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Obtencion de cachorros mediante inseminacion artificial con semen
canino refrigerado. Primera descripcion en Chile

Puppies obtained using artificial insemination with chilled extended semen.
First report in Chile

A. SANCHEZ Z. M.V., M.Sc. ; J. RUBILAR Z. M.V

Instituto de Reproduccion Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile,
Casilla 567, Valdivia, Chile. asancher@smtp.uach.cl

SUMMARY

Using a couple of Husky Siberian, it is described for the first time in Chile a kind of artificial
insemination using cooled canine semen. The semen was obtained by digital manipulation and was
diluted with UHT semi-skimmed milk and antibiotics in relation 1:4 and cooled at 5°C. There
inseminations were carried out on the third day of the oestrus which was determined through vaginal
cytology, considering the beginning of the oestrus when the superficial cells constituted over the 80%
of the total vaginal cells in the vaginal smear. Inseminated was carried out using cooled doses for 24
and 48 hours and with an average concentration of 600 x 10° spermatozoa. The pregnancy diagnosis,
through a real time ultrasonography, was done 28 days after the last insemination and the bitch gave
birth to 4 normal puppies 61 days after last insemination.

Palabras claves: Canino, inseminacion artificial, semen refrigerado.
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INTRODUCCION

El primer informe sobre el uso de la inseminaciéon artificial en animales domésticos data de 1780,
cuando el abate y fisi6logo italiano Lazaro Spallanzani obtuvo cachorros después de inseminar una
perra con semen fresco (Heape, 1897). En la actualidad y dado que la reproduccién y crianza de perros
es una aficiébn de distribucion mundial, la preservacion de semen y la inseminaciéon artificial en la
especie canina se ha constituido en tema de alto interés para los médicos veterinarios y criadores de
perros de muchos paises (Sanchez, 1998).

Si bien la inseminacion artificial en las especies de interés zootécnico, es una biotecnologia usada
principalmente con el objeto de reproducir el mejor material genético (Mc Donald, 1975), en la especie
canina representa ademas una herramienta clinica.

Feldman y Nelson (1996) y Sanchez (1998) destacan algunas de las aplicaciones clinicas de la
inseminaciéon artificial en perros, en las cuales la preservacién y transporte de semen serian
fundamentales.

1. Hembras nerviosas o con problemas de conducta, que rehusan el apareamiento o se comportan de
manera agresiva con el macho.

2. Hembras con vagina estrecha, lo que dificulta la penetracion y origina dolor, motivo por el cual la
perra rehuye el apareamiento.

3. Machos con rigidez o debilidad de las extremidades posteriores.

4. Machos en los cuales la ereccion del pene ocurre demasiado temprano, imposibilitando la
penetraciéon debido al engrosamiento del bulbo del glande.

5. Machos de menor tamafio que las hembras, lo cual imposibilita la monta.
6. Reproductores separados geografic-amente de la hembra en el periodo de estro.

No obstante que varios trabajos han entregado una basta informacién acerca de la manipulacion,
preservacion e inseminacion artificial con semen canino fresco, refrigerado y congelado (Gill y col.,
1970; Farstad, 1984; Tsutsui y col., 1988; Linde-Forsberg y Forsberg, 1989; Linde-Forsberg y
Forsberg, 1993; Linde-Forsberg, 1994; Linde-Forsberg, 1995; Rota y col., 1995; Antelo, 1998), en
Chile no se registran antecedentes sobre el uso de inseminacion artificial en la especie canina. Por esta
razén el propésito de este trabajo es evaluar la capacidad fecundante de espermatozoides caninos
conservados a temperatura de refrigeracion y empleados en inseminacion artificial.

MATERIAL Y METODOS

Para este trabajo se ocupé un macho de un afio (20 Kg) y una hembra de siete afios (18 Kg), ambos de
raza Siberian Husky, clinicamente sanos. El macho, dada su edad, no habia sido usado como
reproductor anteriormente y la hembra tenia un registro de 6 camadas, con un promedio de 5
cachorros.

Evaluacion de la hembra: Al cuarto mes después del ultimo celo, la hembra fue controlada para
observar el inicio del proestro a través de signos de actividad estrogénica, tales como edema vulvar y
secrecion sanguinolenta en la comisura ventral de la vulva (Johnston, 1995); ademas, un dia a la
semana, se obtuvieron frotis vaginales con térula de algoddén, los cuales fueron fijados con metanol,
teflidos con tincién Giemsa y examinados con microscopio de luz directa a 100 x y 400 x (Sanchez,
2000). Una vez evidenciado clinicamente el inicio del proestro, los frotis fueron obtenidos diariamente,
evaluando la cinética de la células superficiales (N© de células superficiales / N° de células totales x
100). Cuando el porcentaje de células superficiales fue superior al 80% la perra fue mantenida en
confinamiento a fin de realizar un adecuado control del estro.

Evaluacion del macho: Al perro se le realiz6 un examen androldgico completo (Feldman y Nelson,
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muestras seminales fueron evaluadas de acuerdo a la metodologia propuesta por Diaz y Arancibia
(1971) para la calificacién de la fertilidad potencial de los animales domésticos; registrandose color,
volumen, olor y caracteristicas microscopicas como porcentaje de motilidad progresiva, concentraciéon
espermatica y porcentaje de espermatozoides vivos.

Procesamiento del semen e Inseminacion Artificial: Después del analisis seminal, se procedi6 a la
dilucién del semen con un diluyente sobre la base de leche semi-descremada UHT: (0,5% materia
grasa) y antibiéticos: estreptomicina2 50 mg/100 ml y penicilina sodica 5 mg/100ml, el cual fue
mantenido e incorporado al semen a una temperatura aproximada de 25°C (Sanchez y col., 1995). La
dilucién se hizo mezclando gradualmente 4 ml de diluyente por 1 ml de semen (Linde-Forsberg, 1995).
Una vez finalizada la dilucién se evalué la motilidad progresiva bajo microscopio de contraste de fase
con platina térmica a 37°C. El semen diluido se fraccioné en volimenes de 4 ml en tubos de plastico
conicos® y puesto en un refrigerador a 5°C. El semen fue evaluado nuevamente para motilidad
progresiva después de 24 y 48 horas de refrigeracion.

Las inseminaciones comenzaron a realizarse al tercer dia del estro citolégico (> 90% de células
superficiales en el frotis vaginal), repitiéndose 24 y 48 horas mas tarde. Antes de la inseminacion se
retir6 el semen del refrigerador y se dejé en adaptacion por 30 minutos a temperatura ambiente
(aproximadamente 20°C). Para depositar el semen en el fondo vaginal se usé un espéculo tubular de
15 cm, una pipeta de inseminaciéon de bovino y una jeringa plastica de 10 ml. Inmediatamente después
de la inseminacién la region perineal fue masajeada con el propdsito de estimular el transporte
espermatico (Andersen, 1980) y la perra mantenida con el tren posterior elevado en un angulo de 60°
por alrededor de 15 minutos a fin de evitar el reflujo del semen (Farstad, 1984; Tsutsui y col., 1988).
La concentracion espermética empleada en cada inseminacion fue de no menos de 600 millones de
células espermaticas totales por dosis en un volumen que varié entre 5y 8 ml.

RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio del estro de la perra mediante la citologia vaginal permitié evaluar indirectamente el
aumento de estréogenos sanguineos, medido por su efecto sobre el epitelio vaginal, aumentando la
proporcion de células de las capas superficiales (Johnston, 1995). La presencia de mas de un 80% de
células superficiales en frotis vaginales de perras reproductivamente sanas se puede considerar como
estro (Shille, 1989; Wright, 1991). Este ultimo aspecto es de mucho interés, por cuanto la citologia
vaginal permite la deteccion de estro en perras que no manifiestan signos externos y/o que rechazan
la presencia del macho (Feldman y Nelson, 1996; Sanchez, 1998).

Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los eyaculados (cuadro 1), junto con el examen
fisico permitieron calificar satisfactoriamente al reproductor, especialmente al considerar que la
motilidad progresiva alcanzé un 90% y que el promedio descrito en perros de un afio de edad no
supera el 65% (Tello y col. , 1988).

Cuadro 1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los eyaculados caninos
00000000procesados para inseminacion artificial.
00000000Macroscopic and microscopic characteristics of the eyaculates used in artificial insemination.
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CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
VYolumen Color Olor
Eyaculado 1 3ml blanco suis generis
Eyaculado 2 2ml blanco suis generis
CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS
Motilidad Vitalidad Concentracion
(%) (%) (esp./mm?)
Eyaculado 1 90 90 338.000
Eyaculado 2 90 90 752.000

Cabe destacar que la motilidad progresiva de los espermatozoides, inmediatamente después de la
dilucion, se mantuvo en 90% y en las evaluaciones posteriores a las 24 y 48 horas de refrigeracion, los
valores observados en ambos eyaculados fueron de 80 y 60 %, respectivamente. Estos valores son
semejantes a los descritos por Rota y col. (1995), quienes empleando un diluyente en base a yema de

huevo _

TRIS, conservaron el semen diluido a una temperatura de 4°C, observando motilidades

progresivas de 73,6 y 70,4 % a las 24 y 48 horas de refrigeracion, respectivamente.

La mantencién de buenos niveles de motilidad progresiva en el semen refrigerado con diluyentes en
base a leche semi-descremada se puede atribuir a las caracteristicas protectoras de la caseina y los
fosfolipidos de la leche, biomoléculas capaces de estabilizar y regular la integridad de la membrana

espermatica frente al shock térmico (Varner y col.

1988), condicion que también poseen los

fosfolipidos de la fraccion lipoproteica de baja densidad de la yema de huevo (Cookson y col. , 1984).

Las caracteristicas de las dosis de semen empleadas en esta experiencia se muestran en el cuadro 2,
destacando que se insemind con un promedio de 600 millones de espermatozoides totales por dosis,
cantidad superior a la descrita en ensayos con semen fresco (Tsutsui y col. , 1988) y semen refrigerado
(Gill y col. , 1970), quienes usando dosis de inseminacion con 200 millones de espermatozoides motiles
intravaginalmente a perras Beagle,

e inseminando
respectivamente.

Cuadro 2. Caracteristicas de las dosis de semen canino refrigerado empleados en inseminacion artificial
000000005°C. El semen fue evaluado nuevamente para motilidad progresiva después de 24 y 48 horas

de refrigeracion.

obtuvieron 100 y 80 %

00000000Characteristics of the chilled extended semen doses using in artificial insemination

Eyaculado Tiempo de refrigeracidn Espermatozoides Espermatozoides
N° del semen (hrs) pordosis (x 10°) méviles por dod s (x 108)
1* Inseminacitn 1 o 676,0 50,8
2 [nseminacion 1y2 24 y48 9396 6:50,3
3* Inseminacién 2 43 6317 9.0

de prefieces,
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ultrasonografia de tiempo real. En dicha oportunidad se visualizaron vesiculas gestacionales y latido
cardiaco fetal (Inaba y col. , 1984). Finalmente 61 dias después de la Ultima inseminacién la perra
parié 4 cachorros vivos.

Si bien el resultado de esta inseminacion artificial fue satisfactorio, cabe sefalar que lo 6ptimo en un
programa de reproduccion asistida en caninos es precisar el momento de la ovulacion en la perra, ya
que se sabe que los mejores resultados de fertilidad, expresados en tasa de concepciéon y tamafio de
camada, se logran cuando la hembra es cubierta o inseminada 2 a 3 dias después de la ovulacion
(Linde-Forsberg, 1994; Concannon, 1998), lo cual se explica porque la ovulacién en la perra ocurre
con ovocitos primarios, vale decir con su nicleo en estado de vesicula germinativa, en la profase de la
primera division meidtica (Tsutsui, 1989). La meiosis se reinicia un dia después de la ovulacion,
generalmente en la porcion media del oviducto. La maduracidon ovocitaria, implica que el gameto
finalice la primera division meidtica e inicie la segunda, quedando detenido en la segunda metafase de
la meiosis. So6lo después de la maduracion (2 a 3 dias) el ovocito esta apto para ser fecundado
(Farstad, 2000). Un buen recurso para evaluar si la ovulacion ha ocurrido, es la determinacion de
progesterona plasmatica o sérica, la cual deberia comenzar a medirse a partir de la fase de proestro
tardio (Linde-Forsberg, 1995).

Esta experiencia, primera en Chile de acuerdo a nuestros antecedentes, destaca la factibilidad de
conservar semen canino por periodos superiores a un dia mediante la dilucién del semen en un medio
adecuado y conservandolo a temperatura de refrige-racion. Esto permitira el desplazamiento de
material genético entre ciudades dentro del pais. Cabe sefalar que el diluyente empleado es facil de
obtener, ya que se prepara con una leche larga vida semi-descremada comercial y, por otra parte, la
refrigeracion del semen en la actualidad no constituye un obstaculo.

RESUMEN

Empleando una pareja de perros Siberian Husky, se describe, por primera vez en Chile, una
inseminacion artificial empleando semen canino refrigerado. El semen fue obtenido por manipulaciéon
digital y diluido con leche semidescremada UHT con antibiéticos en relacion 1:4 y refrigerado a 5°C. Se
practicaron 3 inseminaciones a partir del tercer dia del estro, el cual fue determinado mediante
examenes de citologia vaginal, considerandose inicio del estro cuando las células superficiales
constituian sobre el 80% del total de células vaginales en los frotis. Se insemind con dosis refrigeradas
por 24 y 48 horas y con una concentracion promedio de 600 millones de espermatozoides totales. El
diagnéstico de gestacion, mediante ecografo de tiempo real, se realizé 28 dias después de la ultima
inseminacioén y la perra pario 4 cachorros vivos 61 dias después de la ultima inseminacién.

* Becario de Conicyt, Programa de Doctorado en Ciencias Veterinarias.
**Programa de Magister en Ciencias, Menciéon Reproduccion Animal.
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