernoso gque rodean a la
uretra a nivel del bulbo del glande. Por su parte, los conductos deferentes son los encargados
de transportar los espermatozoides desde la cola del epididimo hasta el pene a través de la uretra,
desembocando en la prostata craneal. Las contracciones originadas por dichos musculos sobre

la uretra permiten la expulsion del semen (26).
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La primera fraccién o fraccién pre espermatica procede de la préstata y se caracteriza por tener
escasos espermatozoides e incluso una ausencia completa de ellos. Tiene una consistencia
acuosa, transparente, se presenta en el principio la ereccion es muy rapida y corta corresponde
al 2% o0 3% del volumen total. Se excreta rapidamente en 30 a 1 minuto y su funcion es limpiar
y eliminar todos los posibles residuos de orina y contaminacion de la uretra (26).

La segunda fraccion proviene del epididimo y es mas retardada y lenta por contener
espermatozoides tiene un color que varia entre el blanco lechoso y el gris, por lo que su
consistencia es mas viscosa que la anterior. El tiempo de emision es de 1 a 2 minutos. Esta

fraccion es rica en espermatozoides (26).

La tercera fraccion o fraccion prostatica es liberada lentamente durante varios minutos, la
secrecidn tiene una consistencia acuosa se crea después de la fraccion de esperma, tiene un
color transparente y se afiade cuando los animales se unen en direcciones opuestas. Esta
proporcion representa el 90% del volumen total de la eyaculacion, y su eliminacion puede durar
de 3 a 30 minutos (26).
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Figura 3. Evaluacion visual de las diferentes fracciones del eyaculado.
Fuente: (26).
Durante las Ultimas dos semanas, los espermatozoides completan su maduracion en el

epididimo, llegan inmaduros a la cabeza del epididimo y completan su maduracion durante su

paso por el epididimo (23).

Al entrar en los conductos deferentes, pierden la gota citoplasmatica restante y esta es expulsada
de los espermatozoides o migra al extremo distal y luego se considera madura. Un extremo del
epididimo se vuelve mas delgado y se convierte en el conducto deferente, lo que permite que

los espermatozoides salgan del escroto (23).
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7.6. Métodos de extraccidon seminal

La recoleccion de semen se realiza habitualmente mediante masturbacion, aunque la
electroeyaculacion puede ser empleada en animales extremadamente agresivos o en aquellos
que no logran eyacular mediante la técnica manual. La recoleccion de la fraccion espermatica
es suficiente para llevar a cabo la inseminacion artificial; parte de la fraccidn prostatica puede
también ser recolectada Unicamente para garantizar que se ha obtenido completamente la

segunda fraccion (4).

7.6.1. Estimulacion manual

Es el método més utilizado en la especie canina y se desarrolla mediante la estimulacién manual
del bulbo del pene. Siempre que sea posible es recomendable la presencia de una hembra en
celo. Para conseguir un mayor grado de excitacion puede permitirse la presencia de una hembra
en celo, y que el macho olfatee la region vulvar, incluso que dé un salto sobre ella, con objeto
de obtener la estimulacion necesaria que facilite la recogida. Es la mejor técnica en machos
muy jovenes o sin excesiva experiencia sexual. Cuando no se dispone de hembra, es factible el
uso de gasas o algodones impregnados en secreciones vaginales de una hembra en celo, que
pueden guardarse congelados y ser descongelados 15 min antes de su uso. También puede ser
atil recoger la orina de una perra en celo y congelarla, y proceder a descongelarla cuando sea
preciso (26).

También se puede recurrir a una hembra sumisa, a la que, si es posible, se le impregna la cola
con secreciones u orina de una hembra en celo, si no resulta posible disponer de monturas vivas,
se puede llevar a cabo una estimulacion manual del bulbo del pene, aunque el macho no esté
previamente excitado, consiguiendo en machos entrenados que el bulbo se estimule con

bastante facilidad aunque no esté presente una hembra en celo.

En cualquier caso, el procedimiento consiste en estimular el bulbo del pene y, una vez que se
haya conseguido aumentar su tamario un 40-50%, se exterioriza el bulbo fuera del prepucio. Es
importante que el técnico deslice el prepucio hacia caudal antes de que el bulbo del glande se
congestione totalmente. En aquellos casos en que el bulbo haya aumentado demasiado de
tamafio y la abertura prepucial no permita su salida, debe detenerse la estimulacion unos pocos
minutos para permitir su detumescencia. Pasado este tiempo se puede volver a iniciar el proceso

de estimulacion (26).

Cuando se ha alcanzado un tamario suficiente se realizan sobre el bulbo ligeras contracciones,

simulando las que se producen de forma fisioldgica en la vagina de la hembra; con ello se
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consigue que la ereccién se complete. En este momento, muchos perros ya inician la
eyaculacion, si bien la mayoria requiere una rotacion del pene en sentido caudal (180°); con
esta rotacion se consigue una oclusion de la vena emisaria del glande que impide que la ereccion
disminuya. Una vez iniciada la eyaculacion, el semen debe ser recogido en un recipiente
previamente atemperado con una temperatura que oscile entre los 37°C, siendo el instrumental
comunmente usado un tubo de cristal acoplado a un embudo también de cristal, aunque puede

utilizarse embudos de plastico (26).

Figura 4. Embudos y tubos de plastico utilizados para la recogida seminal.
Fuente: (26).

Figura 5. Estimulacion manual sobre el glande del pene.
Fuente: (26).
De manera general, se intenta recoger las tres fracciones por separado, o al menos recoger de

manera individual la fraccion rica en semen. Finalizada la eyaculacion, o tras haber obtenido la
fraccion de interés, la ereccion desaparece escasos minutos después de liberar el pene de la
presion digital, si bien se considera interesante controlar que el pene vuelva a su informacion y
localizacion normales en el interior del prepucio. En algunas ocasiones, el prepucio puede
enrollarse sobre si mismo e impedir el regreso del pene a su interior, lo que provoca sequedad

y exposicion de este a posibles traumas (26).



21

7.6.2. Vagina artificial

Esta formada basicamente por un cilindro rigido de unos 15 cm de longitud que se encuentra
rodeado por una camisa de caucho donde se deposita agua a 40 °C a través de una valvula; en
algunos casos también es posible insuflar aire para aumentar la presion. En un extremo del
cilindro se coloca un embudo de caucho que esta unido a un tubo colector graduado a 37 °C,

que se va cambiando conforme se van recogiendo las diferentes fracciones del eyaculado (27).

La técnica consiste en introducir el pene dentro de la vagina artificial cuando haya alcanzado
mas de un 50% de ereccion. El pene se coloca en el interior de la vagina una vez que esta erecto
y que se haya exteriorizado el bulbo, colocando los dedos detras del bulbo y empujando

suavemente el pene dentro de la vagina artificial hasta conseguir la eyaculacion (27).

>
Nymersmamnad

Figura 6. Materiales para una vagina artificial.
Fuente: (26).

7.6.3. Electroeyaculacion.

La técnica de electroeyaculacion consiste en obtener semen mediante la aplicacion de un
estimulo eléctrico. Este estimulo se administra a través de un electrodo que se inserta en el recto
del animal. Este método facilita la recoleccidn de semen de manera repetitiva en animales que
estan en cautiverio, en semicautiverio o en animales domésticos que no han sido entrenados

para eyacular en una vagina artificial (28).

Un equipo de electroeyaculacion estd compuesto por varios elementos, que incluyen la caja de
transporte, la sonda rectal, la unidad de control, el cargador de la bateria, el cable de
alimentacion, el cable de conexidn de la sonda, el mango, el cono y el recipiente de recoleccion.
facilitar la distribucion de material genético valioso comercialmente, ademas de reducir los
riesgos de transmision de enfermedades. Esta metodologia se basa en la estimulacion eléctrica

aplicada a través de un transductor rectal, estimular los nervios pélvicos simpaticos y
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parasimpaticos con impulsos de bajo voltaje y amperaje y de esta forma pueden inducir ereccion

peneana y eyaculacion (29).

La eyaculacion es un proceso que ocurre en dos fases: primero se produce la emision, seguida
por la ereccion y la eyaculacion en si. Cuando se aplica una estimulacion adecuada, esta se
transmite a través del nervio pudendo interno hacia los centros lumbosacros de la columna
vertebral. Desde alli, la respuesta viaja a través de los nervios simpaticos lumbares (nervio
erigente del plexo hipogastrico), lo que provoca la contraccion de la musculatura lisa que rodea
la préstata, las glandulas vesiculares y los conductos deferentes, asegurando el avance del
semen hacia la uretra pélvica. Simultaneamente, la respuesta nerviosa también se transmite a
través de los nervios parasimpaticos, lo que provoca la contraccion de la musculatura estriada
del tracto uretral (musculos isquiocavernoso, bulboesponjoso y uretral), resultando en la

ereccion del pene y la eyaculacion propiamente dicha (30).

Esta técnica se fundamenta en la aplicacion regular de un estimulo eléctrico a través del recto,
activando tanto el sistema nervioso autonomo como el somatico. Esto provoca la secrecién de
fluidos de las glandulas accesorias y culmina en la eyaculacién (29). El perro recibe un total de
240 estimulos eléctricos, divididos en 4 conjuntos de 60 estimulos y un voltaje de 6 V, el
intervalo entre estimulos es de 3,0 segundos (2). Es un método experimental, que requiere

anestesia general (31).

7.7. Caracteristicas semen canino

La consideracion de ciertos parametros permitira determinar el propdsito de la eyaculacion. Es
decir, si el material seminal analizado cualitativamente, mediante evaluacion macroscopica y

microscépica, se encuentra en condiciones de ser procesado (2).

El analisis seminal, o espermiograma, comprende una serie de pruebas que evaltan diferentes
factores y funciones de las células espermaticas. A partir de este analisis, se determina si la
muestra es apta 0 no para su uso en inseminacion artificial. EI analisis rutinario incluye tanto
un examen macroscopico como microscépico del eyaculado, en el cual se evaltan el volumen,
la concentracion, la motilidad, el estado del acrosoma y las anomalias morfoldgicas de los

espermatozoides (32).

7.7.1. Caracteristicas macroscopicas

En la evaluacion macroscopica se lleva a cabo una observacion inicial de la apariencia general

del eyaculado, enfocandose en su consistencia, olor y volumen (33). El analisis macroscopico
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del semen implica examinar las caracteristicas fundamentales del eyaculado a simple vista, sin
necesidad de utilizar un microscopio (34). Entre los aspectos seminales macroscopicos mas

relevantes se incluyen los siguientes:

7.7.1.1.Volumen

El volumen de eyaculado variara dependiendo de diversos factores como raza, edad, tamafio
del animal, edad, tipo de comida, excitacion, experiencia, etc. Segln varios estudios realizados
en razas de diferentes tamarios, se ha encontrado que, en perros pequefios como Chihuahua,

Pequinés, Pincher, Schnauzer Miniatura, etc. el volumen es de aproximadamente 1,5 a 5,0 ml

2).
7.7.1.2. Color

El color normal del semen varia desde el gris transparente hasta el blanco lechoso, esta variacion
depende directamente de la concentracion de espermatozoides. Un color anormal deberia
alertarte de un problema en el tracto genital masculino, por ejemplo, el rojo indica la presencia
de sangre, ya sea de la superficie del pene o de la prostata, el amarillo indica la presencia de

orina y las particulas blancas indican la presencia de leucocitos (35).

7.7.1.3. pH

El pH debe medirse inmediatamente después de la recoleccion del eyaculado. Para ello se aplica
una gota de esperma sobre un papel de pH y se lee al cabo de 30 segundos. El pH normal del
semen canino esta en el rango de 6,3 a 7 y depende de la cantidad de liquido. Una caida del pH
puede deberse a una eyaculacion incompleta o a una inflamacion de los testiculos y el epididimo
(36).

7.7.2. Caracteristicas microscopicas

El analisis microscopico del semen permite evaluar la movilidad, vitalidad, concentracion y
morfologia de los espermatozoides, ademas de detectar la presencia de células y/o elementos
acompafantes distintos a los espermatozoides, como leucocitos, células progenitoras

espermaticas, células inflamatorias, bacterias y cristales (37).

En el analisis microscopico inicial, es esencial evaluar la presencia de células no espermaticas,
leucocitos, filamentos de moco, cristales (como el fosfato de espermina), hematies,

espermatozoides aglutinados y otros elementos, como: Trichomonas vaginalis y levaduras (37).
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7.7.2.1. Motilidad

Es un parametro importante en la evaluacion de la calidad de semen canino y debe ser superior
al 70% en una muestra normal, este parametro indica la habilidad de los espermatozoides para

alcanzar al évulo y fertilizar y debera evaluarse a 37°C (35).

En la valoracion de la motilidad tomamos en cuenta la motilidad masal y la individual. Puede
alterarse por una inadecuada temperatura como por la presencia de sustancias toxicas en el
equipo de recoleccion El valor normal de la motilidad del semen fresco en los perros oscila
entre 85- 95% (38).

Cuando se habla de la motilidad del semen después de la congelacion, se considera que tiene
buena calidad si los valores son superiores al 50%. Se ha comprobado que 200 x 106
espermatozoides mdviles en fresco, es un buen valor para obtener tasas de fertilidad
comparables a los obtenidos mediante monta natural. Al usar semen congelado y realizar una
inseminacion intrauterina se recomiendan que entre 150-200 x 106 espermatozoides sean
moviles (38).

7.7.2.2. Motilidad en masa

Se examina una muestra no diluida, y se establece la existencia de “oleadas”, movimientos de
flujo y reflujo provocados por la reunion y posterior dispersion de espermatozoides; estas ondas

se consideran como indicio de buena vitalidad y alta concentracion de espermatozoides (31).
Calificacion

5Muy bueno (90%) Ondas rapidas

4 Bueno (70-85%) Movimiento vigoroso

3 Regular (45-65%) Bajo movimiento

2 Pobre (20-40%) Ausencia de ondas

1 Muy pobre (10%) Solo el 10% muestra vitalidad

0 Muertos (0%) No existe actividad de ningn espermatozoide (31).

7.7.2.3.Vigor

Es una medida que indica la intensidad del desplazamiento progresivo en linea recta, y se evalta
utilizando la misma preparacién que se emplea para analizar el movimiento individual (32). Es

considerable porque entre mayor vigor mayor vitalidad posee el esperma (39). Para la
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evaluacion del vigor, hay que tener en cuenta la velocidad con la que estos espermatozoides
atraviesan el campo, el movimiento progresivo y el vigor de ese movimiento; asi, a mayor
cantidad de espermatozoides se formard una mayor cantidad de olas (40). La clasificacion se
realiz6 segun lo propuesto por Restrepo et al de 1-5 (1 malo 5 excelente), evaluando como 0
los espermatozoides inmoviles y como 5 los que avanzan rapidamente por el campo y son
dificiles de seguir visualmente. Dentro de estos parametros se consideran los puntos

intermedios. Se considera como valor minimo aceptable un vigor de 3 (41).

7.7.2.4. Motilidad individual

Se valora de manera individual a los espermatozoides; es normal cuando el espermatozoide
presenta movimiento progresivo y avanza con rapidez. Debe estudiarse otra muestra de semen,

siempre gue se encuentre un alto porcentaje de espermatozoides inmdéviles o muertos (31).
Calificacion

Muy buena (80-100%) (38).

Buena (60-79%)

Regular (40-59%)

Pobre (<40%)

7.7.2.5. Morfologia

Es importante en la valoracién de la fertilidad, con el fin de establecer porcentajes de
espermatozoides normales y poder clasificar las anormalidades. Existe una alta correlacion

entre los defectos espermaticos e infertilidad (38).

La tincion mas utilizada para valorar la morfologia de los espermatozoides es la de eosina-
nigrosina.Otra técnica de tincion es la de la de Azul de metileno, que de igual manera sirve para
la viabilidad seminal y evaluacién de las membranas, ayudandonos a diferenciar los

espermatozoides vivos de los muertos (38).

7.7.2.6. Morfo-anomalias

Las anormalidades de los espermatozoides se pueden observar mediante el microscopio, al
contar 100 espermatozoides y separando las anormalidades en primarias y secundarias. La suma
entre anormalidades primarias y secundarias no debera ser mayor de 20%, para poder considerar

un semen apto para usar (31).
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7.7.2.6.1. Anormalidades primarias
Ocurren durante el proceso de espermatogénesis y pueden manifestarse a nivel del acrosoma
(como pérdida del borde apical, abultamiento, arrugamiento, incompleto o desdoblado), de la
cabeza (piriforme, flagelada, lanceolada, irregular, angosta, doble, macrocéfalo, microcéfalo),
del cuello (con fractura, retroaccion o presencia de gota citoplasmatica), y de la cola (corta,

doble, retorcida o con gota citoplasmatica) (42).

e Doble flagelo (13).
e Coladoblada.
e Microcéfalo.
e Macrocefalo.
e Cabeza alargada.
o Cabeza doble.
e Cabeza periforme
7.7.2.6.2. Anormalidades secundarias
Se producen durante el transporte de los espermatozoides desde el tabulo seminifero y/o

epididimo hasta su expulsion por la uretra durante la eyaculacion (42).

Debido a errores durante la manipulacion del semen por parte del examinador, como la
persistencia de la gota citoplasmatica, flagelos doblados y ruptura del acrosoma, pueden surgir
problemas (31).

En el caso especifico de la gota citoplasmatica proximal, se ha observado que afecta la fertilidad
en perros. Sin embargo, la presencia de un flagelo abaxial no parece influir en la fertilidad

canina. El porcentaje normal de incidencia es de 10-20% (31).
Anomalias de la cabeza:

e Desprendimiento o separacion prematura del acrosoma.
e Acrosomas protuberantes.

e Defecto de crater (13).

Anomalias del cuello:

e Cuello torcido.
e Cuello roto.

e Gota citoplasmatica intermedia.
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Anomalias en la pieza media:

e Gota citoplasmatica distal.
e Union al cuello.

Anomalias en la cola:

e Colatorcida.
e Colaenrollada (13).

DI

Espermatozoides Defectos en Defectos en Defectos en
normales la cabeza el cuello la cola

Figura 7. Anormalidades spermaticas.
Fuente: (31).

7.7.2.7. Concentracion

La concentracién es el ndmero de espermatozoides por ml de semen. ElI nimero de
espermatozoides en el eyaculado se determina multiplicando la concentracion por el volumen
total colectado. La concentracion seminal puede fluctuar segun la edad, raza, estado fisioldgico,
salud, tamafio de los testiculos, actividad sexual, temporada del afio y frecuencia de recoleccion.
Los espermatozoides se cuentan con la ayuda de la camara Neubauer, Burker o fotocolorimetro
(35).

En una pipeta se hard la dilucion de solucion salina al 2.9 % de 1:100, después se llenard la
camara Neubauer y se contabilizaran los espermatozoides de los cuadros de los extremos y
centro de cada camara. La camara Neubauer tiene 2 cdmaras, por lo tanto, se cuentan 5 cuadros
en cada cdmara, se suman los resultados de las dos cAmaras y se dividen entre dos para sacar el
promedio y el resultado (nimero de espermatozoides) se multiplica por 5 x 106 segun el factor
de dilucién (1:100 es por 5 x 106 ), obteniéndose asi la concentracion espermatica por ml de
eyaculado. Se multiplicara la concentracion obtenida en cada ml., por el volumen colectado;
dando como resultado el nimero de espermatozoides total por eyaculado. En un eyaculado
normal existen en promedio de 200 a 1000 millones de espermatozoides por mililitro y por lo

menos 100 millones son necesarios para gestar una perra, siempre y cuando se inseminan con
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semen fresco. Cuando el semen es congelado la concentracidén espermatica debe ser mayor
debido a la muerte de espermatozoides ocasionada por los procesos de congelamiento y

descongelamiento (35).

Para el perro se considera normal de 200 a 500 millones de espermatozoides
normales/eyaculado. Cuando es semen congelado se ha estipulado que son necesarios entre 150
y 200 millones de espermatozoides por inseminacion con una tasa de sobrevida del 50% para
obtener resultados satisfactorios. Una vez recolectado el semen puede ser almacenado,
congelado o refrigerado a 5-10°C manteniendo la viabilidad de los espermatozoides durante un
lapso de 18 a 21 horas (24).
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Figura 8. Camara de Neubauer para obtener la concentracion espermatica.
Fuente: (24).

7.7.3. Factores que afectan las caracteristicas del semen

La calidad del semen eyaculado se ve influenciada por varios factores, como la edad, la
frecuencia de eyaculacion, la excitacion del animal y la manera en que se manipula la muestra

durante la recoleccion y evaluacion (43).

7.7.3.1. Pubertad

La eyaculacién temprana de un perro después de alcanzar la pubertad a menudo contiene
espermatozoides anormalmente muertos. En la siguiente eyaculacién, la concentracion de
espermatozoides aumenta, la cantidad de espermatozoides anormales disminuye y el semen

tiene una cantidad normal de espermatozoides maduros (44).

7.7.3.2. Frecuencia de la eyaculacion.

La frecuencia de la eyaculacion afecta directamente el volumen de semen y la concentracion de
espermatozoides. Se demostrd una ligera disminucion en el recuento total de espermatozoides
en la eyaculacion cuando se tomaron muestras una o dos veces al dia en comparacion con dos
o tres veces al dia. una semana. Esta disminucion se asocia con una disminucion en el suministro

de espermatozoides en el epididimo. Cuando se agota, la disminucién en el recuento de
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espermatozoides se estabiliza y la disminucion posterior depende de la tasa de produccién en
los testiculos. Por lo tanto, aunque la cantidad de espermatozoides en la eyaculacion disminuye
con un mayor uso, la cantidad total de espermatozoides producidos por semana es relativamente
constante e incluso puede aumentar con una mayor actividad sexual. La cantidad total de
espermatozoides en la eyaculacion puede aumentar después de unos dias de descanso,
probablemente debido a la reposicion de la reserva epididimaria. La libido permanece normal

incluso si el perro se ve obligado a eyacular diariamente (31).

7.7.3.3. Tamano testicular.

Se ha demostrado que el tamafio del parénquima testicular y por tanto el tamafio de la glandula
tiene una correlacion directa con la produccion diaria de esperma. El ancho escrotal proporciona
una medida objetiva del tamafio testicular y un método para identificar perros con testiculos
mas pequefios de lo normal. Es normal que el ancho del escroto se ajuste segun el peso corporal.
Sin embargo, el ancho escrotal no es un indicador preciso; Se observan variaciones
significativas en el ancho escrotal en perros de cualquier peso corporal, debido en parte a
diferencias raciales. Ademas, el ancho escrotal "normal™ no significa que el perro esté

produciendo esperma (2).

7.8. Diluyentes

El diluyente es una solucién acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado hasta
conseguir la dosis necesaria, conservar las caracteristicas de funcionalidad de las células

espermaticas, manteniendo el nivel de fertilidad preciso (45).

Para cumplir con el control bioldgico sobre el medio que rodea al espermatozoide, un diluyente

debe cumplir los siguientes requisitos:

. Poseer una presion osmotica isotonica con la de la sangre del macho y ser capaz de

conservarla durante el almacenamiento a un nivel aproximado.

. Proporcionar un equilibrio adecuado de elementos minerales esenciales para la vida de

las células espermaticas.

. Aportar los nutrientes que precisan los zoospermos, para su metabolismo aerobio y

anaerobio.
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. Suministrar lipoproteinas y/o lecitinas que protegen a los monospermos del choque
térmico. Proveer de sustancias quimicas que tengan poder tampdn sobre los productos finales

del metabolismo citospermatico.

. Aportar sustancias reductoras para proteger las enzimas celulares dotadas de grupos
sulfhidricos (45).

Mediante la adicion de diluyentes, el semen puede ser refrigerado, lo que facilita su
conservacion y transporte. Las bajas temperaturas reducen las tasas metabodlicas de los
espermatozoides, extendiendo asi su viabilidad. Los diluyentes protegen las membranas
espermaticas del dafio inducido por las variaciones de temperatura, proporcionan energia y
mantienen el pH y la osmolalidad estables. Ademas, los antibioticos incorporados en los
diluyentes previenen la proliferacion bacteriana, especialmente en aquellos que contienen yema
de huevo (4).

7.8.1. Caracteristicas de los diluyentes

Los diluyentes seminales tienen como objetivo principal preservar la integridad y funcionalidad
de la membrana plasmatica de los espermatozoides. Estos diluyentes suministran fuentes de
energia y contribuyen a mantener condiciones estables de pH y osmolaridad en el entorno
extracelular. Se han evaluado distintos tipos de diluyentes seminales, ya sean comerciales o
formulados en laboratorio, en cuanto a su capacidad para preservar el potencial fecundante del

semen canino refrigerado (46).

7.8.2. Diluyente comercial de origen vegetal.

En afos recientes, se ha identificado que las lipoproteinas de baja densidad (LDL) obtenidas de
la yema de huevo (YH) ofrecen una mejor proteccion a los espermatozoides frente al choque
térmico en comparacion con el uso de la yema de huevo completa. No obstante, algunos
investigadores han sefialado que estos componentes de origen animal podrian implicar un riesgo
de contaminacion microbiana durante los procedimientos de inseminacion artificial en animales

domesticos (47).

Es un diluyente desarrollado para la preservacion de semen canino. Este diluyente esta
formulado para mantener la viabilidad y motilidad espermatica durante el almacenamiento en

frio, siendo adecuado tanto para la refrigeracion como para la congelacion de semen (48).
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Como uno de los fosfolipidos, la lecitina (o fosfatidilclina) se distribuye ampliamente en las
plantas y desempefia un papel importante en la regulacion de la funcién fisiologica de la

biomembrana de las células animales (49).

Los derivados de la soja, en particular la lecitina de soja, se han destacado como sustitutos
efectivos de la yema de huevo debido a su origen no animal. La lecitina de soja es una
combinacién natural de fosfatidilcolina y varios acidos grasos, como el esteéarico, oleico y
palmitico, que proporcionan estabilidad estructural a las membranas celulares. Se han obtenido
resultados in vitro similares al usar diluyentes comerciales basados en soja para la

criopreservacion de esperma (49).

7.8.3. Diluyente comercial de origen animal.

En afios recientes, se ha identificado que las lipoproteinas de baja densidad obtenidas de la
yema de huevo ofrecen una mejor proteccion a los espermatozoides frente al choque térmico
en comparacion con el uso de la yema de huevo completa. No obstante, algunos investigadores
han sefialado que estos componentes de origen animal podrian implicar un riesgo de
contaminacion microbiana durante los procedimientos de inseminacién artificial en animales

domeésticos (47).

Posteriormente, los primeros estudios demostraron que la yema de huevo tiene un efecto
protector sobre los espermatozoides contra el dafio causado por el choque térmico durante el
proceso de criopreservacion. Se ha propuesto que los fosfolipidos contenidos en la yema de
huevo pueden integrarse en la membrana del espermatozoide, sustituyendo algunos de los
fosfolipidos originales y reduciendo asi la temperatura en la que la membrana cambia de fase
(50).

Ademas, la lecitina y las lipoproteinas de baja densidad presentes en la yema de huevo pueden
unirse a las membranas plasmatica y acrosomal, mejorando su estabilidad durante la

criopreservacion (50).

Composicion:

° Agua purificada

° TRIS (tris-hidroximetil-aminometano)
o Acido citrico

° AzUcar



32

° Antioxidantes

° Componentes propios del fabricante
° Glicerina

° Antibiético (Minitub Manual (38).

7.8.3.1.7.9.3.1. Proteina (Yema de huevo)

La yema de huevo es ampliamente utilizada como componente en los diluyentes de
criopreservacion de semen en diversas especies, debido a su capacidad protectora sobre las
membranas de los espermatozoides durante el proceso de congelacion. Este efecto protector se
debe a las lipoproteinas de baja densidad (LBD) presentes en la yema, las cuales contienen
triglicéridos, fosfolipidos y colesterol. Las LBD ayudan a prevenir la formacion de cristales de
hielo y protegen la integridad de la membrana plasmatica frente al dafio por frio. Ademas,
diversos estudios han demostrado que eliminar las lipoproteinas de alta densidad (LAD) puede
mejorar la calidad del semen tanto antes como después de su congelacion (51).

7.9.Refrigeracion del semen

La tecnologia de refrigeracion y almacenamiento de semen es crucial en la gestion reproductiva
canina. Desde 1954, cuando se logré la primera aplicacion exitosa de semen refrigerado en
perros, el uso de semen canino conservado en frio para la inseminacion artificial (1A) ha ganado
considerable popularidad en las Gltimas décadas. Como resultado, el mercado internacional de
semen canino refrigerado ha experimentado un crecimiento notable, y su manipulacion y
transporte, tanto a distancias cortas como largas, se ha convertido en una practica comun. Entre
las principales ventajas de emplear semen refrigerado se encuentran la facilidad en su
procesamiento y envio, los costos relativamente bajos debido a la ausencia de necesidad de
equipo especializado, y menos complicaciones legales en su importacion y exportacion en
comparacion con el semen congelado. Ademas, cuando se aplican métodos igualmente eficaces
para la sincronizacion del ciclo estral y la inseminacion artificial, las tasas de prefiez y el tamafio
de las camadas son superiores en comparacion con los obtenidos con semen congelado y

descongelado (52).

Generalmente, el semen refrigerado se envia en un recipiente térmico comudn o dentro de una
caja de poliestireno con bolsas de hielo. Este embalaje es liviano y no requiere ser devuelto al

origen, lo cual ayuda a mantener bajos los costos de envio. Con el uso de diluyentes apropiados,
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el semen puede refrigerarse a 4°C, lo que disminuye la tasa metabdlica de los espermatozoides

y prolonga su longevidad (53).

La refrigeracion puede realizarse en laboratorios de baja complejidad y puede utilizarse ademas
de una estabilizacion prolongada antes de la congelacidn en centros con equipo adecuado y
personal capacitado. EI semen refrigerado puede depositarse facilmente por via intravaginal sin
necesidad de entrenamiento y equipamiento que necesariamente requiere la deposicion
intrauterina de semen congelado en esta especie con caracteristicas anatdbmicas muy particulares

del aparato genital posterior (53).

Para mantener el semen en refrigeracion hay que afadir al medio de dilucién un componente

que proteja a los espermatozoides del shock frio (53).

Para la refrigeracion, se recolecta la fraccion espermatica del semeny se mezcla con el diluyente
seleccionado, el cual debe estar a la misma temperatura que el semen al momento de la dilucion.
Es importante mantener una proporcion de 1:3 o 1:4 entre semen y diluyente, ya que un exceso
de diluyente puede afectar negativamente la motilidad espermatica. EI semen preparado de esta
manera puede refrigerarse a4 °Cy utilizarse en inseminacién artificial, logrando tasas de prefiez
aceptables dentro de las primeras 24-48 horas. Antes de la inseminacion, el semen refrigerado
debe ser llevado gradualmente a temperatura ambiente (4).

El uso de semen refrigerado con diluyentes protectores, como el tris-buffer con un 20 % de
yema de huevo, permite preservar espermatozoides con buena capacidad fecundante durante un
tiempo suficiente para transportar el semen e inseminar animales en ubicaciones geograficas
distantes (4).

La refrigeracion del semen a temperaturas que fluctian entre los 4 y 6 °C, es una alternativa
simple para la conservacion de espermatozoides caninos con adecuada capacidad fecundante.
La refrigeracion del semen condiciona una menor tasa metabdlica de los espermatozoides,
permitiendo extender su supervivencia por periodos cortos. Se ha descrito que el potencial
fecundante de los espermatozoides expuestos a bajas temperaturas depende fundamentalmente
de la resistencia de la membrana plasmaética (plasmalema) al dafio causado por los cambios de

temperatura (shock térmico) (46).

En perros, la dilucién y refrigeracion de semen a 4°C permite conservar espermatozoides con
capacidad fecundante por periodos que van desde 2-3 dias hasta 10 dias mediante técnicas
especializadas. Este tiempo es suficiente para transportar y utilizar el semen de un reproductor

en diferentes ubicaciones del pais y en naciones vecinas. Las regulaciones para el transporte y
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exportacién de semen refrigerado son significativamente menos complejas y costosas en

comparacion con las del semen congelado o el traslado del propio animal (53).

El semen canino puede ser preservado a traves de métodos de refrigeracion o criopreservacion,
lo cual reduce la tasa metabdlica y extiende la viabilidad espermatica. Los medios diluyentes
empleados en estos procesos actan protegiendo las membranas espermaticas contra los dafios
térmicos, proporcionando energia, y manteniendo la estabilidad del pH y la presion osmotica.
La yema de huevo es un componente comun en estos diluyentes debido a que sus fosfolipidos

y proteinas de baja densidad ofrecen proteccion al espermatozoide contra el choque térmico.

El semen preparado con distintos diluyentes puede ser refrigerado a 4°C o 15°C y utilizado en
inseminacion artificial, obteniendo tasas de prefiez satisfactorias en las primeras 24-48 horas.
Antes de proceder con la inseminacion artificial, el semen refrigerado debe ser llevado

gradualmente a la temperatura ambiente (54).
8. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

8.1. Hipdtesis nula (Ho)
Los diluyentes comerciales A y B tienen efectos significativamente diferentes en la viabilidad
espermatica del semen canino refrigerado en razas braquiocefélicas.

8.2. Hipotesis alternativa (Ha)
Los diluyentes comerciales A y B no tienen efectos significativamente diferentes en la
viabilidad espermatica del semen canino refrigerado en razas braquiocefalicas.

9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

9.1. Métodos

En la presenta investigacion se utilizo la técnica de observacion, al registrar los datos obtenidos
de cada muestra a estudiarse basandose en los indicadores principales motilidad, vitalidad y

vigor espermatico para su posterior analisis.

Una vez realizada la recopilacion de informacion, se utilizaron los métodos cuantitativo e
inductivo, los cuales permitieron identificar si hubo variaciones en las muestras refrigeradas
con los diferentes diluyentes de origen animal y vegetal con los diferentes periodos de tiempo

que se desarrollé en el estudio.
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9.2. Ubicacién

La presente investigacion se realizo en la ciudad de Latacunga, Barrio Salache perteneciente a
la Provincia de Cotopaxi, en la Clinica Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi en

el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion.

Figura 9.Localizacion del lugar.
Fuente: Google Earth

9.2.1. Situacién geografica
Esta localizado al sur Occidente de la ciudad de Latacunga, parroquia Eloy Alfaro, Barrio
Salache Bajo.
9.2.2. Limites
Norte: Predio de la sefiora Olga Estupifian de Alarcén y Quebrada seca s/n.
Sur: Lotes Teresa Acurio, Angel Acurio, Herederos Acurio.

Oriente: El rio Salache. Occidente: Hacienda de San Agustin y comunas de Alpamalag.

9.2.3. Coordenadas
Latitud: 00°597°47,68” N

Longitud: 78°37°19,16” E.
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9.2.4. Clima

La Facultad de CAREN se encuentra dentro de la region biocliméatica Subhumedo temperado.
Esta region se extiende desde los 2000 a 3000 m.s.n.m., con una temperatura media anual que
varia entre los 12 y 18° C. En la localidad su temperatura media anual es alrededor de 14. 5° C
y la precipitacién media anual es superior a 300mm., e inferior a 600mm. (55)

9.3. Instalaciones, Materiales y Equipos

9.3.1. Instalaciones

e Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion (Campus Salache )

9.3.2. Materiales de oficina

e Computadora

e Calculadora

e Resma de papel

e Internet (Horas)

e Copias

e Lapiz, marcadores y esferograficos
e Memory Flash

e Materiales fisicos o de campo
e Correa de sujecion

e Guantes de manejo

e Cofia

e Mascarilla

9.3.3. Equipos y materiales de laboratorio

e Microscopio

e Tubos para las muestras Seminales
e Conos desechables para la colecta
e Pipeta mecanica

e Puntas de Pipetas

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Camara de Neubauer
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e Jeringuillas de 1, 3, 5ml

e Gradillas de Nivel Metélica
e Placa Térmica

e Tubos Eppendorf

o Pajillas

e Tiras de pH

e Refrigeradora

e TermoOmetro digital

9.3.4. Materiales quimicos

e Agua destilada

e Diluyentes de origen vegetal y origen animal.

9.3.5. Materiales biol6gicos

e Semen canino

e Yema de huevo

9.4. Poblacion de Estudio

Para el desarrollo de la presente investigacion, se emple6 un muestreo no probabilistico, el cual
consiste en seleccionar de manera aleatoria a los individuos que van a ser parte de la
investigacion. La muestra que se utilizd consiste en 8 machos caninos de distintas edades
comprendidas entre los 1 y 8 afios. Los individuos de la muestra tuvieron caracteristicas
similares en cuanto a la alimentacion y estado sanitario. Se utilizé semen fresco de ocho caninos
donantes: Representado como (Perro 1) un American Bully de nombre “Negro”, el mismo que
contd con la edad de 1 afno 3 meses, (Perro 2) un Bulldog Inglés, de nombre “Negro” con una
edad de 1 afio 3 meses, (Perro 3) un Pequinés de nombre “Oddy”, con una edad de 1 afio, un
Pequinés de nombre Sparky con una edad de 8 afios que nominaremos (Perro 4), y cuatro perros
mestizos de nombre “Pablo”, “Simba”, “Pepe”, “Skay”, con edades de 2 afios, 2 afios, 3 afos,
2afos 6 meses respectivamente representados como (Perro 5, 6, 7, 8) los cuales gozaban de un
perfecto estado de salud, apto para la reproduccion, los ochos caninos pertenecientes a
diferentes duefios.
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Tabla 2. Registro de los caninos donadores de semen.

Nombre Raza Edad Peso Perro
Negro American Bully 1la 3m 17kg 1
Negro Bulldog Inglés la3m 15kg 2
Oddy Pequinés la 6.5 kg 3
Sparky Pequinés 8a 6.2kg 4
Pablo Mestizo 2a 6.75kg 5
Simba Mestizo 2a 6.75 kg 6
Pepe Mestizo 3a 7.2kg 7
Skay Mestizo 2a 6m 6.8kg 8

Fuente: Directa.

9.5. Metodologia experimental.

La metodologia experimental que se utilizé para el desarrollo préactico y cumplimiento de los

objetivos planteados del estudio principalmente se destaca lo siguiente:

9.5.1. Identificacién del método de extraccién de semen

El semen se recolecté mediante estimulacién manual sobre el bulbo peneano, depositando el
eyaculado en un tubo de plastico graduado y atemperado. Se obtenia 1 eyaculado por semana
de cada perro, durante un total de tres semanas consecutivas. Por lo tanto, en este experimento

se utilizaron tres eyaculados de cada uno de los ocho machos caninos.

Para el estudio se us6 la segunda fraccion del eyaculado (fraccién espermatica).
Inmediatamente después de la recoleccidn, las fracciones de esperma se analizan en cuanto a
su volumen, color, pH, concentracion, motilidad individual, motilidad progresiva, vigor. Para
esta evaluacion se utilizd un microscopio binocular de contraste de fases. EI volumen de semen

se determina directamente en el tubo de recogida.

9.5.2. Adiestramiento de los caninos.

Para la ejecucion del adiestramiento del canino macho, se evaluo previamente a nivel clinico y
andrologico y se realizo los adiestramientos una vez por semana. Y posteriormente dos veces

por semana hasta lograr el eyaculado necesario y una buena calidad espermatica.
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9.5.3. Recoleccion y evaluacion de la muestra

El semen se recogia mediante estimulacién manual sobre el bulbo peneano, depositando el
eyaculado en un tubo de plastico. Se obtenia 1 eyaculado por semana de cada perro, durante un
total de 3 semanas consecutivas. La recoleccion de semen se la hizo en horas de la mafana
(09:00 a.m.), se procedio a la limpieza del area genital haciendo especial énfasis en el area
prepucial, se uso suero fisiologico, con el fin de evitar agentes que contaminen la muestra
espermatica, se elimina la humedad del area con toallas desechables se subi6 al perro a la mesa
auxiliar de laboratorio, a continuacion la persona encargada de la extraccién se colocé un par
de guantes desechables de latex, y procedi6 a provocar la ereccion del miembro masculino del

animal; y, producira la eyaculacion y la colecta del material seminal en un termo.

Seguido se evaluo las caracteristicas macroscopicas del eyaculado canino en fresco, donde se
observa el color, se percibe el olor, se mide el pH y para la evaluacion de las caracteristicas
microscopicas se midié la concentracion, la motilidad masal e individual y se calcul6 el
porcentaje de mortalidad espermatica por ello la muestra seminal se dividié en dos partes
iguales, para adicionar una cantidad del diluyente de origen vegetal y animal con adicién de
yema de huevo, todas a una temperatura constante de 37°C para evitar el shock de frio y
posteriormente con la ayuda de una pipeta se coloca en la cAmara de Neubauer, para la

obtencion de los datos y después valorar.

El volumen seminal se determinaba directamente en el tubo de recogida. Para calcular la
concentracion, una parte proporcional de semen se diluyd (5:85), es decir 5 microlitros de

semen puro y 95 de agua.

El porcentaje de motilidad se calculaba por valoracion de una muestra de semen puro, usando
un microscopio y placas porta y cubre objetos que debian estar temperados (37°C) en una

platina térmica.

Tabla 3. Variables por evaluar en los eyaculados caninos.

VARIABLES UNIDADES DE MEDIDA

EVALUACION MACROSCOPICA

Volumen colectado mL

Color Blanco lechoso, blanco cremoso, blanco
acuoso, blanco opalescente

PH Acido, Neutro, Basico
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EVALUACION MICROSCOPICA

Concentracion % concentracion (M/ mL)
Motilidad individual Porcentaje

Motilidad progresiva Porcentaje

Vigor 1-5

Fuente: Directa
9.5.4. Seleccion y adquisicion de diluyentes

Los parametros en estudio se realizaron mediante la adquisicion de los diluyentes comerciales
de origen vegetal y animal el cual necesitaba la adicion de proteina animal donde se utilizd
yema de huevo, y para la valoracion de caracteristicas microscopicas del eyaculado, se realizd

con la ayuda de un microscopio electrénico.

9.5.5. Preparacion del semen con los diluyentes comerciales

Diluyente de origen vegetal se obtiene por una mezcla de 10 ml agua destilada con 20gr de

diluyente que se encuentra en presentacion sélida.

Diluyente de origen animal presentacion liquida y se obtiene el resultado final con adicién de
1,25 ml de diluyente y 0,25 ml de yema de huevo.

A continuacién, se colocd la muestra biolégica en un tubo graduado, luego se incorpord
respectivamente los diluyentes con una relacion de 1:2 y se mezclo ligeramente para
homogeneizar. Una vez evaluada la calidad espermatica en fresco y con los diluyentes,

posteriormente se realizo la refrigeracion, evaluando las caracteristicas microscépicas.

La muestra bioldgica se dividié en dos porciones equitativas y por consiguiente la primera
porcion del material seminal se preparé con el diluyente comercial de origen vegetal, a
continuacion, se empajillo algunas dosis para la respectiva evaluacion prevista a las 2h, 6h, 12h,
24h. La segunda porcion del material seminal se hizo una mezcla con el diluyente de origen
animal, con el mismo pardmetro de evaluacion, relevante mencionar que las muestras debian
mantenerse bajo refrigeracion a una temperatura de 4°C. Dentro de la evaluacién microscopica

post-refrigeracion se evaluaba motilidad individual, motilidad progresiva, vigor.
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Tabla 4. Esquema del experimento.

Tratamientos Diluyentes # de repeticiones
T1 Origen animal 3
T2 Origen vegetal 3
TOTAL 6

Fuente: Directa

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El presente anélisis experimental, cumplié con la comparacion de varios pardmetros
espermaticos con la utilizacion de diluyentes comerciales, como crioprotectores de las
estructuras celulares del semen canino, dentro de estos diluyentes se manejé el de origen animal
con la adicion de yema de huevo y el diluyente de origen vegetal estos presentaron su

contribucion durante las diferentes etapas de enfriamiento para la evaluacién microscopica.
Resultados sobre la evaluacion macroscopica y microscopica del semen puro.
Evaluacion macroscopica.

La evaluacion macroscopica del eyaculado en fresco, se realiz6 en cada uno de los ejemplares,
este procedimiento se desarrollaba posterior a la colecta donde se analizé variables cualitativas
como volumen, pH, color, donde el Perro 1 proporcioné un promedio de 2,5ml, esto se obtiene
acorde a las tres tomas correspondientes para el estudio, de igual manera el Perro 2, proporciond
1,66ml, seguido del Perro 3 el cual dio un volumen de 2,66ml, el Perro 4 dio 1,66ml, por otro
lado el Perro 5 eyaculo un promedio de 0,83ml, mientras que el Perro 6 aporto 2,83ml,
continuando con el Perro 7, ejemplar que proporcionoé 2,16ml, y por tltimo el Perro 8 presento
un volumen de 1,33ml, el 50% de los caninos manejados presentaron un color seminal
designado blanco acuoso, y el otro 50% blanco opalescente, y respectivamente el 100% de las
muestras presentaron un pH de 7, todos estos datos recolectados se encuentran dentro del rango

normal (Tabla 5).
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Tabla 5. Evaluacion de las caracteristicas macroscépicas del eyaculado en fresco.

Evaluacion macroscépica del eyaculado canino en fresco

Perro Volumen Color pH
1 2,5ml Blanco acuoso 7
2 1,66 ml Blanco cremoso 7
3 2,66 ml Blanco opalescente 7
4 1,66 ml Blanco cremoso 7
5 0,83 ml Blanco acuoso 7
6 2,83 ml Blanco opalescente 7
7 2,16 ml Blanco acuoso 7
8 1,33 ml Blanco opalescente 7

Fuente: Directa
Discusién.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion macroscépica del eyaculado fresco
obtenido manualmente se puede manifestar que el perro 6, de raza mestizo presenta un
promedio de 2,83ml con respecto a volumen, su color blanco opalescente refleja un eyaculado
normal y saludable, relacionandolo con una concentracion adecuada de espermatozoides,
validando un estado reproductivo sano y funcional, mientras que el pH refleja el equilibrio
acido-base del semen lo cual es muy importante para la viabilidad y movilidad de los
espermatozoides. Por lo tanto, se asemeja a los resultados obtenidos por Bonilla & Ballesteros
(24) mencionando que al tomar la muestra de semen por método manual se obtuvo un promedio
de 1 a 7.5ml de eyaculado de color opalescente. También en el estudio desarrollado por Alamo
(27) detalla que del total de eyaculados recogidos, el valor medio (x SEM) del volumen oscild
entre 0.95 £ 0.1 y 3.8 £ 0.6 mL. Se observo una enorme variabilidad individual en cuanto al

volumen aportado en cada eyaculado entre los machos.
Evaluacion microscopica.

La evaluacidén microscdpica de la muestra seminal en fresco brinda los siguientes resultados, se
recalca que estos son un promedio cuantitativo de las tres tomas realizadas respectivamente, en
cuanto a mortalidad individual el Perro 1 presentd un 94,3%, mientras que el Perro 2 se
manifiesta en un 92,6%, seguido del Perro 3 con un 85%, el Perro 4 con un 90%, a continuacion
se manifiesta el Perro 5 con un promedio de 90%, al igual que el Perro 6 con 90%, el Perro 7

con 86,6% y finalmente el Perro 8 con un promedio del 90%.
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Con respecto a la motilidad progresiva se obtuvo en el Perro 1 un promedio de 96,6%, en el
Perro 2 93,3%, seguido del Perro 3 con un 76,7%, mientras que el Perro 4 manifest6 un 88,3%,
el Perro 5 report6 un 85%, seguido del Perro 6 que obtuvo un 88,3%, el Perro 7 manifesto un
promedio de 86,7%, y por ultimo en el Perro 8 se describe un 91,7%. En cuanto al vigor
espermatico se estructura los promedios de la siguiente manera: el Perro 1y 2 se presentd con
5, seguido del Perro 3 con 4,3 de promedio, mientras que el Perro 4 se calificé un vigor de 4,7;
a continuacion, el Perro 5 presentd 4,3 de vigor, y por ultimo el Perro 6,7,8 manifestaron un
vigor promedio de 4,7 respectivamente. Seguidamente se describe la variable concentracion
espermatica por ml, el Perro 1 oscila entre 285,7 M/mL, a continuacion, tenemos del Perro 2
un promedio de 366 M/mL, el Perro 3 present6 173,3M/mL, el Perro 4 con 227,3M/mL, seguido
del Perro 5 con 223,7 M/mL, continuando con el Perro 6 que manifesté 160,3 M/mL, y para

finalizar en el Perro 7 y 8 se describe 268,3 M/mL y 185,7M/mL respectivamente. (Tabla 6)

Tabla 6. Evaluacion de las caracteristicas microscopica.

Evaluacion microscopica del eyaculado canino en fresco

Perro Motilidad individual % Motilidad progresiva % Vigor Concentracion M/mL

1 94,3 96,6 50 285,7
2 92,6 93,3 50 366,0
3 85 76,7 4,3 173,3
4 90 88,3 4,7 227,3
5 90 85,0 4,3 223,7
6 90 88,3 4,7 160,3
7 86,6 86,7 4,7 268,3
8 90 91,7 4,7 185,7

Fuente: Directa

Discusion

Con el desarrollo del analisis microscopico de los eyaculados de semen fresco se logra describir
que dentro de los pardmetros como: motilidad individual, motilidad progresiva, vigor y
concentracion espermatica el mayor promedio se presenta en perros de raza pura como
American Bully con MI= 94,3%, MP=96,6%, V=5, C= 285M/MI y Buldog Inglés MI=92,6%,
MP=93,3%, V=5, C= 366M/mL por lo tanto estos parametros se correlacionan con altos indices
en fertilidad y vitalidad espermatica. De igual forma en su estudio Alamo (27), interpreta que

en referencia a la motilidad individual progresiva observada en cada eyaculado, los valores

medios individuales oscilaron entre un 85.0 y un 92.5%. Con referencia a este parametro,
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comprobamos que existia escasa variacion individual entre ejemplares (p>0.1), manteniéndose
este valor siempre por encima del 85%, mientras que, dentro del mismo individuo, los valores
obtenidos en los diferentes eyaculados eran practicamente similares. Por otro lado, nuestro
estudio presenta resultados que oscilan con el estudio realizado por Cafiar (56) el cual describe
dentro de los parametros de motilidad individual un 90,38%; viabilidad un 97,44%.

Resultados de la evaluacién microscopica post- refrigeracion con la adicion de los

diluyentes comerciales.
Motilidad Individual.

Los resultados de motilidad individual de semen refrigerado se muestran en latabla7. En el
diluyente de origen animal mostré una motilidad individual de 89.3+6.68, 80.4 + 12.0, 66.9+
18.04, 52.7+17.8, 33.5+ 13.9 a las 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mientras que en el
diluyente de origen vegetal la motilidad fue 88.5+6.83, 76.9£13.7, 52.1+22.4, 33.5+20.9, 11.
7+9.35a las 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente.

Tabla 7. Motilidad individual (%)

Tiempo de refrigeracion (horas)

Diluyente

0 2 6 12 24
Origen animal 89.3+6.68 80.4+12.0 66.9+18.04 52.7+17.8 33.5+13.9
(n=24)
Origen vegetal 88.5+6.83 76.9+13.7 52.1+22.4 33.5+20.9 11.749.35
(n=24)
Fuente: Directa.
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Diagrama 1. Interaccion entre tiempos de refrigeracion (0, 2, 6, 12, 24 h) y dilutores de origen

animal y de origen vegetal la motilidad individual de espermatozoides de perros braquicéfalos.
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Discusién.

La evaluacion morfoldgica de semen comprende la diferenciacion cualitativa y cuantitativa de

espermatozoides normales y anormales, y la distincion de otras células no espermaticas. (57)

Resultados de nuestro estudio se manifiesta que el diluyente de origen animal con adicion de
yema de huevo mostré una motilidad individual de 89.3+6.68, 80.4 + 12.0, 66.9+ 18.04,
52.7£17.8,33.5+ 13.9alas 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mientras que en el diluyente de
origen vegetal la motilidad fue 88.5+6.83, 76.9+13.7, 52.1+22.4, 33.5+20.9, 11. 7+9.35a las 0,
2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mencionando que al tiempo de 2 horas bajo refrigeracion de 4
°C mantenian un buen porcentaje de motilidad individual. De la misma manera Restrepo y
demas autores (58) mencionan en su estudio que la refrigeracién a 4°C esta entre las
metodologias mas utilizadas para la conservacion del semen canino, pero este método posee la
limitante del escaso tiempo que el semen puede ser almacenado, dada la reduccion en la
fertilidad del semen con el transcurso de las horas. Sin embargo, la refrigeracion de semen es
recomendable cuando se quiere hacer inseminaciones repetidas en el mismo ciclo de una perra.
Se ha observado que la longevidad del semen canino es significativamente mayor a 4° C que a
22° C. a pesar de esto no se observaron diferencias significativas cuando se conservo a 4° C o
15° C.

Motilidad progresiva

Los resultados de motilidad progresiva de semen refrigerado se muestran en la tabla 8. En el
diluyente de origen animal mostré6 una motilidad progresiva de 89.5+6.28, 79.7+11.1,
68.5+20.9, 54.4+17.7, 36.7+14.6 a las 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mientras que en el

diluyente de origen vegetal la motilidad fue 89.6+5.88, 72.5+15.4, 49.8+21.1, 31.0+18.4,
13.5+12.1alas0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente.

Tabla 8. Motilidad progresiva (%)

Tiempo de refrigeracion (horas)

Diluyente

0 2 6 12 24

Origen animal (n=24) 89.5+6.28 79.7+11.1 68.5+20.9 54.4+17.7 36.7+14.6

Origen vegetal (n=24) 89.6+£5.88 72.5+154 49.8+21.1 31.0+18.4 13.5+12.1

Fuente: Directa.
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Diagrama 2. Interaccion entre tiempos de refrigeracion (0, 2, 6, 12, 24 h) y dilutores de origen
animal y origen vegetal sobre la motilidad progresiva de espermatozoides de perros

braquicéfalos.

En el presente estudio se obtiene los siguientes resultados con respecto a motilidad progresiva
donde el diluyente de origen animal mostré una motilidad progresiva de 89.5+6.28, 79.7+11.1,
68.5+20.9, 54.4+17.7, 36.7t14.6 a las 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mientras que en el
diluyente de origen vegetal la motilidad fue 89.6+5.88, 72.5+15.4, 49.8+21.1, 31.0+£18.4,
13.5+12.1alas 0, 2, 6, 12 y 24 h consecutivamente, estableciendo que existié una significativa
alteracion en motilidad con el trascurso de las horas bajo refrigeracion. Algo similar ocurre con
él estudié de Manosalva y coautores (59) que dan los siguientes resultados la motilidad total
(73.0 £ 7.0 y 824 + 7.0) y la motilidad progresiva (66.5 + 10.0 y 80.7 = 7.0) fueron
significativamente menores en espermatozoides refrigerados que en frescos (p<0.05). En base
a los resultados se podria sugerir que la motilidad, viabilidad, integridad de membrana
acrosomal y reaccién del acrosoma son afectados por la refrigeracion. Esto seria una indicacion
que la vulnerabilidad de la membrana acrosomal y de la membrana mitocondrial ocasionaria la

disminucion de la motilidad espermatica.

A diferencia del estudio que desarrollo Batista (60) donde menciona que la motilidad
espermatica permanecio practicamente inalterada en el semen refrigerado, con porcentajes
medios superiores al 70% durante las 48 horas; asimismo, no se detectaron diferencias entre las
muestras refrigeradas (R1, R6, R12, R24, R48) y el grupo control. La motilidad espermatica
no se modifica marcadamente durante las primeras 48 horas de conservacion a 4 °C, con valores
medios entre 60 y 80%. (61)
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Vigor espermatico.

Los resultados del vigor espermatico de semen refrigerado se muestran en la tabla 9. En el
diluyente de origen animal mostré un vigor de 4.58+0.504, 4.33 + 0.702, 3.38+ 0.824,
2.92+0.584, 2.67+ 0.565 h respectivamente, mientras que en el diluyente de origen vegetal la
motilidad fue 4.63+0.495, 4.21+ 0.833, 2.96+0.908, 2.25+1.15, 1.25+0.608 a las 0, 2, 6, 12 y

24 h respectivamente.

Tabla 9. Vigor espermatico.

Tiempo de refrigeracion (horas)
Diluyente

0 2 6 12 24

Origen animal 4.58+0.504  4.33 +0.702 3.38+0.824 2.92+0.584 2.67+0.565
(n=24)

Origen vegetal 4.63+0.495  4.21+0.833 2.96+0.908 2.25+1.15 1.25+0.608
(n=24)

Fuente: Directa.

[43]
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Diagrama 3. Interaccién entre tiempos de refrigeracion (0, 2, 6, 12, 24 h) y sobre vigor de
espermatozoides de perros braquicéfalos con el uso de diluyentes comerciales de origen vegetal

y origen animal.
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Discusion.

El diluyente de origen animal con adicién de yema de huevo de gallina utilizado en nuestro
estudio mostro mejores resultados en vigor 4.58+0.504, 4.33 + 0.702, 3.38+ 0.824, 2.92+0.584,
2.67+0.565 0,2,6,12,24 h respectivamente en comparacion con el dilutor de origen vegetal. Lo
gue se asemeja con el estudio realizado por Corrales & Bedoya (62) donde evaluaron que el
diluyente a base de EYT mostré mayores valores de motilidad progresiva entre las 24 y 96
horas de refrigeracion (93.0 £ 4.5 — 85.0+ 6.5), explicado gracias a que la composicién que
incluye sustancias buffer y azlcares, como también lipoproteinas, tienen la capacidad de
estabilizar la membrana en condiciones de shock térmico cuando interactiia con la estructura

lipidica de la plasmalema.
Discusion final.

En nuestro estudio se evidencid que una estabilidad adecuada con diferentes tiempos de
refrigeracion da como resultado un alto indice de supervivencia espermatica como lo describe
Restrepo y demas autores en su estudio que la refrigeracion del semen condiciona una menor
tasa metabdlica de los espermatozoides, permitiendo extender su supervivencia por periodos
cortos. Se ha descrito que el potencial fecundante de los espermatozoides expuestos a bajas
temperaturas depende fundamentalmente de la resistencia de la membrana plasmatica al dafio

causado por los cambios de temperatura. (58)

Diaz (53) caracteriza que, mediante el agregado de diluyentes apropiados, el semen puede
refrigerarse a 4°C y de esta manera ser conservado. Las bajas temperaturas disminuyen la tasa
metabolica del espermatozoide y prolongan su longevidad. Los diluyentes protegen a las
membranas del espermatozoide del dafio causado por los cambios de temperatura, proveen
energia y mantienen estables el pH y la osmolaridad. Ademas, los antibiéticos agregados a los
diluyentes evitan la proliferacion bacteriana, en especial en aquellos diluyentes que contienen
yema de huevo. Al igual que el estudio realizado por Diaz, se relaciona con el nuestro puesto
que al utilizar diluyentes comerciales de origen vegetal y de origen animal permitié prolongar
la vida celular espermatica, evitando un alto estrés osmético durante la refrigeracion a 4 °C. A
su vez Santana (63) explica en su estudio que la temperatura es uno de los parametros de mayor
importancia a la hora de preservar la calidad del semen, de forma que una disminucion
controlada y progresiva de la misma nos permite una conservacion de los eyaculados, desde
varias horas hasta varios dias. En este sentido, la refrigeracion del semen se convierte en una
herramienta muy Util en la cria canina; ademas, si a esto afiadimos la sencillez de la técnica, los

bajos costes y el alto nivel de éxitos, explicaria que la refrigeracion del semen en la especie
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canina se haya convertido en una de las técnicas de preservacion seminal en los Gltimos afios

por veterinarios clinicos.

La refrigeracion de nuestro estudio se llevo sobre los 4 °C por un periodo de 24h, con analisis
microscépico a las 2,6,12,24h evaluando motilidad progresiva, individual y vigor, distintamente
de los dos dilutores manejados, donde se valord que tienen un buen nivel de supervivencia post
refrigeracion. Algo similar ocurre con Santana (63) que en su estudio establecio que, tras la
correspondiente dilucidon, el semen se enfria a 4 °C gradualmente, durante un periodo de 1,5 a
2 horasy, luego, se almacena a dicha temperatura intentando utilizarlo en las primeras 24 horas,
si bien los espermatozoides pueden mantener la supervivencia de 2 a 4 dias, incluso 7 si se trata

de semen de buena calidad.

De igual forma se correlaciona con los resultados de Lépez y demas (64) demostrando que la
vitalidad e Integridad de la Membrana Plasmatica fueron superiores (P<0,05) en aquellas
muestras congeladas con TCG-YH. Los resultados de la presente investigacion demuestran que

la YH protegié mejor a los EE de perro durante la congelacién que el APV.

La movilidad es el pardmetro mas importante durante la evaluacion seminal, la mayoria de los
investigadores utilizan este pardmetro como el determinante al evaluar técnicas de congelacion,

diluyentes y crioprotectores. (65)
11. IMPACTOS

11.1. Impacto Técnico

El presente estudio posee un impacto técnico significativo, ya que proporciona datos cruciales
que pueden catalizar futuras investigaciones. Esto se manifiesta en los resultados obtenidos a
partir de analisis microscopicos detallados y la recopilacion de datos estadisticos precisos sobre
parametros criticos como la motilidad, vitalidad y vigor espermatico en semen refrigerado

durante diferentes periodos de tiempo.

11.2. Impacto Social.

Este estudio tiene un impacto social al proporcionar a los duefios de perros informacion sobre
métodos de reproduccion alternativos que presentan menor riesgo para sus mascotas. Este
enfoque considera integralmente el bienestar animal, abarcando aspectos cruciales como la
salud, el cuidado y el manejo responsable, ademas de minimizar la transmision de enfermedades

de origen sexual.
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CONCLUSIONES

Mediante la identificacidn de las caracteristicas macroscopicas se puede mencionar que
el perro de raza mestiza nimero 6 presenta mayor volumen de eyaculado, mientras que
en la evaluacion microscépicas el perro de raza braquiocefalica American Bully nimero
1, brinda una mejor calidad espermética y viabilidad, permaneciendo dentro de los
rangos establecidos en los distintos periodos de evaluacion.

Se pudo determinar mediante la evaluacién seminal que el macho de raza
braquiocefalica mantiene mejor motilidad individual, progresiva y de vigor,
permitiendo obtener optima calidad espermatica, aspecto trascendental para conocer la
fertilidad y optimizar los procedimientos de reproduccion asistida. También es
importante mencionar que la raza mestiza en cuanto a calidad espermética no alcanza
los estandares requeridos.

En conclusidn, el estudio comparativo entre los tratamientos de origen vegetal y origen
animal ha demostrado diferencias significativas en la motilidad individual, progresiva y
vigor del semen canino. A lo largo de las mediciones realizadas a las 0, 2, 6, 12 y 24
horas, indicando una diferencia estadisticamente significativa entre los dos diluyentes.
El diluyente de origen animal mostré un mejor desempefio, con una reduccion més lenta

en la motilidad del semen en comparacion con el diluyente de origen vegetal.

RECOMENDACIONES

Se recomienda a los propietarios de las mascotas o criaderos interesados en mantener la
diversidad genética y la salud reproductiva, optar por la raza American Bully, ya que en
los estudios realizados se puede observar e identificar de manera clara que brinda
mejores caracteristicas microscopicas siendo fundamental en la reproduccion de
caninos.

Como grupo investigador recomendamos en cuanto a calidad espermatica utilizar los
caninos de raza braquiocefalica debido a que brinda mejor calidad en motilidad
individual, progresiva y de vigor, de tal manera este reproductor es la mejor opcién que
se puede difundir para la reproduccién canina.

Segun los resultados del presente estudio se recomienda utilizar el diluyente de origen
animal ya que en el estudio realizado se determina que es la opcion méas adecuada para
la preservacion de semen canino refrigerado, especialmente cuando se busca mantener

la calidad seminal durante un periodo prolongado.
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CLAUSULA TERCERA. - Por el presente contrato, LA CEDENTE autoriza a LA CESIONARIA a
explotar el trabajo de grado en forma exclusiva dentro del territorio de la Republica del Ecuador.

CLAUSULA CUARTA. - OBJETO DEL CONTRATO: Por el presente contrato LA CEDENTE,
transfiere definitivamente a LA CESIONARIA y en forma exclusiva los siguientes derechos
patrimoniales; pudiendo a partir de la firma del contrato, realizar, autorizar o prohibir:

e) La reproduccion parcial del trabajo de grado por medio de su fijacion en el soporte informatico
conocido como repositorio institucional que se ajuste a ese fin.

f) La publicacion del trabajo de grado.

g) La traduccion, adaptacion, arreglo u otra transformacién del trabajo de grado con fines académicos
y de consulta.

h) Laimportacion al territorio nacional de copias del trabajo de grado hechas sin autorizacion del titular
del derecho por cualquier medio incluyendo mediante transmision.

Cualquier otra forma de utilizacion del trabajo de grado que no esta contemplada en la ley como

excepcion al derecho patrimonial. CLAUSULA QUINTA. - El presente contrato se lo realiza a titulo

gratuito por lo que LA CESIONARIA no se halla obligada a reconocer pago alguno en igual sentido

LA CEDENTE declara que no existe obligacién pendiente a su favor.
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CLAUSULA SEXTA. - El presente contrato tendra una duracion indefinida, contados a partir de la
firma del presente instrumento por ambas partes.

CLAUSULA SEPTIMA. - CLAUSULA DE EXCLUSIVIDAD. - Por medio del presente contrato,
se cede en favor de LA CESIONARIA el derecho a explotar la obra en forma exclusiva, dentro del
marco establecido en la clausula cuarta, lo que implica que ninguna otra persona incluyendo LA
CEDENTE podra utilizarla.

CLAUSULA OCTAVA. - LICENCIA A FAVOR DE TERCEROS. - LA CESIONARIA podré
licenciar la investigacion a terceras personas siempre que cuente con el consentimiento de LA
CEDENTE en forma escrita.
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LA CEDENTE LA CESIONARIA
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RESUMEN

En la actualidad la valoracion del efecto de diluyentes comerciales sobre el semen canino
refrigerado en razas braquiocefalicas como el bulldog francés, pequineés, el pug representa un
desafio crucial en la reproduccion asistida veterinaria. Datos anatomicos especificos de estas
razas, como la estructura facial caracteristica que puede predisponer a problemas respiratorios
y termorregulatorios, destacan la necesidad de optimizar técnicas de conservacion de semen
para mejorar la viabilidad espermatica. Por ello el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto
de dos diluyentes comerciales sobre el semen canino refrigerado en razas braquiocefalicas. En
el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion de la Universidad Técnica de Cotopaxi, se
utilizaron 8 machos caninos seleccionados aleatoriamente de raza braquiocefalicas y mestizas
con edades comprendidas de 1 a 8 afios y condiciones adecuadas de salud. Las muestras
seminales se extrajo mediante la técnica de recoleccion manual, con el uso de la segunda
fraccién del eyaculado, se evalué con la ayuda de un microscopio electrénico y una camara de
Neubauer, se analizaron las caracteristicas macroscopicas como volumen, color, pH vy
microscépicas como la concentracion, motilidad progresiva e individual y vigor del eyaculado
canino, se realizaron las valoraciones pre- refrigeracion y post- refrigeracion, tomando datos
puntuales con los dos tratamientos que correspondia a un diluyente de origen animal, el cual se
adiciono proteina animal como fue la yema de huevo, y el tratamiento dos correspondia a un
diluyente de origen vegetal. Con los datos obtenidos durante el proceso experimental, estos
fueron analizados y procesados con la ayuda del programa Excel. Para cada uno de los
parametros evaluados se encontr6 que existe diferencias significativas de los valores
porcentuales entre el uso del diluyente de origen animal obteniéndose resultados 6ptimos en las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas del material seminal tanto en valoracion pre-
refrigeracion y post- refrigeracion, mientras que con la utilizacion del diluyente de origen
vegetal se obtuvo bajos resultados en las caracteristicas microscopicas. Con estos resultados se
comprueba que, al usar la muestra seminal con el diluyente de origen animal, produce mejores
resultados durante la refrigeracion con respecto al uso del diluyente de origen vegetal.

Palabras claves: Razas braquiocefalicas, motilidad, diluyente de origen animal, refrigeracion,
yema de huevo.
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ABSTRACT

Nowadays, the evaluation of effects of commercial diluents on canine semen refrigerated in
brachiocephalic breeds such as the French bulldog, the Pekingese, Pug represents a crucial
challenge in veterinary assisted reproduction. Specific anatomical data of these breeds, such as
the facial structure characteristic that may predispose to respiratory and thermoregulatory
problems highlight the need to optimize semen conservation techniques to improve sperm
viability. Therefore, the objective of this research work is to evaluate the effect of two
commercial diluents on canine refrigerated canine semen in brachiocephalic breeds. In the
laboratory of Reproductive Biotechnology of the Technical University of Cotopaxi, 8 male
randomly canines males of brachiocephalic and mixed dogs with ages ranging from 1 to 8 years
old and in good health conditions were used. The seminal samples were extracted by manual
collection technique, using the second fraction of the ejaculate, evaluated with the help of an
electron microscope and a Neubauer chamber, the macroscopic characteristics such as volume,
color, pH and microscopic characteristics were analyzed Pre-refrigeration and post-
refrigeration evaluations were carried out, taking specific data with the two treatments that
corresponded to a diluent of animal origin, to which animal protein such as egg yolk was added,
and the second treatment corresponded to a diluent of vegetable origin. The data obtained during
the experimental process were analyzed and processed with the help of the Excel program. For
each of the parameters evaluated, it was found that there are significant differences in the
percentage values between the use of diluent of animal origin, obtaining optimal results in the
macroscopic and microscopic characteristics of the seminal material both in pre-assessment
cooling and post-cooling, while the use of diluent from vegetal origin obtained low results in
microscopic characteristics. These results show that the use of the seminal sample with the
animal diluent produces better results during refrigeration that using the diluent of vegetable
origin.

Keywords: brachiocephalic breeds, motility, diluent of animal origin, refrigeration, egg yolk.
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1. INFORMACION GENERAL

1.1.Titulo del Proyecto

Evaluacion del efecto de dos diluyentes comerciales sobre el semen canino refrigerado en razas

braquiocefalicas.
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Lugar de ejecucion: Provincia Cotopaxi, Canton Latacunga.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El presente estudio se realizo con el propdsito de evaluar la efectividad de diluyentes utilizados
para preservar el semen canino refrigerado, asegurando simultaneamente altos niveles de
motilidad y viabilidad espermatica. El proceso de refrigeracion reduce la tasa metabdlica de los
espermatozoides y prolonga su viabilidad. Los diluyentes empleados durante la refrigeracion
protegen las membranas espermaticas contra el dafio inducido por cambios de temperatura,

suministran energia y mantienen estables el pH y la presion osmética (1).

Hasta hace poco, la inseminacion artificial se realizaba Unicamente con esperma fresco. Sin
embargo, la préctica de usar esperma refrigerado ha ganado popularidad en muchos paises
europeos y en Estados Unidos, se ha convertido en una practica habitual, pero esta tendencia
aun no se ha extendido en América del Sur. La implementacion de este método de conservacion
de semen presenta ventajas como un bajo costo, facilidad de manejo y requerimientos de
infraestructura moderados. Estos factores podrian promover su adopcién regular en América

del Sur, mejorando asi las oportunidades de utilizar semen de reproductores deseados (2).

La utilizacion de semen refrigerado con diluyentes protectores permite preservar
espermatozoides con alta capacidad fecundante durante un periodo suficiente para su transporte

e inseminacion en animales situados en localizaciones geograficas distantes (3).

El incremento del valor y las posibilidades de comercializacion y distribucion de los cachorros
de pura raza genéticamente mejorados es de gran impacto y relevancia, asi como el aumento de
la importancia de la crianza de la especie canina tanto desde el punto de vista econémico,
recreativo o para la obtencion de perros de trabajo ha impulsado el desarrollo e implementacion

de las biotecnologias reproductivas, bancos de semen crio-conservado e 1A en esta especie (2).

La Inseminacion Artificial (1A) ha contribuido significativamente al mejoramiento genético de
los perros de raza pura. Gracias al desarrollo de esta tecnologia junto con la crioconservacion
del semen, es posible distribuir material genético a nivel mundial utilizando diversas técnicas
de congelacion. Esto ayuda a evitar complicaciones como la incompatibilidad comportamental
entre macho y hembra, la transmision de enfermedades o patologias que afectan la
reproduccion, asi como problemas asociados con el tamafio, el peso o la anatomia respiratoria
en perros braquiocefalicos, que pueden resultar en dificultades cardiopulmonares y limitaciones

para la monta natural (2).



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1.Directos

Todos los habitantes que formen parte del proyecto.

3.2.Indirectos

Estudiantes, docentes e investigadores de Medicina Veterinaria y carreras afines que

desarrollen estudios futuros de la refrigeracion de los espermatozoides en la especie canina.
4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

En la actualidad la valoracion del efecto de diluyentes comerciales sobre el semen canino
refrigerado en razas braquiocefalicas como el bulldog francés, pequineés, el pug representa un
desafio crucial en la reproduccion asistida veterinaria. Datos anatomicos especificos de estas
razas, como la estructura facial caracteristica que puede predisponer a problemas respiratorios
y termorregulatorios, destacan la necesidad de optimizar técnicas de refrigeracion y posterior
conservacion de semen para mejorar la viabilidad espermatica. Los diluyentes comerciales,
esenciales en la refrigeracion del semen, varian en composicion y pueden afectar
significativamente las caracteristicas espermaticas como, la motilidad, morfologia y viabilidad
espermatica. La falta de estudios especificos que comparen directamente diluyentes
comerciales en razas braquiocefalicas limita actualmente la aptitud de los médicos veterinarios
para seleccionar el método més efectivo, exacerbando los desafios inherentes a la reproduccion

en estas razas.

Dentro de una problematica crucial se incluye la necesidad de seleccionar diluyentes con
composiciones quimicas y osmolaridades adecuadas para mantener la viabilidad espermatica
durante la refrigeracion, congelacién y descongelacion. La variabilidad en la respuesta de
diferentes razas y condiciones individuales subraya la importancia de diluyentes que sean
compatibles con diversas morfologias espermaticas y sensibilidades a condiciones ambientales.
Ademas, la posible induccidn de dafio espermatico por algunos diluyentes, junto con riesgos de
contaminacion bacteriana durante el manejo, son aspectos criticos que requieren atencién para

optimizar la calidad y la efectividad de los programas de reproduccidn asistida en caninos.

En el contexto ecuatoriano, la situacion actual respecto a la criopreservacion del semen canino
en razas braquiocefalicas no difiere sustancialmente de las tendencias globales. Aunque los

avances en tecnicas de reproduccion asistida han sido adoptados gradualmente, la



implementacion especifica y optimizacion de diluyentes comerciales en estas razas especificas

aun no ha sido completamente explorada. La relevancia de abordar este problema radica en su

potencial impacto en la mejora de las actividades de reproduccion asistida veterinaria,

beneficiando directamente tanto a criadores como a propietarios de mascotas interesados en

mantener la diversidad genética y la salud reproductiva de razas braquiocefalicas populares.

5. OBJETIVOS

5.1.General

e Evaluar el efecto de dos diluyentes comerciales sobre el semen canino refrigerado en

razas braquioceféalicas.

5.2. Especificos

e Caracterizar macroscépica y microscopicamente el semen puro de los caninos.

e Determinar la calidad espermética de caninos de raza braquiocefalica y mestizos.

e Comparar la viabilidad espermatica con el uso de dos diluyentes comerciales post

refrigeracion.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS

OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1. Sistema de tareas en relacion con los objetivos planteados.

Descripcion de la

o Actividad Resultado de la . o

Objetivo 1 o actividad  (técnicas e
(tareas) actividad )
instrumentos)

Caracterizar macroscopica y Masaje en la region dorso

. - Muestras i
microscopicamente el semen | Recoleccién de abdominal al macho.

. de
puro de los caninos. semen. -guantes
semen

-tubos de Eppendorf




Evaluacion microscopica

Determinar la calidad
. . y Datos de . .
espermatica de caninos de | Observacion | - Microscopio
a
raza  braquiocefalica  y | microscopica o - Pipetas
_ viabilidad
mestizos.

- Porta y cubre objetos

. -Diluyente
Comparar  la  viabilidad _,
. Preparacion los | Resultados del
espermatica con el uso de dos ' _ - yema de huevo
) ) dos diluyentes | diluyente
diluyentes comerciales post . _ - semen
comerciales. comercial.

refrigeracion. i
- Refrigeradora

Fuente: Directa
7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

El conocimiento de la calidad de semen de un reproductor nos permitira estimar las
probabilidades de éxito en la utilizacion de este para realizar 1A con semen fresco o
criopreservado. Actualmente, la inseminacion artificial (1A) se lleva a cabo utilizando semen
fresco, refrigerado o congelado, cada uno de los cuales ofrece diferentes oportunidades de
aplicacion y requiere distintos niveles de complejidad en su manejo. En Sudamérica, la 1A con
semen fresco se realiza esporadicamente; sin embargo, su uso ha incrementado en la Ultima
década, correlacionandose con el avance de la clinica reproductiva canina y el aumento de
reproductores de razas en las cuales el servicio natural presenta dificultades. Aunque la 1A con
semen refrigerado o criopreservado es una practica comun en Europa y Estados Unidos, su
aplicacion sigue siendo limitada en Sudamérica. Dado el bajo nivel de complejidad requerido
para implementar esta técnica con semen fresco o refrigerado, y las ventajas que ofrece, es
probable que su uso se generalice en un futuro cercano, siempre que Se promueva
adecuadamente la técnica, su manejo y sus aplicaciones (4).

La recoleccion de semen en caninos es una practica que ofrece importantes ventajas en la clinica
reproductiva diaria. Esta biotecnologia puede variar en complejidad, desde moderada hasta alta,
y en costo, de bajo a medio, dependiendo de la técnica empleada y del tipo de semen utilizado
(fresco, refrigerado o congelado). En cada caso, proporciona diversas oportunidades, aportando
siempre significativos beneficios para la reproduccion canina (5).




7.1.Anatomia del aparato reproductor del perro
El aparato reproductor del macho canino es una agrupacion de 6rganos encargados de constituir
un sistema con un fin en comun, en este caso la reproduccién. Los mismos se clasifican, segun
su localizacion anatémica, en genitales internos que comprenden conductos deferentes, prostata
y uretra pélvicay genitales externos testiculos, epididimo, pene y prepucio. El testiculo también
se considera el dérgano reproductor primario, mientras que los conductos excretores, las

glandulas accesorias, el pene y el prepucio se consideran 6rganos reproductores secundarios

3).
7.1.1. Testiculos

Son dos estructuras ovaladas situadas entre las extremidades posteriores dentro del escroto,
variando de tamafio segun el peso corporal del animal. Presentan su eje largo anteroposterior
en posicion oblicua y en direccion dorso caudal. Cada testiculo tiene un polo craneal y un polo
caudal y dos caras, una lateral y otra medial. Son considerados los principales 6rganos
reproductores masculinos debido a su funcion, ya que alli se producen espermatozoides y
testosterona. También son productores de otras hormonas como la inhibina y los estrégenos;
proteina, que es necesaria para el funcionamiento de los espermatozoides; y liquido que

funciona como vehiculo para los espermatozoides (6).

7.1.2. Escroto

Es una capa epitelial que funciona para cubrir y brindar proteccion a los testiculos. Consiste en
la piel que forma la pared exterior del escroto, teniendo un rafe que representa la linea medial
de la estructura. La tanica interior se Ilama Dartos y esta formada por tejido conectivo simple.

En el interior, el escroto se divide en izquierdo y derecho (7).

7.1.3. Epididimo

Es un largo tubo que almacena y transporta los espermatozoides, se encuentra ubicada sobre la
superficie dorsolateral del testiculo, se divide en cabeza, cuerpo y cola, su cabeza se situa en el
polo craneal del testiculo y discurre de medial a lateral para luego continuar con el cuerpo, el
cual atraviesa por la superficie dorsolateral, y con la cola, que estd unida a la parte caudal del
testiculo por el propio ligamento del testiculo. La funcidn principal es brindar a la carga
espermatica el ambiente necesario para su maduracion otorgandoles motilidad y potencial de

fertilidad; ademas de ser el reservorio de estos (7).



7.1.4. Conducto deferente

Se origina en la cola del epididimo y asciende como componente del corddn espermatico,
ingresando a la cavidad abdominal por mediacion del canal inguinal. También hay que

mencionar que su funcion es transporte de espermatozoides (7).

7.1.5. Préstata

Es la unica glandula accesoria del perro macho. Consta de dos I6bulos, uno derecho y otro
izquierdo, separados por un tabique fibroso medio. Esta cubierto por una capsula gruesa que
contiene masculo liso y estroma. Se encuentra proximo al cuello de la vejiga, en la unién con
la uretra, al nivel del borde del craneo del hueso pubico. Dependiendo de su tamafio, se conecta
dorsalmente al recto y ventralmente con la sinfisis pubica o a la pared abdominal ventral, ya
gue migra cranealmente consecuentemente a medida que la glandula aumenta de tamafio. Tiene
numerosos conductos prostaticos que vierten su contenido dentro de la uretra protéatica cerca de
la abertura de los conductos deferentes, formando los coliculos seminales. Su morfologia y peso
varian relativamente con la edad y estimulacion hormonal ya que es un 6rgano dependiente de

androgenos (8).

7.1.6. Uretra

En su primera seccion, se dispersa a lo largo de la zona pélvica, es decir, la uretra pélvica y una
parte que continla por el pene, esto es la uretra peneana o esponjosa, la funcién es mixta, porque
funciona para transportar la orina desde la vejiga y también para transportar los

espermatozoides y el liquido prostatico durante la eyaculacion (9).

7.1.7. Pene

El pene es el érgano copulador masculino, consta de raices, cuerpos y glande. Dentro de su
parte proximal, a nivel de la raiz, se encuentran dos cuerpos cavernosos independizados por un
tabique mediano y rodeados por una tanica albuginea gruesa y también por un musculo
isquiocavernoso. La raiz del pene estd unida al arco isquiatico entre las tuberosidades
isquiaticas. El cuerpo tiene dos cuerpos eréctiles separados por un tabique central de tejido
conectivo y comenzando en la cohesion de dos pilares. Dentro del cuerpo del pene, en la parte
ventral, se encuentra la uretra rodeada por el cuerpo esponjoso. La parte distal del pene esta
formada por el glande. El glande tiene dos partes anatomicas, la parte proximal es el bulbo
glandular que es una extension de tejido esponjoso, y la parte més distal y final del pene es la

parte que es alargada, de forma cilindrica y con un extremo libre puntiagudo (9).



7.1.8. Prepucio

Esta es una membrana tubular que comienzay es continuacién de la piel del abdomen y recubre
todo el pene flacido. Tiene una mucosa interna lisa y una capa de piel externa cubierta de pelos
que convergen en el prepucio. Segrega un liquido verdoso llamado esmegma, que lubrica el
pene y es completamente normal (9).

7.2. Endocrinologia de la reproduccién

La endocrinologia de la reproduccién en el macho canino regula la produccién de
espermatozoides y el comportamiento sexual mediante un complejo equilibrio hormonal. El
hipotalamo secreta la Gonadotropina Liberadora de Hormona (GnRH), que estimula a la
hipdfisis para liberar la Hormona Luteinizante (LH) y la Hormona Foliculo Estimulante (FSH).
La LH actia sobre las células de Leydig en los testiculos, promoviendo la produccion de
testosterona, la hormona clave para el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias, la
libido y la espermatogénesis. La FSH, junto con la testosterona, estimula las células de Sertoli

en los tubulos seminiferos, facilitando la produccion y maduracion de espermatozoides (10).

La testosterona, ademas de sus funciones reproductivas, participa en mecanismos de
retroalimentacion negativa, regulando la secrecion de GnRH, LH y FSH para mantener el
equilibrio hormonal. La inhibina, producida por las células de Sertoli, también regula la FSH,
evitando la sobreproduccion de espermatozoides. Este sistema hormonal asegura la fertilidad y
el comportamiento sexual del macho canino, siendo fundamental para el éxito reproductivo
(10).

La funcidn de los testiculos es regulada por el sistema nervioso central a través de las
gonadotropinas hipofisarias LH y FSH, las cuales interactian con receptores especificos
ubicados en las células de Leydig y Sertoli, respectivamente. La produccion y liberacién de LH
y FSH estan controladas por la GnRH, una hormona sintetizada en el hipotalamo que llega a la
hipdfisis mediante el sistema porta hipofisario, donde se une a su receptor en las células
gonadotropas de la hipofisis. Aunque la GnRH no parece ser esencial para el desarrollo gonadal
durante la etapa fetal, su funcion se vuelve crucial desde la pubertad, participando en la
espermatogénesis, la esteroidogénesis y en los mecanismos de retroalimentacién que regulan

las hormonas esteroides producidas en las gonadas (11).



7.2.1. Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es un péptido compuesto por diez
aminoacidos que regula la funcion reproductiva en casi todos los vertebrados. Esta hormona es
sintetizada por neuronas en el hipotalamo y liberada en los vasos sanguineos de la eminencia
media. Su funcion principal es controlar la produccién y liberacion de las hormonas

gonadotroéficas en la hipofisis, especificamente la (FSH) y (LH) (12).

Estas hormonas a su vez son responsables de iniciar y regular los procesos de produccion de

esteroides y desarrollo de gametos en las gonadas (12).

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) se produce en el hipotdlamo, situado en la
base del encéfalo, y se transporta hacia la glandula pituitaria anterior (adenohipofisis) mediante

un sistema especializado de vasos sanguineos.

Esta hormona regula de manera especifica la liberacion de (FSH) y (LH), las cuales desempefian
un importante papel en el control de la reproduccion en mamiferos machos y hembras (13).

La GnRH se descarga en pulsos aproximadamente cada dos horas, y su secrecion puede ser
estimulada por la noradrenalina y el estradiol. Ademas, factores como las feromonas, que acttan
sobre el bulbo olfatorio, y sefiales luminicas que afectan la retina, también influyen en la
liberacién de GnRH. Por otro lado, la dopamina, los opioides y las endorfinas tienen un efecto
inhibidor sobre la liberacion de esta hormona. Ademas, el estrés y el uso prolongado de
corticosteroides ejercen una retroalimentacion negativa sobre la produccion de GnRH por parte
del hipotalamo. En presencia de altos niveles de estradiol, la GnRH favorece la produccion de
LH en lugar de FSH. En contraste, niveles elevados de progesterona y bajos de estrégenos

promueven la productividad de FSH por parte del hipotdlamo (13).

La Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) desempefia un papel fundamental en los
procesos de espermatogénesis y esteroidogénesis, asi como en las reacciones de

retroalimentacion que regulan las hormonas esteroides producidas en las gonadas (14).

y
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Figura 1. Regulacion endocrina y paracrina del testiculo.
Fuente: (11).
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7.2.2. Hormona Foliculo Estimulante y células de Sertolli.

La hormona que induce el crecimiento de los foliculos en el ovario y la secrecion de estrogenos
es la (FSH). En el testiculo, por otro lado, estimula la espermatogénesis al favorecer la sintesis
proteica en los espermatocitos primarios. Esta hormona es producida en el 16bulo anterior de la
hipofisis (15).

Quimicamente, la FSH se define como una glucoproteina que consta de dos cadenas peptidicas,
denominadas alfa (o) y beta (B). La cadena alfa es compartida con otras dos hormonas
hipofisarias, (LH) y (TSH). La regulacién de la FSH involucra la (GnRH), asi como los
estrogenos y la inhibina. Estas interacciones y las variaciones en los niveles de estas hormonas

son cruciales para determinar las diferentes etapas del ciclo estral en los mamiferos (15).

La Hormona Foliculo Estimulante promueve la proliferacion de las células de Sertolli, y en
colaboracidn con la testosterona, es crucial para mantener la espermatogénesis. Cuando la FSH
se une a su receptor especifico en la membrana de las células de Sertoli, estimula la produccién
de inhibina. Esta hormona ejerce una retroalimentacion negativa en la hipdfisis para reducir la
secrecion de FSH. Ademas, la inhibina tiene una accion antagonista respecto a la activina, que

estimula la formulacion y secrecion de FSH (15).

La activina, a su vez, esta regulada por la folistatina, una proteina que se une a las subunidades
de activina, bloqueando su interaccién con los receptores y, por lo tanto, inhibiendo la liberacion
de FSH (15).

Las células de Sertolli son el 6rgano blanco tanto de la (FSH) como de la testosterona. Poseen
receptores de membrana para la FSH y receptores nucleares para la testosterona. La FSH
estimula a las células de Sertolli a producir una proteina llamada proteina ligadora de andrégeno
(ABP), la cual es secretada en los espacios intercelulares del epitelio seminifero y en la luz de
los tubulos seminiferos. Las investigaciones sugieren que la ABP contribuye a mantener
concentraciones elevadas de androgenos en los tubulos seminiferos, lo cual es crucial para el

desarrollo normal de la espermatogénesis y la funcion general de las células de Sertolli (16).

Las células de Sertolli son responsables de la produccién de Inhibina, una hormona proteica
que ejerce un efecto supresor sobre la secrecion de (FSH), posiblemente actuando directamente

en las células de la hipofisis (16).

Existen pocos estudios sobre el mecanismo exacto de accion de la inhibina. La FSH es crucial
para iniciar la espermatogénesis durante la pubertad, pero una vez iniciada, la FSH parece no

ser esencial para mantener este proceso, excepto en situaciones fisiologicas donde se
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interrumpe, como bajo el efecto inhibitorio del fotoperiodo, donde se vuelve necesario para

continuar con la espermatogénesis (16).

Cada célula de Sertolli es capaz de soportar el desarrollo de un nimero determinado de celulas
germinales hasta convertirlas en espermatozoides; por lo tanto, teéricamente, el nimero de
células de Sertolli presentes en el testiculo determina la capacidad méaxima de produccion de

espermatozoides (16).

(+)

b )

\
l (+)

Figura 2.Sistema inhibina-activina-folistatina regulando la funcién de FSH.
Fuente: (11).

7.2.3. Hormona Luteinizante (LH) y células de Leydig

La hormona luteinizante (LH) es una glucoproteina formada también por dos subunidades, oy
3, siendo la cadena a idéntica a la de la FSH. En las hembras, se produce un aumento maximo
en la secrecion de hormona luteinizante (LH) poco antes de la ovulacion. Este incremento
hormonal es crucial ya que desencadena la maduracion final del ovocito, la ruptura del foliculo

ovarico y la liberacion del gameto femenino hacia el oviducto (17).

Se encuentra en niveles maximos al final del estro esta produce en el I6bulo anterior de la
hipdfisis. La LH estimula la secrecion de andrégenos tanto en las células tecales del ovario
como en células intersticiales (Leydig) del testiculo y la secrecion de progesterona de las células

granulosas del ovario (17).

En los machos, la Hormona Luteinizante (LH) desempefia un papel crucial al estimular las
células intersticiales (células de Leydig) en los testiculos, promoviendo asi la produccion de
testosterona y dihidrotestosterona. Por esta razon, también se conoce como hormona
estimulante de las células intersticiales (ICSH). Durante la pubertad, niveles elevados de LH
incitan a los testiculos a sintetizar testosterona, lo cual es fundamental para la maduracion de

los espermatozoides (13).



12

Ademas, la influencia de la (LH) sobre las células de Leydig puede ser amplificada por la
presencia de otras hormonas, como la Prolactina (PRL). La deficiencia de PRL puede causar
infertilidad y atrofia testicular, mientras que aumentar significativamente los niveles de
prolactina mediante terapias controladas que estimularan la produccion espermatica y
restablece los niveles de testosterona en la sangre. No obstante, niveles elevados de PRL en la

sangre pueden inhibir el trabajo testicular y provocar hipogonadismo (16).

Las células de Leydig, también conocidas como células intersticiales, se localizan en el espacio
intersticial del testiculo, fuera de los tubulos seminiferos. Su funcion principal es la sintesis de
testosterona, crucial para mantener la espermatogénesis. La produccion de testosterona esta
regulada por la Hormona Luteinizante (LH), que se une a los receptores de membrana en las
células de Leydig, activando la via del AMP ciclico (CAMP). Este proceso activa enzimas
Ilamadas proteinquinasas, las cuales catalizan la fosforilacion de proteinas dentro de la célulay
la conversion de colesterol en pregnenolona, un precursor clave de los esteroides. En ausencia
de LH, la produccién de testosterona se detiene y las células de Leydig experimentan una

notable reduccién en tamafio (16).

7.2.4. Testosterona

La testosterona sintetizada por las células de Leydig se transporta hacia los tibulos seminiferos,
donde es crucial para promover la espermatogénesis mediante procesos de difusion simple y
difusion facilitada. La adecuada espermatogénesis, especialmente durante la fase de meiosis, es
esencial para la produccion de espermatozoides. Por otro lado, la testosterona tiene un impacto
significativo en la libido, la funcidn secretora de los 6rganos genitales, y en el desarrollo de las

caracteristicas sexuales secundarias y del fenotipo masculino (16).

La testosterona tiene un efecto estimulante en la supervivencia de las células germinales, y la
investigacion indica que la apoptosis de estas células ocurre después de una disminucién en los
niveles de esta hormona. La presencia constante de Hormona Luteinizante (LH) es fundamental

para el desarrollo normal de la actividad de espermatogenesis (16).

7.2.5. Prolactina

La prolactina es una hormona compuesta por péptidos, principalmente producida por las células
lactotropas localizadas en la adenohipéfisis. Conforme se ha profundizado en el entendimiento
de su fisiologia y bioguimica, se ha revelado que esta hormona desempefia mas de 300

funciones en diversos tejidos y 6rganos del cuerpo humano, lo que la caracteriza como una-
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hormona con efectos pleiotropicos. Ademas de regular la produccion de leche, la prolactina
también influye en diferentes aspectos del organismo, agrupados en areas como la regulacion
del equilibrio hidrico y electrolitico, el crecimiento y desarrollo, funciones endocrinas y
metabolicas, el comportamiento y funciones cerebrales, la reproduccién, asi como la

modulacién del sistema inmunoldgico y la proteccion del cuerpo (18).

La Prolactina estimula la espermatogénesis al aumentar los receptores para la Hormona
Luteinizante (LH) en las células de Leydig, segun estudios realizados. Esta hormona desempefia
un papel crucial durante el periodo de recuperacién de las células de Leydig antes del inicio de
la temporada reproductiva, facilitando el desarrollo de la capacidad de estas células para

responder de manera mas efectiva al incremento de LH (16).

7.3. Fisiologia del aparato reproductor del perro

La fisiologia del macho canino en términos reproductivos se centra en la produccion,
maduracién y liberacion de espermatozoides, asi como en la secrecion de hormonas que regulan
estos procesos. Los testiculos son los 6rganos principales responsables de la produccion de
espermatozoides y de la sintesis de testosterona, la hormona masculina clave. La testosterona
es fundamental para el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias, el mantenimiento del

comportamiento sexual, y la regulacion de la espermatogénesis (19).

7.3.1. Espermatogénesis

El proceso de espermatogénesis, que tiene lugar en los tubulos seminiferos de los testiculos,
implica la produccion de espermatozoides (gametos masculinos). Las espermatogonias, células
precursoras de los espermatozoides, se dividen de forma normal en mitosis para generar
espermatocitos. Estos espermatocitos luego se dividen mediante meiosis, reduciendo su nimero

de cromosomas a la mitad (haploides con 39 cromosomas) y formando espermatidas (20).

Las espermatidas experimentan una reestructuracion significativa, en la cual el nucleo se
convierte en la cabeza del espermatozoide, el aparato de Golgi forma el acrosoma, y las
mitocondrias y centriolos contribuyen al desarrollo de la cola. La mayor parte del citoplasma
residual es absorbida por las células de Sertoli, situadas sobre la membrana basal de los ttbulos

seminiferos, que regulan la metamorfosis de espermatidas a espermatozoides (20).

La espermatogénesis inicia a los 4 meses de edad, aunque los espermatozoides no estan
presentes en el eyaculado hasta los 10-12 meses. En los machos reproductores, la produccion

de semen es proporcional al tamafio testicular. El semen se almacena en los compartimentos
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extragonadales del epididimo y el conducto deferente, y la cantidad reservada depende de la
frecuencia e intervalos entre eyaculaciones. La eyaculaciéon frecuente puede disminuir la
calidad del semen, ya que vacia las reservas espermaticas, como se observa con una eyaculacion
diaria durante 5 a 7 dias. Una vez agotadas las reservas, la cantidad de espermatozoides depende
Unicamente de la produccién diaria testicular. Por esta razon, la recoleccion de semen se

recomienda cada dos dias para permitir la reposicion de las reservas espermaticas (21).

Existen escasas evidencias que respalden que el eyaculado de un canino con infrecuente
actividad de cubricion contenga una elevada proporciéon de espermatozoides anormales. En
cambio, los machos sometidos a alta demanda reproductiva pueden experimentar periodos de

fertilidad suboptima en ciertas fases de su vida reproductiva. (22).

El ciclo completo de la espermatogénesis, desde la division de las espermatogonias hasta la
aparicion del espermatozoide en el eyaculado, tiene una duracidn de 8 semanas, de las cuales 2
semanas son necesarias para la maduracion de los espermatozoides en el epididimo (22).

7.3.2. Termorregulacion testicular

Para que la espermatogénesis se produzca correctamente, la temperatura de los testiculos en la

mayoria de los mamiferos debe ser 2 grados inferior a la del cuerpo (23).

* Ocurre en el plexo pampiniforme, donde la vena y la arteria testicular estan profundamente
conectadas, provocando que la sangre arterial con temperatura corporal se enfrie gracias a la

sangre venosa proveniente del testiculo a menor temperatura (23).

* La constante contraccion y relajacion del misculo cremaéster asegura que el sistema vascular

funcione correctamente y que la temperatura corporal esté controlada.

* La difusion de la temperatura hacia el exterior a través de la tinica dartos, que esta
estrechamente conectada con la tOnica vaginal parietal y visceral, contribuye a la

termorregulacion.

* Las glandulas sudoriparas permiten una disminucion de la temperatura cuando hay un
aumento de temperatura a nivel del cuerpo o del escroto gracias al hipotdlamo, que al detectarse
desencadena la sudoracion en el escroto (23).

Durante las ultimas dos semanas, los espermatozoides completan su maduracion en el
epididimo, llegan inmaduros a la cabeza del epididimo y completan su maduracién durante su

paso por el epididimo (23).
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Al entrar en los conductos deferentes, pierden la gota citoplasmatica restante y esta es expulsada
de los espermatozoides o migra al extremo distal y luego se considera madura. Un extremo del
epididimo se vuelve mas delgado y se convierte en el conducto deferente, lo que permite que

los espermatozoides salgan del escroto (23).

7.4.Manejo del macho reproductor

El manejo reproductivo se considera crucial en la reproduccién asistida de perros, siendo los
errores en este manejo responsables de la mayoria de los problemas reproductivos encontrados
en clinicas veterinarias (24). Es fundamental elaborar un protocolo de evaluacion clinica

exhaustiva para los machos reproductores caninos, el cual incluye:

7.4.1. Anamnesis

Informacion proporcionada por el propietario o responsable del animal mediante preguntas
estructuradas permite obtener diversos antecedentes que pueden guiar u orientar sobre las

posibles enfermedades que el animal ha padecido o podria haber experimentado (24).

7.4.2. Resefia del animal

Se recopilan datos importantes como la especie del animal, su edad aparente y real, raza, sexo,
color y peso. Estos detalles son fundamentales para la evaluacion clinica general del animal y

para la orientacién sobre posibles condiciones médicas que pueda tener o haber tenido (24).

7.4.3. Estado general

Ademas de los datos basicos mencionados anteriormente, es crucial evaluar la constitucion y
temperamento del animal, clasificandose como asténico (nervioso), apoplético (sanguineo) o
linfatico. También se deben observar las actitudes y comportamientos del animal, asi como
realizar una inspeccion general detallada. Estos aspectos proporcionan una comprension mas

completa de la salud y el estado general del animal reproductor canino (24).

7.4.4. Examen fisico

Es esencial realizar una evaluacion de la piel, los ganglios linfaticos, las membranas mucosas,
la temperatura corporal y llevar a cabo un examen exhaustivo por sistemas. Estos
procedimientos son fundamentales en la evaluacion clinica global del macho canino
reproductor para identificar posibles anomalias y dirigir adecuadamente el manejo reproductivo
asistido (24).
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7.4.5. Pruebas complementarias y de laboratorio

Siempre es recomendable integrar el examen fisico (semioldgico) con los hallazgos obtenidos
en pruebas radiograficas o de laboratorio, como el hemograma, la bioquimica sanguinea, los
cultivos, entre otras. Esta integracion proporciona una evaluacién mas completa y precisa del
estado de salud del macho canino reproductor, facilitando asi decisiones informadas en el

manejo de la reproduccion asistida (24).

7.4.6. Examen andrologico

Un examen androldgico se realiza preferentemente en una sala protectora y consta de tres partes
importantes: un examen fisico, un examen transrectal de los genitales internos y una evaluacién
del semen. La morfologia y la bioquimica de los espermatozoides se examinan en primer lugar
mediante todas las pruebas que se utilizan habitualmente en los laboratorios. Es importante
sefialar que la fertilidad de una muestra de esperma depende de dos factores: la calidad del
esperma y la cantidad de espermatozoides normales. Béasicamente, dos caracteristicas para

determinar la calidad del esperma son la viabilidad y la morfologia espermatica (25).

Al inspeccionar el escroto mediante inspeccion y palpacidon, es necesario evaluar el color de la
piel, la presencia de lesiones y la elasticidad. Se debe evaluar el nimero, ubicacion, consistencia
y sensibilidad de los testiculos. Normalmente son firmes y regordetes y volveran a su forma
natural cuando los sostengas. Si él se siente plano, puede sugerir hipoplasia y si esta muy
rigido, puede indicar signos de fibrosis. Se examina la anatomia del glande en busca de
secreciones anormales, lesiones o tumores. Y finalmente, verds que el prepucio cubre
completamente el pene, sin llagas ni desgarros, permitiendo la entrada y salida normal del pene.
Es normal observar una secrecion purulenta de color verde moderado, que se debe a la

regeneracion celular de la mucosa del prepucio (2).

El éxito de la reproduccion en caninos esta estrechamente ligado a los siguientes factores:
1) La salud y la nutricién de los reproductores.

2) La deteccion precisa del momento de maxima fertilidad de la hembra.

3) El tipo, manejo y calidad del semen empleado.

4) La implementacidn correcta de técnicas de inseminacion artificial (1A).

Estos elementos son cruciales para optimizar las probabilidades de éxito en los programas de

reproduccion asistida en perros (13).
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7.5. Valoracion del reproductor

La evaluacion del potencial reproductivo de los perros machos es una parte necesaria de un

programa reproductivo satisfactorio y la seleccion de los perros reproductores depende de:

e Capacidad fisica para copular.

e Su comportamiento durante la copula (la libido).

e Recogida de muestras de semen normal.
Si alguno de estos factores falla, las posibilidades de que una perra criada o inseminada
artificialmente (IA) quede prefiada disminuyen. Desde el punto de vista fisico, una nutricion
adecuada y el ejercicio son fundamentales para garantizar la fertilidad masculina. Los machos
utilizados para la reproduccién deben someterse a un examen fisico completo para su
evaluacion. Realizar examenes ortopédicos, neurologicos, endocrinos y del sistema

reproductivo antes del apareamiento o la inseminacion artificial (13).

1.1.Eyaculacion

La eyaculacion no es mas que la expulsion de liquido bioldgico al exterior mediante un reflejo
en el que se contraen los elementos que componen el aparato reproductor. Dependiendo de la
especie animal, existen diferentes tipos de eyaculacién. En los perros se trata de un eyaculado
trifésico, es decir, que consta de tres fracciones con una duracion total de unos 22 minutos (26).

La ereccidn en el perro ocurre fundamentalmente por un aumento en la turgencia debido a que
existe mas entrada que salida de sangre, generando un aumento de la presion dentro del sistema
circulatorio peneano. La estimulacion producida por los nervios pélvicos y sacros origina la
dilatacion de las arterias externas e internas a nivel del cuerpo cavernoso del pene. Asimismo
gracias a la contraccion de los musculos isquiocavernosos, el retorno venoso del cuerpo
cavernoso es restringido, permitiendo que la sangre quede retenida en el interior de este tejido
causando un aumento de volumen del bulbo del pene y un alargamiento del glande, haciendo

que este se deslice hacia adelante (26).

La eyaculacion se produce tras la estimulacion de los nervios simpaticos en el pene, que generan
contracciones peristalticas en los musculos bulbo-cavernoso e isquiocavernoso gque rodean a la
uretra a nivel del bulbo del glande. Por su parte, los conductos deferentes son los encargados
de transportar los espermatozoides desde la cola del epididimo hasta el pene a través de la uretra,
desembocando en la prostata craneal. Las contracciones originadas por dichos musculos sobre

la uretra permiten la expulsion del semen (26).
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La primera fraccién o fraccién pre espermatica procede de la préstata y se caracteriza por tener
escasos espermatozoides e incluso una ausencia completa de ellos. Tiene una consistencia
acuosa, transparente, se presenta en el principio la ereccion es muy rapida y corta corresponde
al 2% o0 3% del volumen total. Se excreta rapidamente en 30 a 1 minuto y su funcion es limpiar
y eliminar todos los posibles residuos de orina y contaminacion de la uretra (26).

La segunda fraccion proviene del epididimo y es mas retardada y lenta por contener
espermatozoides tiene un color que varia entre el blanco lechoso y el gris, por lo que su
consistencia es mas viscosa que la anterior. El tiempo de emision es de 1 a 2 minutos. Esta

fraccion es rica en espermatozoides (26).

La tercera fraccion o fraccion prostatica es liberada lentamente durante varios minutos, la
secrecidn tiene una consistencia acuosa se crea después de la fraccion de esperma, tiene un
color transparente y se afiade cuando los animales se unen en direcciones opuestas. Esta
proporcion representa el 90% del volumen total de la eyaculacion, y su eliminacion puede durar
de 3 a 30 minutos (26).
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Figura 3. Evaluacion visual de las diferentes fracciones del eyaculado.
Fuente: (26).
Durante las Ultimas dos semanas, los espermatozoides completan su maduracion en el

epididimo, llegan inmaduros a la cabeza del epididimo y completan su maduracion durante su

paso por el epididimo (23).

Al entrar en los conductos deferentes, pierden la gota citoplasmatica restante y esta es expulsada
de los espermatozoides o migra al extremo distal y luego se considera madura. Un extremo del
epididimo se vuelve mas delgado y se convierte en el conducto deferente, lo que permite que

los espermatozoides salgan del escroto (23).
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7.6. Métodos de extraccidon seminal

La recoleccion de semen se realiza habitualmente mediante masturbacion, aunque la
electroeyaculacion puede ser empleada en animales extremadamente agresivos o en aquellos
que no logran eyacular mediante la técnica manual. La recoleccion de la fraccion espermatica
es suficiente para llevar a cabo la inseminacion artificial; parte de la fraccidn prostatica puede
también ser recolectada Unicamente para garantizar que se ha obtenido completamente la

segunda fraccion (4).

7.6.1. Estimulacion manual

Es el método més utilizado en la especie canina y se desarrolla mediante la estimulacién manual
del bulbo del pene. Siempre que sea posible es recomendable la presencia de una hembra en
celo. Para conseguir un mayor grado de excitacion puede permitirse la presencia de una hembra
en celo, y que el macho olfatee la region vulvar, incluso que dé un salto sobre ella, con objeto
de obtener la estimulacion necesaria que facilite la recogida. Es la mejor técnica en machos
muy jovenes o sin excesiva experiencia sexual. Cuando no se dispone de hembra, es factible el
uso de gasas o algodones impregnados en secreciones vaginales de una hembra en celo, que
pueden guardarse congelados y ser descongelados 15 min antes de su uso. También puede ser
atil recoger la orina de una perra en celo y congelarla, y proceder a descongelarla cuando sea
preciso (26).

También se puede recurrir a una hembra sumisa, a la que, si es posible, se le impregna la cola
con secreciones u orina de una hembra en celo, si no resulta posible disponer de monturas vivas,
se puede llevar a cabo una estimulacion manual del bulbo del pene, aunque el macho no esté
previamente excitado, consiguiendo en machos entrenados que el bulbo se estimule con

bastante facilidad aunque no esté presente una hembra en celo.

En cualquier caso, el procedimiento consiste en estimular el bulbo del pene y, una vez que se
haya conseguido aumentar su tamario un 40-50%, se exterioriza el bulbo fuera del prepucio. Es
importante que el técnico deslice el prepucio hacia caudal antes de que el bulbo del glande se
congestione totalmente. En aquellos casos en que el bulbo haya aumentado demasiado de
tamafio y la abertura prepucial no permita su salida, debe detenerse la estimulacion unos pocos
minutos para permitir su detumescencia. Pasado este tiempo se puede volver a iniciar el proceso

de estimulacion (26).

Cuando se ha alcanzado un tamario suficiente se realizan sobre el bulbo ligeras contracciones,

simulando las que se producen de forma fisioldgica en la vagina de la hembra; con ello se
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consigue que la ereccién se complete. En este momento, muchos perros ya inician la
eyaculacion, si bien la mayoria requiere una rotacion del pene en sentido caudal (180°); con
esta rotacion se consigue una oclusion de la vena emisaria del glande que impide que la ereccion
disminuya. Una vez iniciada la eyaculacion, el semen debe ser recogido en un recipiente
previamente atemperado con una temperatura que oscile entre los 37°C, siendo el instrumental
comunmente usado un tubo de cristal acoplado a un embudo también de cristal, aunque puede

utilizarse embudos de plastico (26).

Figura 4. Embudos y tubos de plastico utilizados para la recogida seminal.
Fuente: (26).

Figura 5. Estimulacion manual sobre el glande del pene.
Fuente: (26).
De manera general, se intenta recoger las tres fracciones por separado, o al menos recoger de

manera individual la fraccion rica en semen. Finalizada la eyaculacion, o tras haber obtenido la
fraccion de interés, la ereccion desaparece escasos minutos después de liberar el pene de la
presion digital, si bien se considera interesante controlar que el pene vuelva a su informacion y
localizacion normales en el interior del prepucio. En algunas ocasiones, el prepucio puede
enrollarse sobre si mismo e impedir el regreso del pene a su interior, lo que provoca sequedad

y exposicion de este a posibles traumas (26).
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7.6.2. Vagina artificial

Esta formada basicamente por un cilindro rigido de unos 15 cm de longitud que se encuentra
rodeado por una camisa de caucho donde se deposita agua a 40 °C a través de una valvula; en
algunos casos también es posible insuflar aire para aumentar la presion. En un extremo del
cilindro se coloca un embudo de caucho que esta unido a un tubo colector graduado a 37 °C,

que se va cambiando conforme se van recogiendo las diferentes fracciones del eyaculado (27).

La técnica consiste en introducir el pene dentro de la vagina artificial cuando haya alcanzado
mas de un 50% de ereccion. El pene se coloca en el interior de la vagina una vez que esta erecto
y que se haya exteriorizado el bulbo, colocando los dedos detras del bulbo y empujando

suavemente el pene dentro de la vagina artificial hasta conseguir la eyaculacion (27).

>
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Figura 6. Materiales para una vagina artificial.
Fuente: (26).

7.6.3. Electroeyaculacion.

La técnica de electroeyaculacion consiste en obtener semen mediante la aplicacion de un
estimulo eléctrico. Este estimulo se administra a través de un electrodo que se inserta en el recto
del animal. Este método facilita la recoleccidn de semen de manera repetitiva en animales que
estan en cautiverio, en semicautiverio o en animales domésticos que no han sido entrenados

para eyacular en una vagina artificial (28).

Un equipo de electroeyaculacion estd compuesto por varios elementos, que incluyen la caja de
transporte, la sonda rectal, la unidad de control, el cargador de la bateria, el cable de
alimentacion, el cable de conexidn de la sonda, el mango, el cono y el recipiente de recoleccion.
facilitar la distribucion de material genético valioso comercialmente, ademas de reducir los
riesgos de transmision de enfermedades. Esta metodologia se basa en la estimulacion eléctrica

aplicada a través de un transductor rectal, estimular los nervios pélvicos simpaticos y
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parasimpaticos con impulsos de bajo voltaje y amperaje y de esta forma pueden inducir ereccion

peneana y eyaculacion (29).

La eyaculacion es un proceso que ocurre en dos fases: primero se produce la emision, seguida
por la ereccion y la eyaculacion en si. Cuando se aplica una estimulacion adecuada, esta se
transmite a través del nervio pudendo interno hacia los centros lumbosacros de la columna
vertebral. Desde alli, la respuesta viaja a través de los nervios simpaticos lumbares (nervio
erigente del plexo hipogastrico), lo que provoca la contraccion de la musculatura lisa que rodea
la préstata, las glandulas vesiculares y los conductos deferentes, asegurando el avance del
semen hacia la uretra pélvica. Simultaneamente, la respuesta nerviosa también se transmite a
través de los nervios parasimpaticos, lo que provoca la contraccion de la musculatura estriada
del tracto uretral (musculos isquiocavernoso, bulboesponjoso y uretral), resultando en la

ereccion del pene y la eyaculacion propiamente dicha (30).

Esta técnica se fundamenta en la aplicacion regular de un estimulo eléctrico a través del recto,
activando tanto el sistema nervioso autonomo como el somatico. Esto provoca la secrecién de
fluidos de las glandulas accesorias y culmina en la eyaculacién (29). El perro recibe un total de
240 estimulos eléctricos, divididos en 4 conjuntos de 60 estimulos y un voltaje de 6 V, el
intervalo entre estimulos es de 3,0 segundos (2). Es un método experimental, que requiere

anestesia general (31).

7.7. Caracteristicas semen canino

La consideracion de ciertos parametros permitira determinar el propdsito de la eyaculacion. Es
decir, si el material seminal analizado cualitativamente, mediante evaluacion macroscopica y

microscépica, se encuentra en condiciones de ser procesado (2).

El analisis seminal, o espermiograma, comprende una serie de pruebas que evaltan diferentes
factores y funciones de las células espermaticas. A partir de este analisis, se determina si la
muestra es apta 0 no para su uso en inseminacion artificial. EI analisis rutinario incluye tanto
un examen macroscopico como microscépico del eyaculado, en el cual se evaltan el volumen,
la concentracion, la motilidad, el estado del acrosoma y las anomalias morfoldgicas de los

espermatozoides (32).

7.7.1. Caracteristicas macroscopicas

En la evaluacion macroscopica se lleva a cabo una observacion inicial de la apariencia general

del eyaculado, enfocandose en su consistencia, olor y volumen (33). El analisis macroscopico
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del semen implica examinar las caracteristicas fundamentales del eyaculado a simple vista, sin
necesidad de utilizar un microscopio (34). Entre los aspectos seminales macroscopicos mas

relevantes se incluyen los siguientes:

7.7.1.1.Volumen

El volumen de eyaculado variara dependiendo de diversos factores como raza, edad, tamafio
del animal, edad, tipo de comida, excitacion, experiencia, etc. Segln varios estudios realizados
en razas de diferentes tamarfios, se ha encontrado que, en perros pequefios como Chihuahua,

Pequinés, Pincher, Schnauzer Miniatura, etc. el volumen es de aproximadamente 1,5 a 5,0 ml

2).
7.7.1.2. Color

El color normal del semen varia desde el gris transparente hasta el blanco lechoso, esta variacion
depende directamente de la concentracion de espermatozoides. Un color anormal deberia
alertarte de un problema en el tracto genital masculino, por ejemplo, el rojo indica la presencia
de sangre, ya sea de la superficie del pene o de la prostata, el amarillo indica la presencia de

orina y las particulas blancas indican la presencia de leucocitos (35).

7.7.1.3. pH

El pH debe medirse inmediatamente después de la recoleccion del eyaculado. Para ello se aplica
una gota de esperma sobre un papel de pH y se lee al cabo de 30 segundos. El pH normal del
semen canino esta en el rango de 6,3 a 7 y depende de la cantidad de liquido. Una caida del pH
puede deberse a una eyaculacion incompleta o a una inflamacion de los testiculos y el epididimo
(36).

7.7.2. Caracteristicas microscopicas

El analisis microscopico del semen permite evaluar la movilidad, vitalidad, concentracion y
morfologia de los espermatozoides, ademas de detectar la presencia de células y/o elementos
acompafantes distintos a los espermatozoides, como leucocitos, células progenitoras

espermaticas, células inflamatorias, bacterias y cristales (37).

En el analisis microscopico inicial, es esencial evaluar la presencia de células no espermaticas,
leucocitos, filamentos de moco, cristales (como el fosfato de espermina), hematies,

espermatozoides aglutinados y otros elementos, como: Trichomonas vaginalis y levaduras (37).
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7.7.2.1. Motilidad

Es un parametro importante en la evaluacion de la calidad de semen canino y debe ser superior
al 70% en una muestra normal, este parametro indica la habilidad de los espermatozoides para

alcanzar al évulo y fertilizar y debera evaluarse a 37°C (35).

En la valoracion de la motilidad tomamos en cuenta la motilidad masal y la individual. Puede
alterarse por una inadecuada temperatura como por la presencia de sustancias toxicas en el
equipo de recoleccion El valor normal de la motilidad del semen fresco en los perros oscila
entre 85- 95% (38).

Cuando se habla de la motilidad del semen después de la congelacion, se considera que tiene
buena calidad si los valores son superiores al 50%. Se ha comprobado que 200 x 106
espermatozoides mdviles en fresco, es un buen valor para obtener tasas de fertilidad
comparables a los obtenidos mediante monta natural. Al usar semen congelado y realizar una
inseminacion intrauterina se recomiendan que entre 150-200 x 106 espermatozoides sean
moviles (38).

7.7.2.2. Motilidad en masa

Se examina una muestra no diluida, y se establece la existencia de “oleadas”, movimientos de
flujo y reflujo provocados por la reunion y posterior dispersion de espermatozoides; estas ondas

se consideran como indicio de buena vitalidad y alta concentracion de espermatozoides (31).
Calificacion

5Muy bueno (90%) Ondas rapidas

4 Bueno (70-85%) Movimiento vigoroso

3 Regular (45-65%) Bajo movimiento

2 Pobre (20-40%) Ausencia de ondas

1 Muy pobre (10%) Solo el 10% muestra vitalidad

0 Muertos (0%) No existe actividad de ningn espermatozoide (31).

7.7.2.3.Vigor

Es una medida que indica la intensidad del desplazamiento progresivo en linea recta, y se evalla
utilizando la misma preparacién que se emplea para analizar el movimiento individual (32). Es

considerable porque entre mayor vigor mayor vitalidad posee el esperma (39). Para la
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evaluacion del vigor, hay que tener en cuenta la velocidad con la que estos espermatozoides
atraviesan el campo, el movimiento progresivo y el vigor de ese movimiento; asi, a mayor
cantidad de espermatozoides se formard una mayor cantidad de olas (40). La clasificacion se
realiz6 segun lo propuesto por Restrepo et al de 1-5 (1 malo 5 excelente), evaluando como 0
los espermatozoides inmoviles y como 5 los que avanzan rapidamente por el campo y son
dificiles de seguir visualmente. Dentro de estos parametros se consideran los puntos

intermedios. Se considera como valor minimo aceptable un vigor de 3 (41).

7.7.2.4. Motilidad individual

Se valora de manera individual a los espermatozoides; es normal cuando el espermatozoide
presenta movimiento progresivo y avanza con rapidez. Debe estudiarse otra muestra de semen,

siempre gue se encuentre un alto porcentaje de espermatozoides inmdéviles o muertos (31).
Calificacion

Muy buena (80-100%) (38).

Buena (60-79%)

Regular (40-59%)

Pobre (<40%)

7.7.2.5. Morfologia

Es importante en la valoracién de la fertilidad, con el fin de establecer porcentajes de
espermatozoides normales y poder clasificar las anormalidades. Existe una alta correlacion

entre los defectos espermaticos e infertilidad (38).

La tincion mas utilizada para valorar la morfologia de los espermatozoides es la de eosina-
nigrosina.Otra técnica de tincion es la de la de Azul de metileno, que de igual manera sirve para
la viabilidad seminal y evaluacién de las membranas, ayudandonos a diferenciar los

espermatozoides vivos de los muertos (38).

7.7.2.6. Morfo-anomalias

Las anormalidades de los espermatozoides se pueden observar mediante el microscopio, al
contar 100 espermatozoides y separando las anormalidades en primarias y secundarias. La suma
entre anormalidades primarias y secundarias no debera ser mayor de 20%, para poder considerar

un semen apto para usar (31).
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7.7.2.6.1. Anormalidades primarias
Ocurren durante el proceso de espermatogénesis y pueden manifestarse a nivel del acrosoma
(como pérdida del borde apical, abultamiento, arrugamiento, incompleto o desdoblado), de la
cabeza (piriforme, flagelada, lanceolada, irregular, angosta, doble, macrocéfalo, microcéfalo),
del cuello (con fractura, retroaccion o presencia de gota citoplasmatica), y de la cola (corta,

doble, retorcida o con gota citoplasmatica) (42).

e Doble flagelo (13).
e Coladoblada.
e Microcéfalo.
e Macrocefalo.
e Cabeza alargada.
o Cabeza doble.
e Cabeza periforme
7.7.2.6.2. Anormalidades secundarias
Se producen durante el transporte de los espermatozoides desde el tubulo seminifero y/o

epididimo hasta su expulsion por la uretra durante la eyaculacion (42).

Debido a errores durante la manipulacion del semen por parte del examinador, como la
persistencia de la gota citoplasmatica, flagelos doblados y ruptura del acrosoma, pueden surgir
problemas (31).

En el caso especifico de la gota citoplasmatica proximal, se ha observado que afecta la fertilidad
en perros. Sin embargo, la presencia de un flagelo abaxial no parece influir en la fertilidad

canina. El porcentaje normal de incidencia es de 10-20% (31).
Anomalias de la cabeza:

e Desprendimiento o separacion prematura del acrosoma.
e Acrosomas protuberantes.

e Defecto de crater (13).

Anomalias del cuello:

e Cuello torcido.
e Cuello roto.

e Gota citoplasmatica intermedia.
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Anomalias en la pieza media:

e Gota citoplasmatica distal.
e Union al cuello.

Anomalias en la cola:

e Colatorcida.
e Colaenrollada (13).

DI

Espermatozoides Defectos en Defectos en Defectos en
normales la cabeza el cuello la cola

Figura 7. Anormalidades spermaticas.
Fuente: (31).

7.7.2.7. Concentracion

La concentracién es el ndmero de espermatozoides por ml de semen. ElI nimero de
espermatozoides en el eyaculado se determina multiplicando la concentracion por el volumen
total colectado. La concentracion seminal puede fluctuar segun la edad, raza, estado fisiologico,
salud, tamafio de los testiculos, actividad sexual, temporada del afio y frecuencia de recoleccion.
Los espermatozoides se cuentan con la ayuda de la cAmara Neubauer, Burker o fotocolorimetro
(35).

En una pipeta se hard la dilucion de solucion salina al 2.9 % de 1:100, después se llenard la
camara Neubauer y se contabilizaran los espermatozoides de los cuadros de los extremos y
centro de cada camara. La camara Neubauer tiene 2 cdmaras, por lo tanto, se cuentan 5 cuadros
en cada cdmara, se suman los resultados de las dos cAmaras y se dividen entre dos para sacar el
promedio y el resultado (nimero de espermatozoides) se multiplica por 5 x 106 segun el factor
de dilucién (1:100 es por 5 x 106 ), obteniéndose asi la concentracion espermatica por ml de
eyaculado. Se multiplicara la concentracion obtenida en cada ml., por el volumen colectado;
dando como resultado el nimero de espermatozoides total por eyaculado. En un eyaculado
normal existen en promedio de 200 a 1000 millones de espermatozoides por mililitro y por lo

menos 100 millones son necesarios para gestar una perra, siempre y cuando se inseminan con
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semen fresco. Cuando el semen es congelado la concentracidén espermatica debe ser mayor
debido a la muerte de espermatozoides ocasionada por los procesos de congelamiento y

descongelamiento (35).

Para el perro se considera normal de 200 a 500 millones de espermatozoides
normales/eyaculado. Cuando es semen congelado se ha estipulado que son necesarios entre 150
y 200 millones de espermatozoides por inseminacion con una tasa de sobrevida del 50% para
obtener resultados satisfactorios. Una vez recolectado el semen puede ser almacenado,
congelado o refrigerado a 5-10°C manteniendo la viabilidad de los espermatozoides durante un
lapso de 18 a 21 horas (24).
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Figura 8. Camara de Neubauer para obtener la concentracion espermatica.
Fuente: (24).

7.7.3. Factores que afectan las caracteristicas del semen

La calidad del semen eyaculado se ve influenciada por varios factores, como la edad, la
frecuencia de eyaculacion, la excitacion del animal y la manera en que se manipula la muestra

durante la recoleccion y evaluacion (43).

7.7.3.1. Pubertad

La eyaculacién temprana de un perro después de alcanzar la pubertad a menudo contiene
espermatozoides anormalmente muertos. En la siguiente eyaculacién, la concentracion de
espermatozoides aumenta, la cantidad de espermatozoides anormales disminuye y el semen

tiene una cantidad normal de espermatozoides maduros (44).

7.7.3.2. Frecuencia de la eyaculacion.

La frecuencia de la eyaculacion afecta directamente el volumen de semen y la concentracion de
espermatozoides. Se demostrd una ligera disminucion en el recuento total de espermatozoides
en la eyaculacion cuando se tomaron muestras una o dos veces al dia en comparacion con dos
o tres veces al dia. una semana. Esta disminucion se asocia con una disminucion en el suministro

de espermatozoides en el epididimo. Cuando se agota, la disminucién en el recuento de
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espermatozoides se estabiliza y la disminucion posterior depende de la tasa de produccién en
los testiculos. Por lo tanto, aunque la cantidad de espermatozoides en la eyaculacion disminuye
con un mayor uso, la cantidad total de espermatozoides producidos por semana es relativamente
constante e incluso puede aumentar con una mayor actividad sexual. La cantidad total de
espermatozoides en la eyaculacion puede aumentar después de unos dias de descanso,
probablemente debido a la reposicion de la reserva epididimaria. La libido permanece normal

incluso si el perro se ve obligado a eyacular diariamente (31).

7.7.3.3. Tamano testicular.

Se ha demostrado que el tamafio del parénquima testicular y por tanto el tamafio de la glandula
tiene una correlacion directa con la produccion diaria de esperma. El ancho escrotal proporciona
una medida objetiva del tamafio testicular y un método para identificar perros con testiculos
mas pequefios de lo normal. Es normal que el ancho del escroto se ajuste segun el peso corporal.
Sin embargo, el ancho escrotal no es un indicador preciso; Se observan variaciones
significativas en el ancho escrotal en perros de cualquier peso corporal, debido en parte a
diferencias raciales. Ademas, el ancho escrotal "normal™ no significa que el perro esté

produciendo esperma (2).

7.8. Diluyentes

El diluyente es una solucién acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado hasta
conseguir la dosis necesaria, conservar las caracteristicas de funcionalidad de las células

espermaticas, manteniendo el nivel de fertilidad preciso (45).

Para cumplir con el control bioldgico sobre el medio que rodea al espermatozoide, un diluyente

debe cumplir los siguientes requisitos:

. Poseer una presion osmotica isotonica con la de la sangre del macho y ser capaz de

conservarla durante el almacenamiento a un nivel aproximado.

. Proporcionar un equilibrio adecuado de elementos minerales esenciales para la vida de

las células espermaticas.

. Aportar los nutrientes que precisan los zoospermos, para su metabolismo aerobio y

anaerobio.
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. Suministrar lipoproteinas y/o lecitinas que protegen a los monospermos del choque
térmico. Proveer de sustancias quimicas que tengan poder tampdn sobre los productos finales

del metabolismo citospermatico.

. Aportar sustancias reductoras para proteger las enzimas celulares dotadas de grupos
sulfhidricos (45).

Mediante la adicion de diluyentes, el semen puede ser refrigerado, lo que facilita su
conservacion y transporte. Las bajas temperaturas reducen las tasas metabodlicas de los
espermatozoides, extendiendo asi su viabilidad. Los diluyentes protegen las membranas
espermaticas del dafio inducido por las variaciones de temperatura, proporcionan energia y
mantienen el pH y la osmolalidad estables. Ademas, los antibioticos incorporados en los
diluyentes previenen la proliferacion bacteriana, especialmente en aquellos que contienen yema
de huevo (4).

7.8.1. Caracteristicas de los diluyentes

Los diluyentes seminales tienen como objetivo principal preservar la integridad y funcionalidad
de la membrana plasmatica de los espermatozoides. Estos diluyentes suministran fuentes de
energia y contribuyen a mantener condiciones estables de pH y osmolaridad en el entorno
extracelular. Se han evaluado distintos tipos de diluyentes seminales, ya sean comerciales o
formulados en laboratorio, en cuanto a su capacidad para preservar el potencial fecundante del

semen canino refrigerado (46).

7.8.2. Diluyente comercial de origen vegetal.

En afos recientes, se ha identificado que las lipoproteinas de baja densidad (LDL) obtenidas de
la yema de huevo (YH) ofrecen una mejor proteccion a los espermatozoides frente al choque
térmico en comparacion con el uso de la yema de huevo completa. No obstante, algunos
investigadores han sefialado que estos componentes de origen animal podrian implicar un riesgo
de contaminacion microbiana durante los procedimientos de inseminacion artificial en animales

domesticos (47).

Es un diluyente desarrollado para la preservacion de semen canino. Este diluyente esta
formulado para mantener la viabilidad y motilidad espermatica durante el almacenamiento en

frio, siendo adecuado tanto para la refrigeracion como para la congelacion de semen (48).
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Como uno de los fosfolipidos, la lecitina (o fosfatidilclina) se distribuye ampliamente en las
plantas y desempefia un papel importante en la regulacion de la funcién fisiolégica de la

biomembrana de las células animales (49).

Los derivados de la soja, en particular la lecitina de soja, se han destacado como sustitutos
efectivos de la yema de huevo debido a su origen no animal. La lecitina de soja es una
combinacién natural de fosfatidilcolina y varios acidos grasos, como el esteéarico, oleico y
palmitico, que proporcionan estabilidad estructural a las membranas celulares. Se han obtenido
resultados in vitro similares al usar diluyentes comerciales basados en soja para la

criopreservacion de esperma (49).

7.8.3. Diluyente comercial de origen animal.

En afios recientes, se ha identificado que las lipoproteinas de baja densidad obtenidas de la
yema de huevo ofrecen una mejor proteccion a los espermatozoides frente al choque térmico
en comparacion con el uso de la yema de huevo completa. No obstante, algunos investigadores
han sefialado que estos componentes de origen animal podrian implicar un riesgo de
contaminacion microbiana durante los procedimientos de inseminacién artificial en animales

domeésticos (47).

Posteriormente, los primeros estudios demostraron que la yema de huevo tiene un efecto
protector sobre los espermatozoides contra el dafio causado por el choque térmico durante el
proceso de criopreservacion. Se ha propuesto que los fosfolipidos contenidos en la yema de
huevo pueden integrarse en la membrana del espermatozoide, sustituyendo algunos de los
fosfolipidos originales y reduciendo asi la temperatura en la que la membrana cambia de fase
(50).

Ademas, la lecitina y las lipoproteinas de baja densidad presentes en la yema de huevo pueden
unirse a las membranas plasmatica y acrosomal, mejorando su estabilidad durante la

criopreservacion (50).

Composicion:

° Agua purificada

° TRIS (tris-hidroximetil-aminometano)
o Acido citrico

° AzUcar
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° Antioxidantes

° Componentes propios del fabricante
° Glicerina

° Antibiético (Minitub Manual (38).

7.8.3.1.7.9.3.1. Proteina (Yema de huevo)

La yema de huevo es ampliamente utilizada como componente en los diluyentes de
criopreservacion de semen en diversas especies, debido a su capacidad protectora sobre las
membranas de los espermatozoides durante el proceso de congelacion. Este efecto protector se
debe a las lipoproteinas de baja densidad (LBD) presentes en la yema, las cuales contienen
triglicéridos, fosfolipidos y colesterol. Las LBD ayudan a prevenir la formacion de cristales de
hielo y protegen la integridad de la membrana plasmatica frente al dafio por frio. Ademas,
diversos estudios han demostrado que eliminar las lipoproteinas de alta densidad (LAD) puede
mejorar la calidad del semen tanto antes como después de su congelacion (51).

7.9.Refrigeracion del semen

La tecnologia de refrigeracion y almacenamiento de semen es crucial en la gestion reproductiva
canina. Desde 1954, cuando se logré la primera aplicacion exitosa de semen refrigerado en
perros, el uso de semen canino conservado en frio para la inseminacion artificial (1A) ha ganado
considerable popularidad en las Gltimas décadas. Como resultado, el mercado internacional de
semen canino refrigerado ha experimentado un crecimiento notable, y su manipulacion y
transporte, tanto a distancias cortas como largas, se ha convertido en una practica comun. Entre
las principales ventajas de emplear semen refrigerado se encuentran la facilidad en su
procesamiento y envio, los costos relativamente bajos debido a la ausencia de necesidad de
equipo especializado, y menos complicaciones legales en su importacion y exportacion en
comparacion con el semen congelado. Ademas, cuando se aplican métodos igualmente eficaces
para la sincronizacion del ciclo estral y la inseminacion artificial, las tasas de prefiez y el tamafio
de las camadas son superiores en comparacion con los obtenidos con semen congelado y

descongelado (52).

Generalmente, el semen refrigerado se envia en un recipiente térmico comudn o dentro de una
caja de poliestireno con bolsas de hielo. Este embalaje es liviano y no requiere ser devuelto al

origen, lo cual ayuda a mantener bajos los costos de envio. Con el uso de diluyentes apropiados,
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el semen puede refrigerarse a 4°C, lo que disminuye la tasa metabdlica de los espermatozoides

y prolonga su longevidad (53).

La refrigeracion puede realizarse en laboratorios de baja complejidad y puede utilizarse ademas
de una estabilizacion prolongada antes de la congelacidn en centros con equipo adecuado y
personal capacitado. EI semen refrigerado puede depositarse facilmente por via intravaginal sin
necesidad de entrenamiento y equipamiento que necesariamente requiere la deposicion
intrauterina de semen congelado en esta especie con caracteristicas anatdbmicas muy particulares

del aparato genital posterior (53).

Para mantener el semen en refrigeracion hay que afadir al medio de dilucién un componente

que proteja a los espermatozoides del shock frio (53).

Para la refrigeracion, se recolecta la fraccion espermatica del semeny se mezcla con el diluyente
seleccionado, el cual debe estar a la misma temperatura que el semen al momento de la dilucion.
Es importante mantener una proporcion de 1:3 o 1:4 entre semen y diluyente, ya que un exceso
de diluyente puede afectar negativamente la motilidad espermatica. EI semen preparado de esta
manera puede refrigerarse a4 °Cy utilizarse en inseminacién artificial, logrando tasas de prefiez
aceptables dentro de las primeras 24-48 horas. Antes de la inseminacion, el semen refrigerado
debe ser llevado gradualmente a temperatura ambiente (4).

El uso de semen refrigerado con diluyentes protectores, como el tris-buffer con un 20 % de
yema de huevo, permite preservar espermatozoides con buena capacidad fecundante durante un
tiempo suficiente para transportar el semen e inseminar animales en ubicaciones geograficas
distantes (4).

La refrigeracion del semen a temperaturas que fluctian entre los 4 y 6 °C, es una alternativa
simple para la conservacion de espermatozoides caninos con adecuada capacidad fecundante.
La refrigeracion del semen condiciona una menor tasa metabdlica de los espermatozoides,
permitiendo extender su supervivencia por periodos cortos. Se ha descrito que el potencial
fecundante de los espermatozoides expuestos a bajas temperaturas depende fundamentalmente
de la resistencia de la membrana plasmaética (plasmalema) al dafio causado por los cambios de

temperatura (shock térmico) (46).

En perros, la dilucién y refrigeracion de semen a 4°C permite conservar espermatozoides con
capacidad fecundante por periodos que van desde 2-3 dias hasta 10 dias mediante técnicas
especializadas. Este tiempo es suficiente para transportar y utilizar el semen de un reproductor

en diferentes ubicaciones del pais y en naciones vecinas. Las regulaciones para el transporte y
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exportacién de semen refrigerado son significativamente menos complejas y costosas en

comparacion con las del semen congelado o el traslado del propio animal (53).

El semen canino puede ser preservado a traves de métodos de refrigeracion o criopreservacion,
lo cual reduce la tasa metabdlica y extiende la viabilidad espermatica. Los medios diluyentes
empleados en estos procesos actan protegiendo las membranas espermaticas contra los dafios
térmicos, proporcionando energia, y manteniendo la estabilidad del pH y la presion osmotica.
La yema de huevo es un componente comun en estos diluyentes debido a que sus fosfolipidos

y proteinas de baja densidad ofrecen proteccion al espermatozoide contra el choque térmico.

El semen preparado con distintos diluyentes puede ser refrigerado a 4°C o 15°C y utilizado en
inseminacion artificial, obteniendo tasas de prefiez satisfactorias en las primeras 24-48 horas.
Antes de proceder con la inseminacion artificial, el semen refrigerado debe ser llevado

gradualmente a la temperatura ambiente (54).
8. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

8.1. Hipdtesis nula (Ho)
Los diluyentes comerciales A y B tienen efectos significativamente diferentes en la viabilidad
espermatica del semen canino refrigerado en razas braquiocefélicas.

8.2. Hipotesis alternativa (Ha)
Los diluyentes comerciales A y B no tienen efectos significativamente diferentes en la
viabilidad espermatica del semen canino refrigerado en razas braquiocefalicas.

9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

9.1. Métodos

En la presenta investigacion se utilizo la técnica de observacion, al registrar los datos obtenidos
de cada muestra a estudiarse basandose en los indicadores principales motilidad, vitalidad y

vigor espermatico para su posterior analisis.

Una vez realizada la recopilacion de informacion, se utilizaron los métodos cuantitativo e
inductivo, los cuales permitieron identificar si hubo variaciones en las muestras refrigeradas
con los diferentes diluyentes de origen animal y vegetal con los diferentes periodos de tiempo

que se desarrollé en el estudio.
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9.2. Ubicacién

La presente investigacion se realizo en la ciudad de Latacunga, Barrio Salache perteneciente a
la Provincia de Cotopaxi, en la Clinica Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi en

el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion.

Figura 9.Localizacion del lugar.
Fuente: Google Earth

9.2.1. Situacién geografica
Esta localizado al sur Occidente de la ciudad de Latacunga, parroquia Eloy Alfaro, Barrio
Salache Bajo.
9.2.2. Limites
Norte: Predio de la sefiora Olga Estupifian de Alarcén y Quebrada seca s/n.
Sur: Lotes Teresa Acurio, Angel Acurio, Herederos Acurio.

Oriente: El rio Salache. Occidente: Hacienda de San Agustin y comunas de Alpamalag.

9.2.3. Coordenadas
Latitud: 00°597°47,68” N

Longitud: 78°37°19,16” E.
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9.2.4. Clima

La Facultad de CAREN se encuentra dentro de la region biocliméatica Subhumedo temperado.
Esta region se extiende desde los 2000 a 3000 m.s.n.m., con una temperatura media anual que
varia entre los 12 y 18° C. En la localidad su temperatura media anual es alrededor de 14. 5° C
y la precipitacién media anual es superior a 300mm., e inferior a 600mm. (55)

9.3. Instalaciones, Materiales y Equipos

9.3.1. Instalaciones

e Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion (Campus Salache )

9.3.2. Materiales de oficina

e Computadora

e Calculadora

e Resma de papel

e Internet (Horas)

e Copias

e Lapiz, marcadores y esferograficos
e Memory Flash

e Materiales fisicos o de campo
e Correa de sujecion

e Guantes de manejo

e Cofia

e Mascarilla

9.3.3. Equipos y materiales de laboratorio

e Microscopio

e Tubos para las muestras Seminales
e Conos desechables para la colecta
e Pipeta mecanica

e Puntas de Pipetas

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Camara de Neubauer
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e Jeringuillas de 1, 3, 5ml

e Gradillas de Nivel Metélica
e Placa Térmica

e Tubos Eppendorf

o Pajillas

e Tiras de pH

e Refrigeradora

e TermoOmetro digital

9.3.4. Materiales quimicos

e Agua destilada

e Diluyentes de origen vegetal y origen animal.

9.3.5. Materiales biol6gicos

e Semen canino

e Yema de huevo

9.4. Poblacion de Estudio

Para el desarrollo de la presente investigacion, se emple6 un muestreo no probabilistico, el cual
consiste en seleccionar de manera aleatoria a los individuos que van a ser parte de la
investigacion. La muestra que se utilizd consiste en 8 machos caninos de distintas edades
comprendidas entre los 1 y 8 afios. Los individuos de la muestra tuvieron caracteristicas
similares en cuanto a la alimentacion y estado sanitario. Se utilizé semen fresco de ocho caninos
donantes: Representado como (Perro 1) un American Bully de nombre “Negro”, el mismo que
contd con la edad de 1 afno 3 meses, (Perro 2) un Bulldog Inglés, de nombre “Negro” con una
edad de 1 afio 3 meses, (Perro 3) un Pequinés de nombre “Oddy”, con una edad de 1 afio, un
Pequinés de nombre Sparky con una edad de 8 afios que nominaremos (Perro 4), y cuatro perros
mestizos de nombre “Pablo”, “Simba”, “Pepe”, “Skay”, con edades de 2 afios, 2 afios, 3 afos,
2afos 6 meses respectivamente representados como (Perro 5, 6, 7, 8) los cuales gozaban de un
perfecto estado de salud, apto para la reproduccion, los ochos caninos pertenecientes a
diferentes duefios.
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Tabla 2. Registro de los caninos donadores de semen.

Nombre Raza Edad Peso Perro
Negro American Bully 1la 3m 17kg 1
Negro Bulldog Inglés la3m 15kg 2
Oddy Pequinés la 6.5 kg 3
Sparky Pequinés 8a 6.2kg 4
Pablo Mestizo 2a 6.75kg 5
Simba Mestizo 2a 6.75 kg 6
Pepe Mestizo 3a 7.2kg 7
Skay Mestizo 2a 6m 6.8kg 8

Fuente: Directa.

9.5. Metodologia experimental.

La metodologia experimental que se utilizé para el desarrollo préactico y cumplimiento de los

objetivos planteados del estudio principalmente se destaca lo siguiente:

9.5.1. Identificacién del método de extraccidon de semen

El semen se recolecté mediante estimulacién manual sobre el bulbo peneano, depositando el
eyaculado en un tubo de plastico graduado y atemperado. Se obtenia 1 eyaculado por semana
de cada perro, durante un total de tres semanas consecutivas. Por lo tanto, en este experimento

se utilizaron tres eyaculados de cada uno de los ocho machos caninos.

Para el estudio se us6 la segunda fraccion del eyaculado (fraccién espermatica).
Inmediatamente después de la recoleccidn, las fracciones de esperma se analizan en cuanto a
su volumen, color, pH, concentracion, motilidad individual, motilidad progresiva, vigor. Para
esta evaluacion se utilizd un microscopio binocular de contraste de fases. EI volumen de semen

se determina directamente en el tubo de recogida.

9.5.2. Adiestramiento de los caninos.

Para la ejecucion del adiestramiento del canino macho, se evaluo previamente a nivel clinico y
andrologico y se realizo los adiestramientos una vez por semana. Y posteriormente dos veces

por semana hasta lograr el eyaculado necesario y una buena calidad espermatica.
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9.5.3. Recoleccion y evaluacion de la muestra

El semen se recogia mediante estimulacién manual sobre el bulbo peneano, depositando el
eyaculado en un tubo de plastico. Se obtenia 1 eyaculado por semana de cada perro, durante un
total de 3 semanas consecutivas. La recoleccion de semen se la hizo en horas de la mafana
(09:00 a.m.), se procedio a la limpieza del area genital haciendo especial énfasis en el area
prepucial, se uso suero fisiologico, con el fin de evitar agentes que contaminen la muestra
espermatica, se elimina la humedad del area con toallas desechables se subi6 al perro a la mesa
auxiliar de laboratorio, a continuacion la persona encargada de la extraccién se colocé un par
de guantes desechables de latex, y procedi6 a provocar la ereccion del miembro masculino del

animal; y, producira la eyaculacion y la colecta del material seminal en un termo.

Seguido se evaluo las caracteristicas macroscopicas del eyaculado canino en fresco, donde se
observa el color, se percibe el olor, se mide el pH y para la evaluacion de las caracteristicas
microscopicas se midié la concentracion, la motilidad masal e individual y se calcul6 el
porcentaje de mortalidad espermatica por ello la muestra seminal se dividié en dos partes
iguales, para adicionar una cantidad del diluyente de origen vegetal y animal con adicién de
yema de huevo, todas a una temperatura constante de 37°C para evitar el shock de frio y
posteriormente con la ayuda de una pipeta se coloca en la cAmara de Neubauer, para la

obtencion de los datos y después valorar.

El volumen seminal se determinaba directamente en el tubo de recogida. Para calcular la
concentracion, una parte proporcional de semen se diluyd (5:85), es decir 5 microlitros de

semen puro y 95 de agua.

El porcentaje de motilidad se calculaba por valoracion de una muestra de semen puro, usando
un microscopio y placas porta y cubre objetos que debian estar temperados (37°C) en una

platina térmica.

Tabla 3. Variables por evaluar en los eyaculados caninos.

VARIABLES UNIDADES DE MEDIDA

EVALUACION MACROSCOPICA

Volumen colectado mL

Color Blanco lechoso, blanco cremoso, blanco
acuoso, blanco opalescente

PH Acido, Neutro, Basico
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EVALUACION MICROSCOPICA

Concentracion % concentracion (M/ mL)
Motilidad individual Porcentaje

Motilidad progresiva Porcentaje

Vigor 1-5

Fuente: Directa
9.5.4. Seleccion y adquisicion de diluyentes

Los parametros en estudio se realizaron mediante la adquisicion de los diluyentes comerciales
de origen vegetal y animal el cual necesitaba la adicion de proteina animal donde se utilizd
yema de huevo, y para la valoracion de caracteristicas microscopicas del eyaculado, se realizd

con la ayuda de un microscopio electrénico.

9.5.5. Preparacion del semen con los diluyentes comerciales

Diluyente de origen vegetal se obtiene por una mezcla de 10 ml agua destilada con 20gr de

diluyente que se encuentra en presentacion sélida.

Diluyente de origen animal presentacion liquida y se obtiene el resultado final con adicién de
1,25 ml de diluyente y 0,25 ml de yema de huevo.

A continuacién, se colocd la muestra biolégica en un tubo graduado, luego se incorpord
respectivamente los diluyentes con una relacion de 1:2 y se mezclo ligeramente para
homogeneizar. Una vez evaluada la calidad espermatica en fresco y con los diluyentes,

posteriormente se realizo la refrigeracion, evaluando las caracteristicas microscépicas.

La muestra bioldgica se dividié en dos porciones equitativas y por consiguiente la primera
porcion del material seminal se preparé con el diluyente comercial de origen vegetal, a
continuacion, se empajillo algunas dosis para la respectiva evaluacion prevista a las 2h, 6h, 12h,
24h. La segunda porcion del material seminal se hizo una mezcla con el diluyente de origen
animal, con el mismo pardmetro de evaluacion, relevante mencionar que las muestras debian
mantenerse bajo refrigeracion a una temperatura de 4°C. Dentro de la evaluacién microscopica

post-refrigeracion se evaluaba motilidad individual, motilidad progresiva, vigor.
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Tabla 4. Esquema del experimento.

Tratamientos Diluyentes # de repeticiones
T1 Origen animal 3
T2 Origen vegetal 3
TOTAL 6

Fuente: Directa

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El presente anélisis experimental, cumplié con la comparacion de varios pardmetros
espermaticos con la utilizacion de diluyentes comerciales, como crioprotectores de las
estructuras celulares del semen canino, dentro de estos diluyentes se manejé el de origen animal
con la adicion de yema de huevo y el diluyente de origen vegetal estos presentaron su

contribucion durante las diferentes etapas de enfriamiento para la evaluacién microscopica.
Resultados sobre la evaluacion macroscopica y microscopica del semen puro.
Evaluacion macroscopica.

La evaluacion macroscopica del eyaculado en fresco, se realiz6 en cada uno de los ejemplares,
este procedimiento se desarrollaba posterior a la colecta donde se analizé variables cualitativas
como volumen, pH, color, donde el Perro 1 proporcioné un promedio de 2,5ml, esto se obtiene
acorde a las tres tomas correspondientes para el estudio, de igual manera el Perro 2, proporciond
1,66ml, seguido del Perro 3 el cual dio un volumen de 2,66ml, el Perro 4 dio 1,66ml, por otro
lado el Perro 5 eyaculo un promedio de 0,83ml, mientras que el Perro 6 aporto 2,83ml,
continuando con el Perro 7, ejemplar que proporcionoé 2,16ml, y por tltimo el Perro 8 presento
un volumen de 1,33ml, el 50% de los caninos manejados presentaron un color seminal
designado blanco acuoso, y el otro 50% blanco opalescente, y respectivamente el 100% de las
muestras presentaron un pH de 7, todos estos datos recolectados se encuentran dentro del rango

normal (Tabla 5).
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Tabla 5. Evaluacion de las caracteristicas macroscépicas del eyaculado en fresco.

Evaluacion macroscépica del eyaculado canino en fresco

Perro Volumen Color pH
1 2,5ml Blanco acuoso 7
2 1,66 ml Blanco cremoso 7
3 2,66 ml Blanco opalescente 7
4 1,66 ml Blanco cremoso 7
5 0,83 ml Blanco acuoso 7
6 2,83 ml Blanco opalescente 7
7 2,16 ml Blanco acuoso 7
8 1,33 ml Blanco opalescente 7

Fuente: Directa
Discusién.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion macroscépica del eyaculado fresco
obtenido manualmente se puede manifestar que el perro 6, de raza mestizo presenta un
promedio de 2,83ml con respecto a volumen, su color blanco opalescente refleja un eyaculado
normal y saludable, relacionandolo con una concentracion adecuada de espermatozoides,
validando un estado reproductivo sano y funcional, mientras que el pH refleja el equilibrio
acido-base del semen lo cual es muy importante para la viabilidad y movilidad de los
espermatozoides. Por lo tanto, se asemeja a los resultados obtenidos por Bonilla & Ballesteros
(24) mencionando que al tomar la muestra de semen por método manual se obtuvo un promedio
de 1 a 7.5ml de eyaculado de color opalescente. También en el estudio desarrollado por Alamo
(27) detalla que del total de eyaculados recogidos, el valor medio (x SEM) del volumen oscild
entre 0.95 £ 0.1 y 3.8 £ 0.6 mL. Se observo una enorme variabilidad individual en cuanto al

volumen aportado en cada eyaculado entre los machos.
Evaluacion microscopica.

La evaluacidén microscdpica de la muestra seminal en fresco brinda los siguientes resultados, se
recalca que estos son un promedio cuantitativo de las tres tomas realizadas respectivamente, en
cuanto a mortalidad individual el Perro 1 presentd un 94,3%, mientras que el Perro 2 se
manifiesta en un 92,6%, seguido del Perro 3 con un 85%, el Perro 4 con un 90%, a continuacion
se manifiesta el Perro 5 con un promedio de 90%, al igual que el Perro 6 con 90%, el Perro 7

con 86,6% y finalmente el Perro 8 con un promedio del 90%.
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Con respecto a la motilidad progresiva se obtuvo en el Perro 1 un promedio de 96,6%, en el
Perro 2 93,3%, seguido del Perro 3 con un 76,7%, mientras que el Perro 4 manifest6 un 88,3%,
el Perro 5 report6 un 85%, seguido del Perro 6 que obtuvo un 88,3%, el Perro 7 manifesto un
promedio de 86,7%, y por ultimo en el Perro 8 se describe un 91,7%. En cuanto al vigor
espermatico se estructura los promedios de la siguiente manera: el Perro 1y 2 se presentd con
5, seguido del Perro 3 con 4,3 de promedio, mientras que el Perro 4 se calificé un vigor de 4,7;
a continuacion, el Perro 5 presentd 4,3 de vigor, y por ultimo el Perro 6,7,8 manifestaron un
vigor promedio de 4,7 respectivamente. Seguidamente se describe la variable concentracion
espermatica por ml, el Perro 1 oscila entre 285,7 M/mL, a continuacion, tenemos del Perro 2
un promedio de 366 M/mL, el Perro 3 present6 173,3M/mL, el Perro 4 con 227,3M/mL, seguido
del Perro 5 con 223,7 M/mL, continuando con el Perro 6 que manifesté 160,3 M/mL, y para

finalizar en el Perro 7 y 8 se describe 268,3 M/mL y 185,7M/mL respectivamente. (Tabla 6)

Tabla 6. Evaluacion de las caracteristicas microscopica.

Evaluacion microscopica del eyaculado canino en fresco

Perro Motilidad individual % Motilidad progresiva % Vigor Concentracion M/mL

1 94,3 96,6 50 285,7
2 92,6 93,3 50 366,0
3 85 76,7 4,3 173,3
4 90 88,3 4,7 227,3
5 90 85,0 4,3 223,7
6 90 88,3 4,7 160,3
7 86,6 86,7 4,7 268,3
8 90 91,7 4,7 185,7

Fuente: Directa

Discusion

Con el desarrollo del analisis microscopico de los eyaculados de semen fresco se logra describir
que dentro de los pardmetros como: motilidad individual, motilidad progresiva, vigor y
concentracion espermatica el mayor promedio se presenta en perros de raza pura como
American Bully con MI= 94,3%, MP=96,6%, V=5, C= 285M/MI y Buldog Inglés MI=92,6%,
MP=93,3%, V=5, C= 366M/mL por lo tanto estos parametros se correlacionan con altos indices
en fertilidad y vitalidad espermatica. De igual forma en su estudio Alamo (27), interpreta que

en referencia a la motilidad individual progresiva observada en cada eyaculado, los valores

medios individuales oscilaron entre un 85.0 y un 92.5%. Con referencia a este parametro,
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comprobamos que existia escasa variacion individual entre ejemplares (p>0.1), manteniéndose
este valor siempre por encima del 85%, mientras que, dentro del mismo individuo, los valores
obtenidos en los diferentes eyaculados eran practicamente similares. Por otro lado, nuestro
estudio presenta resultados que oscilan con el estudio realizado por Cafiar (56) el cual describe
dentro de los parametros de motilidad individual un 90,38%; viabilidad un 97,44%.

Resultados de la evaluacién microscopica post- refrigeracion con la adicion de los

diluyentes comerciales.
Motilidad Individual.

Los resultados de motilidad individual de semen refrigerado se muestran en latabla7. En el
diluyente de origen animal mostré una motilidad individual de 89.3+6.68, 80.4 + 12.0, 66.9+
18.04, 52.7+17.8, 33.5+ 13.9 a las 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mientras que en el
diluyente de origen vegetal la motilidad fue 88.5+6.83, 76.9£13.7, 52.1+22.4, 33.5+20.9, 11.
7+9.35a las 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente.

Tabla 7. Motilidad individual (%)

Tiempo de refrigeracion (horas)

Diluyente

0 2 6 12 24
Origen animal 89.3+6.68 80.4+12.0 66.9+18.04 52.7+17.8 33.5+13.9
(n=24)
Origen vegetal 88.5+6.83 76.9+13.7 52.1+22.4 33.5+20.9 11.749.35
(n=24)
Fuente: Directa.
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Diagrama 1. Interaccion entre tiempos de refrigeracion (0, 2, 6, 12, 24 h) y dilutores de origen

animal y de origen vegetal la motilidad individual de espermatozoides de perros braquicéfalos.
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Discusién.

La evaluacion morfoldgica de semen comprende la diferenciacion cualitativa y cuantitativa de

espermatozoides normales y anormales, y la distincion de otras células no espermaticas. (57)

Resultados de nuestro estudio se manifiesta que el diluyente de origen animal con adicion de
yema de huevo mostré una motilidad individual de 89.3+6.68, 80.4 + 12.0, 66.9+ 18.04,
52.7£17.8,33.5+ 13.9alas 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mientras que en el diluyente de
origen vegetal la motilidad fue 88.5+6.83, 76.9+13.7, 52.1+22.4, 33.5+20.9, 11. 7+9.35a las 0,
2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mencionando que al tiempo de 2 horas bajo refrigeracion de 4
°C mantenian un buen porcentaje de motilidad individual. De la misma manera Restrepo y
demas autores (58) mencionan en su estudio que la refrigeracién a 4°C esta entre las
metodologias mas utilizadas para la conservacion del semen canino, pero este método posee la
limitante del escaso tiempo que el semen puede ser almacenado, dada la reduccion en la
fertilidad del semen con el transcurso de las horas. Sin embargo, la refrigeracion de semen es
recomendable cuando se quiere hacer inseminaciones repetidas en el mismo ciclo de una perra.
Se ha observado que la longevidad del semen canino es significativamente mayor a 4° C que a
22° C. a pesar de esto no se observaron diferencias significativas cuando se conservo a 4° C o
15° C.

Motilidad progresiva

Los resultados de motilidad progresiva de semen refrigerado se muestran en la tabla 8. En el
diluyente de origen animal mostré una motilidad progresiva de 89.5+£6.28, 79.7+11.1,
68.5+£20.9, 54.4+17.7, 36.7t14.6 a las 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mientras que en el

diluyente de origen vegetal la motilidad fue 89.6+5.88, 72.5+15.4, 49.8+21.1, 31.0+18.4,
13.5+12.1alas0, 2, 6, 12y 24 h respectivamente.

Tabla 8. Motilidad progresiva (%)

Tiempo de refrigeracion (horas)

Diluyente

0 2 6 12 24

Origen animal (n=24) 89.5+6.28 79.7+11.1 68.5+20.9 54.4+17.7 36.7+14.6

Origen vegetal (n=24) 89.6+£5.88 72.5+154 49.8+21.1 31.0+18.4 13.5+12.1

Fuente: Directa.
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Diagrama 2. Interaccion entre tiempos de refrigeracion (0, 2, 6, 12, 24 h) y dilutores de origen
animal y origen vegetal sobre la motilidad progresiva de espermatozoides de perros

braquicéfalos.

En el presente estudio se obtiene los siguientes resultados con respecto a motilidad progresiva
donde el diluyente de origen animal mostré una motilidad progresiva de 89.5+6.28, 79.7+11.1,
68.5+20.9, 54.4+17.7, 36.7t14.6 a las 0, 2, 6, 12 y 24 h respectivamente, mientras que en el
diluyente de origen vegetal la motilidad fue 89.6+5.88, 72.5+15.4, 49.8+21.1, 31.0+£18.4,
13.5+12.1alas 0, 2, 6, 12 y 24 h consecutivamente, estableciendo que existié una significativa
alteracion en motilidad con el trascurso de las horas bajo refrigeracion. Algo similar ocurre con
él estudié de Manosalva y coautores (59) que dan los siguientes resultados la motilidad total
(73.0 £ 7.0 y 824 + 7.0) y la motilidad progresiva (66.5 + 10.0 y 80.7 = 7.0) fueron
significativamente menores en espermatozoides refrigerados que en frescos (p<0.05). En base
a los resultados se podria sugerir que la motilidad, viabilidad, integridad de membrana
acrosomal y reaccién del acrosoma son afectados por la refrigeracion. Esto seria una indicacion
que la vulnerabilidad de la membrana acrosomal y de la membrana mitocondrial ocasionaria la

disminucion de la motilidad espermatica.

A diferencia del estudio que desarrollo Batista (60) donde menciona que la motilidad
espermatica permanecio practicamente inalterada en el semen refrigerado, con porcentajes
medios superiores al 70% durante las 48 horas; asimismo, no se detectaron diferencias entre las
muestras refrigeradas (R1, R6, R12, R24, R48) y el grupo control. La motilidad espermatica
no se modifica marcadamente durante las primeras 48 horas de conservacion a 4 °C, con valores
medios entre 60 y 80%. (61)



47

Vigor espermatico.

Los resultados del vigor espermatico de semen refrigerado se muestran en la tabla 9. En el
diluyente de origen animal mostré un vigor de 4.58+0.504, 4.33 + 0.702, 3.38+ 0.824,
2.92+0.584, 2.67+ 0.565 h respectivamente, mientras que en el diluyente de origen vegetal la
motilidad fue 4.63+0.495, 4.21+ 0.833, 2.96+0.908, 2.25+1.15, 1.25+0.608 a las 0, 2, 6, 12 y

24 h respectivamente.

Tabla 9. Vigor espermatico.

Tiempo de refrigeracion (horas)
Diluyente

0 2 6 12 24

Origen animal 4.58+0.504  4.33 +0.702 3.38+0.824 2.92+0.584 2.67+0.565
(n=24)

Origen vegetal 4.63+0.495  4.21+0.833 2.96+0.908 2.25+1.15 1.25+0.608
(n=24)

Fuente: Directa.
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Diagrama 3. Interaccién entre tiempos de refrigeracion (0, 2, 6, 12, 24 h) y sobre vigor de
espermatozoides de perros braquicéfalos con el uso de diluyentes comerciales de origen vegetal

y origen animal.
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Discusion.

El diluyente de origen animal con adicién de yema de huevo de gallina utilizado en nuestro
estudio mostro mejores resultados en vigor 4.58+0.504, 4.33 + 0.702, 3.38+ 0.824, 2.92+0.584,
2.67+0.565 0,2,6,12,24 h respectivamente en comparacion con el dilutor de origen vegetal. Lo
gue se asemeja con el estudio realizado por Corrales & Bedoya (62) donde evaluaron que el
diluyente a base de EYT mostré mayores valores de motilidad progresiva entre las 24 y 96
horas de refrigeracion (93.0 £ 4.5 — 85.0+ 6.5), explicado gracias a que la composicién que
incluye sustancias buffer y azlcares, como también lipoproteinas, tienen la capacidad de
estabilizar la membrana en condiciones de shock térmico cuando interactiia con la estructura

lipidica de la plasmalema.
Discusion final.

En nuestro estudio se evidencid que una estabilidad adecuada con diferentes tiempos de
refrigeracion da como resultado un alto indice de supervivencia espermatica como lo describe
Restrepo y demas autores en su estudio que la refrigeracion del semen condiciona una menor
tasa metabdlica de los espermatozoides, permitiendo extender su supervivencia por periodos
cortos. Se ha descrito que el potencial fecundante de los espermatozoides expuestos a bajas
temperaturas depende fundamentalmente de la resistencia de la membrana plasmatica al dafio

causado por los cambios de temperatura. (58)

Diaz (53) caracteriza que, mediante el agregado de diluyentes apropiados, el semen puede
refrigerarse a 4°C y de esta manera ser conservado. Las bajas temperaturas disminuyen la tasa
metabolica del espermatozoide y prolongan su longevidad. Los diluyentes protegen a las
membranas del espermatozoide del dafio causado por los cambios de temperatura, proveen
energia y mantienen estables el pH y la osmolaridad. Ademas, los antibiéticos agregados a los
diluyentes evitan la proliferacion bacteriana, en especial en aquellos diluyentes que contienen
yema de huevo. Al igual que el estudio realizado por Diaz, se relaciona con el nuestro puesto
que al utilizar diluyentes comerciales de origen vegetal y de origen animal permitié prolongar
la vida celular espermatica, evitando un alto estrés osmético durante la refrigeracion a 4 °C. A
su vez Santana (63) explica en su estudio que la temperatura es uno de los parametros de mayor
importancia a la hora de preservar la calidad del semen, de forma que una disminucion
controlada y progresiva de la misma nos permite una conservacion de los eyaculados, desde
varias horas hasta varios dias. En este sentido, la refrigeracion del semen se convierte en una
herramienta muy Util en la cria canina; ademas, si a esto afiadimos la sencillez de la técnica, los

bajos costes y el alto nivel de éxitos, explicaria que la refrigeracion del semen en la especie
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canina se haya convertido en una de las técnicas de preservacion seminal en los Gltimos afios

por veterinarios clinicos.

La refrigeracion de nuestro estudio se llevo sobre los 4 °C por un periodo de 24h, con analisis
microscépico a las 2,6,12,24h evaluando motilidad progresiva, individual y vigor, distintamente
de los dos dilutores manejados, donde se valord que tienen un buen nivel de supervivencia post
refrigeracion. Algo similar ocurre con Santana (63) que en su estudio establecio que, tras la
correspondiente dilucidon, el semen se enfria a 4 °C gradualmente, durante un periodo de 1,5 a
2 horasy, luego, se almacena a dicha temperatura intentando utilizarlo en las primeras 24 horas,
si bien los espermatozoides pueden mantener la supervivencia de 2 a 4 dias, incluso 7 si se trata

de semen de buena calidad.

De igual forma se correlaciona con los resultados de Lépez y demas (64) demostrando que la
vitalidad e Integridad de la Membrana Plasmatica fueron superiores (P<0,05) en aquellas
muestras congeladas con TCG-YH. Los resultados de la presente investigacion demuestran que

la YH protegié mejor a los EE de perro durante la congelacién que el APV.

La movilidad es el pardmetro mas importante durante la evaluacion seminal, la mayoria de los
investigadores utilizan este pardmetro como el determinante al evaluar técnicas de congelacion,

diluyentes y crioprotectores. (65)
11. IMPACTOS

11.1. Impacto Técnico

El presente estudio posee un impacto técnico significativo, ya que proporciona datos cruciales
que pueden catalizar futuras investigaciones. Esto se manifiesta en los resultados obtenidos a
partir de analisis microscopicos detallados y la recopilacion de datos estadisticos precisos sobre
parametros criticos como la motilidad, vitalidad y vigor espermatico en semen refrigerado

durante diferentes periodos de tiempo.

11.2. Impacto Social.

Este estudio tiene un impacto social al proporcionar a los duefios de perros informacion sobre
métodos de reproduccion alternativos que presentan menor riesgo para sus mascotas. Este
enfoque considera integralmente el bienestar animal, abarcando aspectos cruciales como la
salud, el cuidado y el manejo responsable, ademas de minimizar la transmision de enfermedades

de origen sexual.
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CONCLUSIONES

Mediante la identificacidn de las caracteristicas macroscopicas se puede mencionar que
el perro de raza mestiza nimero 6 presenta mayor volumen de eyaculado, mientras que
en la evaluacion microscépicas el perro de raza braquiocefalica American Bully nimero
1, brinda una mejor calidad espermética y viabilidad, permaneciendo dentro de los
rangos establecidos en los distintos periodos de evaluacion.

Se pudo determinar mediante la evaluacién seminal que el macho de raza
braquiocefalica mantiene mejor motilidad individual, progresiva y de vigor,
permitiendo obtener optima calidad espermatica, aspecto trascendental para conocer la
fertilidad y optimizar los procedimientos de reproduccion asistida. También es
importante mencionar que la raza mestiza en cuanto a calidad espermética no alcanza
los estandares requeridos.

En conclusidn, el estudio comparativo entre los tratamientos de origen vegetal y origen
animal ha demostrado diferencias significativas en la motilidad individual, progresiva y
vigor del semen canino. A lo largo de las mediciones realizadas a las 0, 2, 6, 12 y 24
horas, indicando una diferencia estadisticamente significativa entre los dos diluyentes.
El diluyente de origen animal mostré un mejor desempefio, con una reduccion més lenta

en la motilidad del semen en comparacion con el diluyente de origen vegetal.

RECOMENDACIONES

Se recomienda a los propietarios de las mascotas o criaderos interesados en mantener la
diversidad genética y la salud reproductiva, optar por la raza American Bully, ya que en
los estudios realizados se puede observar e identificar de manera clara que brinda
mejores caracteristicas microscopicas siendo fundamental en la reproduccion de
caninos.

Como grupo investigador recomendamos en cuanto a calidad espermatica utilizar los
caninos de raza braquiocefalica debido a que brinda mejor calidad en motilidad
individual, progresiva y de vigor, de tal manera este reproductor es la mejor opcién que
se puede difundir para la reproduccién canina.

Segun los resultados del presente estudio se recomienda utilizar el diluyente de origen
animal ya que en el estudio realizado se determina que es la opcion méas adecuada para
la preservacion de semen canino refrigerado, especialmente cuando se busca mantener

la calidad seminal durante un periodo prolongado.
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