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Me inclino mds que a medias a
comparar las reglas de Descartes con
este precepto de no recuerdo que
quimico: si tomas lo que debes y
procedes como debes, obtendrds lo
que desees. No admitas nada que no
sea verdaderamente obvio (es decir,
admite solo aquello que tienes que
admitir); divide el tema en las partes
necesarias (es decir, haz lo que tengas
que hacer); procede de acuerdo a un
orden (el orden segun el cual tienes
que proceder); proporciona
numeraciones completas (es decir, las
que tienes que proporcionar): ese es
precisamente el tipo de gente que dice
que debes buscar lo bueno y evitar lo
malo. Todo lo cual es sin duda
apropiado, salvo que falta el criterio
de lo bueno y de lo malo.

GW Leibniz,

Escritos filosoficos (extracto de “La
prdctica de la sociologia reflexiva de
Pierre Bourdieu”)

111



AGRADECIMIENTOS

A La Dra Cristina Gobello, por darme la oportunidad de introducirme en la produccion
cientifica permitiéndome llegar hasta aca, y por mostrarme la eficiencia y audacia con la que

trabaja un cientifico en nuestro pais.

A la Dra Yanina Corrada por acompafiarme con calidad humana durante todo este tiempo y
haber tomado las riendas de mi formacién incondicionalmente; a quien le debo hoy estar

culminando el presente trabajo.

A mi compafera y amiga la Dra Carla Valiente, simplemente por ser buena persona, por
transmitirme sus conocimientos con humildad, por acompanarme en el dia a dia, este trabajo

también le pertenece.

A la Dra Anita Carranza, que complementé este gran equipo de trabajo, de compafierismo, de
amistad; que tomé lo remos para ir cuesta arriba demostrando perseverancia, tenacidad e

inteligencia.

A Damian, por ser mi sostén dia a dia, por atreverse a compartir la vida juntos, a quien le debo

mi bienestar presente, sin el cual no podria encarar este proyecto profesional y de vida.

A mis viejos, hermana y abuelos simplemente por aceptarme como soy, por apoyarme, por

creer en mi desde siempre.

A mis amigos Edith y Leo, por la ayuda brindada para el desarrollo de este trabajo con Athos,
Leila y Lorencito. Por haber estado presente en momentos imborrables de mi memoria, por ser

una parte importante de mi vida.

A mi amiga Nadina, por ser incondicional, por haberme acompafado en gran parte de este

proyecto profesional y ser una hermana en innumerables momentos.

1\Y



A mi amiga Marisol por estar ahi, siempre con calidad y calidez humana, porque nuestros

caminos transitan juntos alivianandonos el paso.

A mi grupo bello que siempre de una u otra forma esta presente y llevo en mi corazén: Toia,

Maca, Eli, Isa, Azu y Lau

A Cele, Mariano, Agus y Tere por acompafiarme en este Ultimo tiempo y darme un lugar en sus

vidas, a los que siento parte de mi familia.

A los queridos Mario y Cristina, Huberto y Ana Maria; por haberme acompafiado durante parte

de este trayecto y dejar un afectuoso recuerdo.

A Marcos, por haber estado presente y colaborado durante mi desarrollo personal y

profesional.

Al criadero Brum&Gret por toda la ayuda brindada con Coquito, Mardy’s y Terry. Por haber

traido a Elmer (Grego) a mi familia.

A Fidel por acompafarnos mutuamente desde hace 10 anos, por ensefiarme esas cosas

maravillosas de los animales que solo se comprenden estando juntos.

Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) por la beca otorgada

para llevar adelante parte de este proyecto.

Al Estado Argentino por permitir desarrollarme profesional y laboralmente.



PUBLICACIONES PARCIALES DEL PRESENTE TRABAJO DE TESIS

Presentaciones a Congresos

Diaz JD, Valiente C, Corrada Y, Abeya M, Gobello C. Efficacy of skimmed milk, with and without
egg yolk, for canine semen preservation at 42 C. | Simposio Latinoamericano de Reproduccion

Animal, Vifia del Mar, Chile, 07-08/11/2011.

Diaz J, Valiente C, Corrada Y, Abeya M, Gobello C. Efficacy of skimmed milk, with and without
egg yolk, for canine semen preservation at 42 C. Morris Animal Foundation's Annual Meeting,

Denver, Colorado, USA, 23-24 /07/11.

Publicaciones Cientificas

Diaz J, Valiente C, Corrada Y, Gobello C. Estandarizacion de la espectrofotometria para la
medicidn de la concentracién seminal en el perro doméstico. Analecta Veterinaria 2011; 31 (2):

19-22.

Diaz J, Corrada Y, Blanco P, Gobello C. In vitro and in vivo assessment of skim milk with and

without egg yolk on canine spermatozoa incubated at 4 2C. Anim. Reprod. 2013, 10(4): 670-76.

Publicaciones de Divulgacién

Diaz JD, Valiente C, Corrada Y, Gobello C. Refrigeracidon de semen canino. Revista del Colegio

de Veterinarios de |la Pcia de Bs As. 2011; 48: 56-58.

VI



Diaz JD, Valiente C, Gobello C. Inseminacion artificial en la perra. Revista del Colegio de

Veterinarios de la Pcia de Bs As. 2012; 51: 53-55.

VII



iNDICE DE CONTENIDOS

ABREVIATURAS ...ttt e e e ettt s s e e e e et ettt s e e s e e e e aaataa s eeeeeeetesasssseseeaensssassssseseeeerssssnnnseeeees 1
RESUIMEN ... .ot e e et e e e et e e e e ta e e e etaa e e e etaa s eeatanseeetsaneeannnssernnnnsaentnnseennsnneennes 2
SUIMIIMIARY ...ttt et e e et e e e et e e ettt e e e et e e e e eaa e e eataan e eaenan e eeaasaestnnseerasnnseenennnseentnnsernnsnneennes 4
INTRODUGCCION GENERAL .........ovimiiaiieeeeeeeeee ettt ettt et e e te et e ete et e st e eaeeae st e st e saesaestesaeseesaesreseens 6
CAPITULO

Puesta a punto de técnicas de evaluacion y refrigeracion de semen canino en

NMUBSEIO M@0 ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaasaaaaaaaaaaaaaaaeeaaaaaaeeeaeaaaaaaaaaanaens 15
CAPITULOII

Estandarizacion de la espectrofotometria para la medicion de la concentracion

Seminal €N €1 PErro AOMESLICO...........ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeesessessraereereaeeaaes 29
CAPITULO I

Evaluacion y comparacion del efecto de la leche descremada, con y sin el
agregado de yema de huevo, sobre las caracteristicas del semen caino refrigerado

CAPITULO IV
Caracteristicas del semen canino congelado-descongelado, previamente
estabilizado por hasta 2 dias a 4°C, en un diluyente a base de leche descremada y

YEMQA T MUBVO............eevieeeee ettt e e e ettt e e e e e e s ettt e e e e eeeesssaststaaeaaaeesaassstseeaaaeeesaassssseaseeeeeaannssens 50
CAPITULOV

Eficacia de la leche descremada y yema de huevo, sobre la fertilidad in vivo de los

espermatozoides caninos refrigerados G 4 °C.........uuiuicuiieiieiiiieiiiiie ettt et e e s e s sbbe e e s sabeee s 59
CONGCLUSIONES FINALES........cuutttieiiiieteeitietessttee e sttt e sstteeessateeeesssssaeessssseeeessnseseessssseeesssseeessssseeesns 68
PUBLICACIONES........cccoiititie ittt sttt e srite e e s sttt e s sabteeessateee e s steeeesanstaeessasseaeesansseeeessnssneessnssseeesssseneens 70

VI



ABREVIATURAS

CASA: Computer- Assisted Semen Analyzer
COM!: diluyente comercial

CV: coeficiente de variacion

FCA: Federacion Cinoldgica Argentina

FCl: Federacion Cinoldgica Internacional
FSD: semen fresco sin diluir

IA: inseminacion artificial

Le: diluyente leche descremada

LH: hormona luteinizante

LY y DLY: diluyente leche descremada — yema de huevo
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

P,: progesterona

PRO: diluyente prostatico

SEM: error estandar de la media
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DESARROLLO DE DILUYENTES DE BAJA COMPLEJIDAD Y COSTO PARA LA PRESERVACION A CORTO Y

MEDIANO PLAZO DE SEMEN CANINO

Palabras clave: refrigeracion seminal, diluyente seminal, perro, espectrofotometria, inseminacion

artificial.

Resumen

Bajo el objetivo general de contribuir al mejoramiento de la eficiencia reproductiva en caninos
domésticos, a nivel nacional; en el presente trabajo de tesis se pusieron a punto técnicas de
evaluacién y refrigeracién de semen canino, como asi también se estandarizo la espectrofotometria
como un método para el conteo espermatico. Por otro lado se evalud y comparé el efecto de la leche
descremada con (LY) y sin yema de huevo (Le) como diluyente seminal, sobre espermatozoides
caninos incubados a 4°C in vitro, y luego se probd la eficacia de LY in vivo. También fue evaluado in
vitro el efecto del semen refrigerado en este diluyente, como una alternativa de estabilizacion previa

a la congelacion.

Se lograron reproducir técnicas simples de evaluacién (motilidad total y progresiva, vitalidad e
integridad de las membranas plasmatica y acrosdomica) y de refrigeracién seminal, las que luego de
haber sido medidas a través de pardmetros espermaticos pre y post dilucién, pudieron incorporarse
de manera confiable a los sucesivos experimentos. Por otro lado se evalué y comparé el uso del
espectrofotdmetro, donde se obtuvo una alta correlacién con los conteos realizados por la técnica
gold estandar, y demostré ser un método rdpido, econdmico y de precisidon aceptable para el conteo

espermatico en caninos.



Los resultados arrojados luego de 6 dias de refrigeracién demostraron que LY y Le mantuvieron los
parametros de espermatozoides vivos, endosmosis positiva, osmolaridad y ph similares a un
diluyente comercial ampliamente utilizado en la especie. Ademas la LY tampoco difirid en la
motilidad total y progresiva y el porcentaje de acrosomas normales en relacién al diluyente
comercial. Los espermatozoides diluidos en dicho diluyente, mantenidos por 24 h a 4°C mostraron
tener la misma eficacia que el semen fresco para la inseminacién artificial, ya que se obtuvieron
iguales porcentajes de prefiez y similares camadas de cachorros en los grupos de perras en los que
fueron probados. Por otro lado, cuando este diluyente se estudid como método de estabilizacion
prolongada, se observo que los parametros seminales posdescongelado (motilidad total y progresiva,
espermatozoides vivos, endosmosis positiva y acrosomas normales) luego de 24 h de refrigeraciéon

previa al congelado, no difirieron del método de estabilizacidn tradicional de 2 h.

Aqui se demuestra que las técnicas de evaluaciéon y refrigeracion seminal empleadas, pueden ser
reproducidas en clinicas veterinarias estandar de nuestro pais, y ser conducidas por personal con un
minimo entrenamiento en estas biotecnologias. Por otra parte, la LY utilizada como diluyente
seminal demostrd a través de los resultados obtenidos tanto in vitro como in vivo ser un simple, de
bajo costo y eficiente diluyente para refrigeracion de semen canino. Ademas, LY podria ser

exitosamente congelado luego de un dia de refrigerado.



DEVELOPMENT OF LOW-COMPLEXITY, LOW-COST DILUENTS FOR SHORT- AND MEDIUM-TERM

PRESERVATION OF DOG SPERM

Key words: seminal chilling, seminal diluent, dog, spectrophotometry, artificial insemination.

Abstract

Under the goal of contributing to improvement of reproductive efficiency in domestic dogs at a
national level, this thesis aims at adjusting canine sperm evaluation and chilling techniques; as well as
standardizing spectrophotometry as a sperm-counting method. In addition, this study evaluated and
compared the effect of skim milk with (MEY) and without (SMI) egg yolk as a sperm diluent on canine
spermatozoa incubated at 4 °C in vitro, and then it assessed the efficacy of LY in vivo. Also the effect

of chilled semen on this diluent was assessed in vitro, as a stabilization alternative prior to freezing.

It was possible to reproduce simple evaluation techniques (total and progressive motility, vitality and
integrity of plasma and acrosomal membranes) and sperm chilling techniques, which, after being
measured through pre- and post-dilution sperm parameters, were reliably introduced into successive
experiments. On the other hand, the use of spectrophotometer was evaluated and compared,
obtaining a high correlation with the counts resulting from the gold standard technique, and it
proved to be a fast, economical and adequately accurate sperm-counting method in dogs.

Results obtained after 6 days’ cooling showed that MEY and SMI maintained live sperm parameters,
positive endosmosis, osmolarity and pH similar to a widely used commercial diluent. Furthermore,
MEY did not differ in total and progressive motility and in the percentage of normal acrosomes when

compared with the commercial diluent. The spermatozoa kept over 24 hours at 4 °C in such diluent



proved to have the same efficacy as fresh sperm for artificial insemination, since equal percentages
of pregnancy and similar litters of puppies were obtained in the groups of bitches in which they were
tested. On the other hand, when this diluent was tested as an extended stabilization method, post-
thaw sperm parameters (total and progressive motility, live spermatozoa, positive endosmosis and
normal acrosomes) after 24 hour-cooling prior to freezing did not differ from the traditional 2 hour-
stabilization method.

This study has shown that the sperm evaluation and chilling techniques used can be reproduced in
standard veterinary clinics in our country, and conducted by staff with minimum training in these
biotechnologies. Also, both in vitro and in vivo results have shown MEY to be a simple, low-cost,
efficient diluent for canine sperm chilling. Furthermore, MEY could be successfully frozen after 1 day-

cooling.



INTRODUCCION GENERAL

El aumento de la importancia de la cria canina tanto desde el punto de vista econémico, recreativo, o
para la obtencion de perros de trabajo; ha impulsado el desarrollo e implementacion de
biotecnologias reproductivas en esta especie a nivel mundial. En linea con esta conducta, a fines del
afio 2008 la Federacion Cinolégica Argentina (FCA), reconocida por la Federacidon Cinoldgica
Internacional (FCI), aprobdé la inseminacion artificial (IA) con semen preservado (enfriado o
congelado). Este hecho representd un importantisimo avance en la cinofilia del pais, y abrié un
panorama alentador para el intercambio de semen preservado tanto a nivel nacional como
internacional.

Sin embargo en nuestro medio, el equipamiento y entrenamiento de los profesionales de pequeios
animales promedio, es aln insuficiente para el empleo masivo de estas biotecnologias en sus formas
mas complejas. En este aspecto la refrigeracién, en lugar de la congelacién, como técnica de
preservacion seminal, constituye indudablemente una opcién mucho mas sencilla, econémica y
rapida para iniciar la aplicacién de estas biotecnologias a nivel nacional (Stornelli y de la Sota, 2006;

Diaz y col., 2011)

A la hora de medir la eficacia de las técnicas y diluyentes empleados para la refrigeracion o

congelacion de semen, la prueba mas adecuada es la determinacién de los porcentajes de

concepcion (Oettlé, 1986; Watson, 1996) y el tamafio de la camada resultante de la inseminacidn
artificial (Farstad, 1996). Sin embargo, como una alternativa previa a los ensayos de fertilidad, existen
pruebas in vitro que valoran las diferentes caracteristicas del espermatozoide necesarias para la
fecundacién, como son la motilidad progresiva, la viabilidad y la integridad de las membranas

plasmdtica y acrosdmica. Combinando dos o mas de ellas es posible obtener una correlacion

importante con el potencial fertilizante de la muestra de semen (Amann y Hammerstedt, 1993). Para



evaluar estos pardmetros, las diluciones y tinciones simples observables al microscopio dptico se
encuentran entre las técnicas mas usadas por su bajo costo y facil preparacion.

En adicidn, independientemente de la técnica de preservacion elegida como asi también del método
de evaluacién seminal, es importante tener en cuenta que una adecuada recoleccion vy
procesamiento del semen seran la clave inicial para la obtencién de una muestra de calidad, y
condicionaran los posteriores resultados del almacenamiento de los espermatozoides en frio (Aurich,
2008). Por tal motivo cualquier procedimiento que permita mejorar estas condiciones es factible de
ser evaluado.

Teniendo en cuenta que la medicion de la concentracidon seminal es un requisito necesario dentro del
procesamiento del semen para su posterior dilucidn y preservacion, se infiere que la realizacion de la
misma a través de una herramienta que mejore las condiciones de su ejecucidn, mejorara dicho
procesamiento. En ese sentido, la espectrofotometria como técnica de conteo espermatico,
demostré ser precisa y de rapida ejecucién en varias especies (Paulenz y col., 1995; Nilendran y col.,
2006; Castellini y col.,, 2007), planteando con estos resultados el interrogante acerca de su
implementacion en perros. Si a esta sentencia, sumamos el hecho de que dicha técnica es accesible
para laboratorios de baja complejidad, podria ser potenciado el interés de su evaluacidn en nuestro

medio.

El envio de semen refrigerado es una técnica financieramente razonable y segura, ya que evita los
riesgos en salud y el stress de transporte que pueden ser ocasionados por el traslado del animal para
su reproduccion (Linde-Forsberg, 2001). Ademas el semen conservado de esta forma, al favorecer su
llegada a poblaciones o razas de perros geograficamente aisladas o pequeiias en nimero, permite
evitar la consanguinidad y las enfermedades hereditarias (Morton y Bruce, 1989). Incluso en las
mejores condiciones, apunta a la distribucién de genética superior que incide sobre la mejora en la

estirpe de las razas.



Sin embargo, el intercambio internacional de semen canino es parcialmente limitado en la mayoria

de los paises en desarrollo, debido al proporcionalmente alto costo de los diluyentes disponibles.

El enfriado es posible de ser realizado en laboratorios de baja complejidad, ademas de poder actuar,
potencialmente, como una estabilizacion prolongada previa a la congelacion en centros con
equipamiento sofisticado y personal entrenado (Hermansson y Linde Forsberg, 2006; Ponglowhapan y
col., 2006; Santana y col.,, 2013). También, el semen refrigerado puede ser facilmente depositado
intravaginalmente sin el entrenamiento y/o equipamiento que la deposicidn intrauterina del congelado
requiere obligatoriamente en la especie (Fontbonne y Badinand, 1993; Linde-Forsberg, 1995). Ademas,
estda documentado que cuando son comparados ambos métodos para IA en perros,
independientemente de cual fuere el sitio de deposicidon del semen, la tasa de éxito es usualmente

mayor para el semen refrigerado que para el semen congelado (Linde Forsberg, 1995).

En los perros, la dilucidn y refrigeracion de semen a 4°C ha demostrado que permite conservar
espermatozoides fecundantes por periodos que varian desde los 2 ¢ 3 dias hasta los 10 con técnicas
especiales (Linde-Forsberg, 1995; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Verstegen y col., 2005; Bencharif y
col., 2013). Este periodo resulta suficiente para trasladar y utilizar el semen de un reproductor en
lugares geograficamente distantes. Al respecto, también las regulaciones para el transporte vy
exportacion de semen refrigerado son menos complicadas y costosas que para el congelado (Linde-

Forsberg, 2001, Bielanski, 2005).

Es sabido que uno de los mayores problemas, en los procesos de conservacion del semen, es el
conjunto de alteraciones en el espermatozoide designadas colectivamente como “choque térmico”.
Dichas alteraciones se ponen en evidencia por la pérdida irreversible de viabilidad que se produce
cuando el espermatozoide se enfria rapidamente a 0 °C y cuya sefial mas evidente es la pérdida de
motilidad tras el calentamiento (Quinn y White, 1966). Asimismo, la evidencia de que la motilidad del

semen descongelado se mantiene durante menos tiempo, en comparacidon con la del semen


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fontbonne%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8229944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Badinand%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8229944

enfriado, permite concluir que los espermatozoides descongelados son menos resistentes y que el
proceso de congelacion puede alterar irreversiblemente las membranas (Parks y Graham, 1992;
Burgess y col., 2001).

A pesar de lo citado se reconoce que la técnica de congelado posee indicaciones especificas e
irremplazables (Rota y col., 1997), pero a la hora de decidir la implementacion de una técnica segun su
complejidad y eficacia en situaciones practicas, siempre que se pueda, seria recomendable optar por el

refrigerado.

La refrigeracidn condiciona una menor tasa metabdlica de los espermatozoides, en consonancia con
la utilizacion de diluyentes seminales, que tienen como principal funcién la proteccion de la
integridad y funcionalidad de la membrana plasmdtica de los espermatozoides; ademas proveen
sustratos energéticos y permiten el mantenimiento de condiciones estables de pH y osmolaridad en

el medio extracelular (Batellier y col., 2001).

Diferentes diluyentes seminales, comerciales o preparados en el laboratorio, han sido evaluados con
respecto a su capacidad para mantener el potencial fecundante del semen canino refrigerado
(Province y col., 1984; Bouchard y col., 1990; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Goericke-Pesch y col.,
2012). No obstante, muy poco se ha probado sobre el uso de la leche descremada en la especie (Rota
y col., 1995, Pinto y col., 1999).

Este compuesto natural ha sido ampliamente utilizado para refrigeracion en equinos, desde su
primer aparicion en la década del 70 (Pickett y Amann, 1987) hasta la actualidad (Aurich, 2008),
donde ademas son empleadas sus fracciones proteicas por separado (Pagl y col., 2006). Incluso, se
incorpord su utilizacién en especies zootécnicas (Salamon y Maxwell, 2000; Leboeuf y col., 2003; Gil y
col.,, 2011; Namula y col., 2014), como asi también recientemente en la reproduccién de felinos
domésticos (Valiente y col.,, 2014); manifestando en todos los casos resultados que permiten

considerar a este diluyente como una alternativa vigente para la conservacion seminal en estas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goericke-Pesch%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23067866

especies. Teniendo en cuenta estas observaciones, y considerando que la leche descremada es un
compuesto de facil acceso, no solo por su disponibilidad comercial sino ademds por su bajo costo,
resulta interesante evaluar en caninos sus caracteristicas como diluyente en refrigeracién, y las

posibilidades de implementacién en |IA en nuestro medio.

En conclusién, el enfriamiento con diluyentes de baja complejidad y valor, se vislumbra como la primera
técnica a adoptar en esta nueva etapa de la produccién canina nacional, facilitando y aumentando las

posibilidades de uso de los reproductores caninos.

Basdandonos en todo lo mencionado anteriormente, el objetivo general de esta Tesis Doctoral fue
contribuir al mejoramiento de la eficiencia reproductiva en caninos domésticos a nivel nacional,
mediante el desarrollo de diluyentes practicos y econémicos para la preservacion seminal a corto y

mediano plazo. Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Poner a punto distintas técnicas de evaluacion y refrigeracién de semen canino en nuestro
medio.

e Estandarizar el uso de la espectrofotometria para la medicién de la concentracién seminal en el
perro doméstico.

e Evaluar y comparar el efecto de la leche descremada con y sin el agregado de yema de huevo
sobre las caracteristicas de semen canino refrigerado a 4°C.

e Medir las caracteristicas del semen canino congelado-descongelado que fuera previamente
estabilizado, por hasta 2 dias a 4°C, en un diluyente a base de leche descremada y yema de
huevo.

e Probar la eficacia de la leche descremada y yema de huevo sobre la fertilidad in vivo, de los

espermatozoides caninos incubados a 4°C.
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CAPITULO |

PUESTA A PUNTO DE TECNICAS DE EVALUACION Y REFRIGERACION DE SEMEN CANINO EN

NUESTRO MEDIO

Introduccion

Las investigaciones alternativas a los ensayos de fertilidad incluyen pruebas in vitro que valoran las
diferentes caracteristicas del espermatozoide necesarias para la fecundacién, como son la motilidad
progresiva, la viabilidad y la integridad de las membranas plasmatica y acrosémica. Combinando dos
0 mas de estas pruebas es posible obtener una correlacién importante con el potencial fertilizante de

la muestra de semen (Amann y Hammerstedt, 1993).

La motilidad espermatica es el pardmetro mas usado para la evaluacion seminal in vitro. Puede ser
subjetivamente estimada por observacidn directa al microscopio u objetivamente determinada por
sistemas computarizados (Computer-Assisted Semen Analyzer; Verstegen y col., 2002). Por otro lado,
un nimero de espermatozoides que permanecen inméviles pueden estar aun vivos (Homonnai y col.,
1976) y ser viables, por lo tanto es util su determinacion. Tanto para evaluar este parametro como la
integridad de las membranas plasmaticas y acrosdmicas, entre las técnicas mas usadas por su bajo
costo y facil preparacidn se encuentran las diluciones y tinciones simples observables al microscopio

Optico.

Es sabido, que actualmente han sido desarrolladas técnicas con mayor precision y eficiencia, como

los mencionados sistemas computarizados, o incluso aparatos sofisticados como la citometria de
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flujo que permiten evaluar varios pardmetros a la vez, como ser la concentracion, la viabilidad y la
proporcién de espermatozoides con reaccidn acrosémica, entre otros (Morrell, 1991).

No obstante, estos sistemas no estdn exentos de limitaciones, principalmente relacionadas con los
elevados costos del equipo, la necesidad extrema de validacién, el control de calidad y de la
estandarizacion de las mediciones realizadas (Rodriguez- Martinez, 1998; Verstegen y col, 2002).

Por lo tanto, actualmente desde el punto de vista de la evaluacidn rutinaria en la clinica reproductiva
de la especie canina, se hace dificultosa su aplicacidon, quedando reservada para centros de

investigacion y desarrollo sofisticados. (Johnson y col., 1996).

Situacidon similar a lo antes descripto puede observarse en la implementacion de las técnicas de
preservacion seminal. Histéricamente, la refrigeracion de semen ha sido la primer alternativa para
iniciarse en la conservacion de espermatozoides (Linde Fosberg, 1995); ademds es el paso previo a la
congelacion de espermatozoides. Tiene como principales ventajas su sencillez y bajo costo para ser

llevada a cabo.

Son requisitos necesarios para el empleo de una u otra técnica, la mediciéon de la concentracidon
seminal de la muestra, y su posterior dilucién en un medio que permita la adecuada conservacién de

los distintos parametros a evaluar (Batellier y col., 2001).

En nuestro medio el entrenamiento y equipamiento de los profesionales veterinarios clinicos, es adn
insuficiente para la implementacidn de biotecnologias en sus formas mas complejas. Por este motivo,
la refrigeracion seminal seria una técnica adecuada para comenzar con el desarrollo de

biotecnologias reproductivas (Stornelli y de la Sota, 2006; Diaz y col., 2011).

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue poner a punto distintas técnicas de evaluacion y
refrigeracion de semen canino, con la finalidad de demostrar la factibilidad de implementarlas en

laboratorios de baja complejidad.
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron un minimo de 5 caninos machos de 2 a 5 afios de edad, saludables al examen fisico de
rutina, con un peso que varié de 5 a 30 kg, de razas puras y mestizas, todos pertenecientes a
propietarios privados, que dieron su aprobacién para la realizacion de las pruebas de laboratorio

mediante su consentimiento por escrito.

Recoleccion del semen

Los animales utilizados fueron previamente entrenados para eyacular mediante masturbacion (Linde
Forsberg, 1995). Cada canino requirio diferentes tiempos para ser introducido en las pruebas, debido
al comportamiento manifestado durante la realizacidon de la maniobra de extraccién y el grado de

aceptacion a la misma.

El semen obtenido fue colectado en recipientes de plastico, calibrados, estériles, libres de

contaminantes quimicos y atemperados a 37°C aproximadamente.

En cada extraccidn se colecté la segunda fraccidn del eyaculado (espermatica), y se conservé a bafio

maria (37 °C) hasta su procesamiento.

Procesamiento del semen

Las fracciones espermaticas de los eyaculados caninos fueron mezcladas, con el fin de aumentar el
volumen de la muestra y disminuir las diferencias individuales. Se tomd una alicuota para la

evaluacion en fresco.
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Luego se introdujo el pool de eyaculados en una macro centrifuga y se proceso la muestra a 450g
durante 10 minutos. Se descartd el sobrenadante obtenido, reservando el pellet que contenia los

espermatozoides.

1. Técnicas de evaluacion seminal in vitro

Las pruebas que se describiran a continuacién, fueron realizadas por duplicado teniendo en cuenta
que la diferencia de conteo entre ambas evaluaciones no superara el 10%; en caso contrario se

realizd nuevamente la prueba.

A excepcion de la concentracidn, los resultados se expresaron en porcentajes de espermatozoides
viables para cada parametro evaluado. Se contabilizaron 100 espermatozoides por prueba,

exceptuando el conteo en el hemocitometro y la evaluacidn de la motilidad.

1a. Concentracion espermdtica

Se diluyd 10 pl (microlitros) de la muestra en un mililitro de solucidn fisioldgica formolada 10% v/v
(diluciéon 1:100). Luego de 5 minutos de espera se montd la muestra diluida en una camara de
Neubauer mejorada (Neubauer improved, BOECO, Germany) y se realizé el conteo a 40X, del total de
espermatozoides en el interior de 5 cuadrados grandes equidistantes entre si (4 esquinas y uno

central). Se promedio el conteo de ambas hemicamaras.

Los resultados fueron interpretados de la siguiente forma:
Esp= E x1000
SAD

Esp: nimero de espermatozoides / mm3

E: nimero de espermatozoides contados
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S: superficie empleada en mm3
A: altura de la cdmara

D: grado de dilucién

1b. Motilidad espermdtica (Malmgren, 1997)

Para la observacion en fresco se diluyeron en igual proporciéon 5 ul de semen en citrato de sodio
(2,92% p/v). Posteriormente sobre un portaobjetos atemperado en platina térmica (37°C), se monto
la muestra (diluida en fresco o refrigerada) entre porta y cubreobjetos (12 mm x 12 mm). Pasados 5

minutos se observo a 40 X.

Motilidad total: la motilidad total fue evaluada como la cantidad de espermatozoides méviles en
escala de 0% (todos inmaviles) a 100% (todos moviles).

Motilidad progresiva: fue evaluada como la cantidad de espermatozoides que atraviesan un campo
visual microscépico, en escala de 0% (inméviles o maviles sin progresién) a 100% (todos moviles y

atravesando el campo)

1c. Vitalidad espermadtica

Tincidn supravital eosina/nigrosina (Iguer-Ouada y Verstegen, 2001):

Fueron mezclados previamente en partes iguales 5 pl de eosina y de nigrosina (minitub, Tiefenbach,
Germany), atemperados a bafio maria (37 °C); luego se mezclaron nuevamente en partes iguales 5 pl
de muestra seminal con la tincidn preparada, sobre un porta y cubreobjetos en platina térmica. La
gota obtenida se mantuvo 20 segundos, y luego con el lado mas angosto de un portaobjetos (cuyo
borde fue previamente limado), colocado a un angulo de contacto de 45°, se deslizo la gota

rapidamente. El frotis obtenido fue expuesto a aire suave por aproximadamente 30 segundos, a fin
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de lograr el secado de la muestra. Inmediatamente, se procedid al conteo en microscopio de luz a

100X con objetivo de inmersién.

El criterio de evaluacién fue, espermatozoides vivos: cabeza sin tefir, muertos: cualquier grado de

tincion en el interior de la cabeza.

1d. Acrosomia

Se preparé previamente en el laboratorio la tincion Rosa de Bengala (Cardoso y col., 2007).

Luego fueron mezclados en partes iguales 5 ul del preparado de tincion y de la muestra seminal, y se
mantuvieron por 45 minutos a bafio maria (37°C). Posteriormente se montd la muestra entre porta y
cubreobjetos atemperados (37°C) para ser inmediatamente observado al microscopio con objetivo

de inmersién a 100X.

Los acrosomas se evaluaron segun el siguiente criterio:
Acrosomas normales versus acrosomas no viables (ausentes, hinchados, membranas rotas o

festoneadas; Oettlé, 1993)

le. Endosmosis (England y Plummer, 1993)

Se prepard previamente en el laboratorio una solucién hipotdnica 150 miliosmolar. Se diluyé una
muestra seminal (5 pl) en tres partes de soluciéon hipotdnica; pasados 30 minutos a bafio maria (37°C)
se procedié a tomar una alicuota (5 pl) de la dilucidn, y se colocé entre porta y cubreobjetos

atemperados.
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Bajo objetivo de inmersién a 100X se consideré6 como plasmalemas intactos, aquellos que
presentaban cualquier grado de enrulamiento de la cola espermatica, y de estos se obtuvo el

porcentaje de viables.

2. Refrigeracion de semen

2a. Preparacion del diluyente

Se utilizé un diluyente comercial, compuesto por los siguientes ingredientes:
Agua destilada

Glucosa

Fructosa

Citrato de sodio

Tris

Gentamicina

Componentes no divulgados

Se le adiciond 20% de yema de huevo de gallina (Manual Minitlib 2008), con las siguientes
caracteristicas:

Los huevos utilizados fueron provistos por una misma granja, y se recolectaron con 24 h como limite
maximo entre la puesta y su utilizacidn en el estudio. Al momento de su utilizacién se lavé la cascara
con agua de canilla y desinfectd con alcohol etilico (de uso medicinal), procurando que este se
evapore por completo.

Previo al estudio, se cascd la cascara y posteriormente se elimind la clara, para tomar una porcion del

centro de la yema por puncidn con jeringa estéril de 2,5 ml sin émbolo.

21



Una vez mezclado el diluyente con el huevo, este preparado se mantuvo atemperado a bafo maria

(37°C) para su utilizacién en un lapso no mayor a 15 minutos.

Segun la concentracion obtenida en el pool, se mezcld la muestra (pellet) con el diluyente, a fin de

obtener una proporcién de 75 a 100 x 10° espermas por ml.

Luego, el tubo con la muestra se introdujo en un frasco de vidrio a bafio maria (37°C), y

posteriormente se almacend en heladera estandar a 4 °C, para ser mantenida refrigerada.

Pasadas 6 h se retird una fraccion de 150 pl para la realizacién de las siguientes pruebas: motilidad,

vitalidad, acrosomia y endosmosis.

Este experimento se realizé consecutivamente cinco veces, a intervalos semanales.

2b. Andlisis estadistico

Se compararon cada uno de los pardmetros seminales (media + SEM) previo a la dilucién, con
aquellos arrojados inmediatamente posterior a la misma. Se utilizd un test de Student para
determinar diferencias entre ambos grupos (SPSS 17.0, SPSS, Chicago, IL, EE.UU.). Los valores se

consideraron estadisticamente significativos cuando P <0,05.

Resultados

La media de concentracién espermética en los pooles seminales fue de 300 x 10° esp/ml, con un
rango de 130 a 460 x 10° esp/ml. La dilucién utilizada para el refrigerado fue de 1:2 a 1:6 (espermas:
diluyente), y se obtuvo una concentracién final promedio en la dilucidn de 88,2 x 10° esp/ml (rango,

76 a 100 x 10° esp/ml).
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Los resultados arrojados para cada una de las técnicas realizadas (motilidad total y progresiva,
vitalidad espermatica, acrosomia y endosmosis) no presentaron diferencias significativas (p > 0,05)

entre las muestras observadas pre y pos dilucidn (tabla 1).

Discusion

Teniendo en cuenta que las tasas de prefiez y prolificidad son las mejores maneras de evaluar la
eficacia de un diluyente de semen, en condiciones experimentales la combinacidn de varias pruebas

por lo general se correlaciona con el potencial de fertilidad (Rota y col., 1995).

En este capitulo se puso a punto técnicas de evaluacidon y refrigeracién seminal, utilizando
procedimientos, insumos y equipamiento, que permiten el desarrollo de las mismas en un
laboratorio de baja complejidad, como el que puede instalarse en un consultorio veterinario

promedio de nuestro pais.

Con la finalidad de disminuir la subjetividad de las evaluaciones seminales (Brazil y col., 2004).
diversos aspectos técnicos fueron estandarizados; como es el caso de la previa dilucién del semen
fresco, evitando asi la aglutinacién de los espermatozoides y la influencia de la concentracion y del
pH seminal durante la evaluacidon de la motilidad. También se tuvo un control estricto de la
temperatura del equipamiento, el material y el uso de la misma ampliacién microscépica en cada una
de las técnicas empleadas (Malmgren, 1997). Por otro lado el entrenamiento del observador fue un

aspecto igualmente importante a la hora de llevar a cabo la evaluacion de las muestras.

Una adecuada recoleccién del semen y su procesamiento, serdn la clave principal para el
mantenimiento de la calidad del semen durante el almacenamiento refrigerado (Aurich, 2008). En

nuestro caso, no se observaron diferencias significativas entre las muestras previo al refrigerado y
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pos refrigerado, demostrando la efectividad de las técnicas de procesamiento y refrigeracion seminal

utilizadas.

Posteriormente, con los resultados logrados en este capitulo, se procedid a la incorporaciéon de las

mismas en los experimentos del resto de los capitulos del presente trabajo de tesis.

Parametros seminales
Prueba

predilucion posdilucién
Motilidad total 90,0+5,1 91,2+6,2
Motilidad progresiva 88,9+6,0 90,0+4,5
Espermatozoides vivos 94,0+3,8 91,3+3,0
Acrosomia 92,1+5,4 96,2+4,6
Endosmosis 94,8+5,2 91,2+5,3

Tabla 1. Pardmetros seminales caninos (media + SEM) observados previa y posteriormente a la

refrigeracién a 4 °C, en un diluyente comercial.

A continuacion se muestra un registro fotografico de las técnicas de vitalidad espermatica (foto 1),

acrosomia (foto 2) y endosmosis (foto 3):
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Foto 1. Tincidn de eosina-nigrosina para la evaluacion de espermatozoides caninos vivos (blancos) y

muertos (rosas), observacién con microscopio a 100X.

Foto 2. Tincién rosa de bengala para evaluacién de morfologia y acrosomia espermatica canina,

observacion con microscopio a 100X. Las flechas indican acrosomas dafiados (hinchados).
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Foto 3. Prueba hiposmatica para evaluacién de plasmalemas caninos. Se muestran espermatozoides
con cola enrulada (plasmalema intacto) o estirada (plasmalema dafado), observaciéon con

microscopio a 100X.
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CAPITULO Il

ESTANDARIZACION DE LA ESPECTROFOTOMETRIA PARA LA MEDICION DE LA CONCENTRACION

SEMINAL EN EL PERRO DOMESTICO

Introduccion

El descubrimiento de la hemocitometria produjo un hito en la evaluacién de la calidad seminal del
macho. Desde entonces esta técnica se ha llamado oficialmente por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) como el “gold standard” para el conteo espermdtico (World Health Organization, 1987).
No obstante, a pesar de la fe depositada en ella, son varias las limitaciones observadas desde su
descubrimiento, tales como el tiempo insumido en la ejecucion de la misma (Mahmoud vy col., 1997),
la variacién de resultados entre los diferentes hemocitémetros disponibles (Christensen y col., 2005),
e incluso entre dos conteos de una misma muestra en el mismo hemocitémetro (Johnson y col.,
1996) o entre distintos operadores (Brazil y col., 2004). En base a esto, surge la necesidad de mejorar
la técnica y las herramientas disponibles para el conteo espermatico, lo que fomenté el desarrollo de
dispositivos con un grado mayor de eficiencia. Es asi, que hoy en dia se ofrecen al mercado
numerosos equipos; entre ellos pueden mencionarse como los mas usados, el CASA (Computer-
Assisted Semen Analyzer) y el Spermacue® de Minitub, como asi también un nuevo y prometedor
método, la citometria de flujo. Algunos de estos dispositivos han logrado vencer los inconvenientes
de la hemocitometria, pero presentan otra importante restriccion a tener en cuenta: su elevado

costo.
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El espermatocrito por ejemplo, es una técnica prdctica y econdmica, pero no ha podido ser

reproducida en caninos (Kustritz y col., 2006).

Por otra parte, el espectrofotémetro convencional ademas de ser un equipo de bajo costo, permite
con un minimo entrenamiento medir en pocos minutos (2 a 3 minutos, Brillard y McDaniel, 1987) la
cantidad de luz dispersada por una muestra de semen, correlacionandola con un alto grado de
precision con la concentracion seminal (Hansen y col.,, 2002). Quizas con el surgimiento de
dispositivos con mayor grado de desarrollo como los mencionados anteriormente, se ha llegado a
desestimar la utilidad de la espectrofotometria para el conteo seminal. No obstante, es factible de
demostrar que la espectrofotometria es uno de los métodos con mejores resultados para este fin;
ademas, por su moderado costo, podria considerarse como una herramienta de considerable valor

para laboratorios de bajos a medianos recursos.

Es sabido que las diferentes glandulas accesorias de las especies mamiferas secretan particulas
(Minelli y col, 2001) y que hay una variacién biolégica en la calidad y cantidad de estas entre las
especies. Considerando estas diferencias, asi como también las de tamafio y concentracién seminal,
resulta razonable validar y estandarizar el conteo seminal por espectrofotometria en cada una de las
especies. Por lo tanto, los objetivos de este capitulo fueron: determinar la repetibilidad de las
lecturas realizadas con el espectrofotémetro y compararlas con aquellas del hemocitémetro, realizar
una curva de estandarizacion de lectura espectrofotométrica de concentracién seminal canina v,

finalmente, correlacionar los resultados obtenidos por ambos métodos.
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Materiales y Métodos

Animales y recoleccion de las muestras seminales

Se utilizaron un total de 5 caninos machos adultos, entre 2 y 5 afios de edad, saludables y con
parametros reproductivos normales, que fueron proporcionados por sus propietarios previo
consentimiento escrito. La recoleccion de las muestras se realizd en forma higiénica mediante
masturbacion (Linde Forsberg, 1995); para dicho procedimiento se utilizaron recipientes de plastico,
calibrados y limpios. Se realizaron dos extracciones de semen por animal con un intervalo de 3 dias
entre cada una de ellas. Uno de los eyaculados no pudo ser utilizado por dificultades en la obtencion

de esa muestra, por lo que se procesaron un total de 9 eyaculados.

Dilucion de los eyaculados

Cada uno de los eyaculados se fraccion6 en 4 partes iguales las que posteriormente se diluyeron
1:25, 1:50, y 1:75 en solucidn fisiolégica (CINa 0,9 gr, agua destilada 100 ml), dejando una de las
fracciones sin diluir. De esta forma se generaron un total de 36 muestras. La finalidad de estas
diluciones fue obtener distintos valores de concentracién que permitieran crear una mayor

variabilidad entre los datos a analizar y por consiguiente un rango mas amplio de absorbancia.

Conteos en el hemocitometro

Para el conteo en camara de Neubauer (Neubauer improved, BOECO, Germany) cada una de las
muestras generadas por dilucidn y las fracciones no diluidas, se mezclaron con solucién fisioldgica
formolada (CINa 0,9 gr, agua destilada 100 ml y formol 40%, 0,3 ml) en una proporcién 1:20 6 1:200.
La eleccion de la dilucién a utilizar se basé en el aspecto macroscopico de la muestra (grado de

opacidad), teniendo asi diluciones 1:200 para las muestras con mayor opacidad y 1:20 para aquellas
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transltcidas. Utilizando una micropipeta autoajustable (PZ HTL, Daniszewska 4, 03-230 Warsaw,
Polonia) se tomé una alicuota de cada muestra por separado, se cargaron las camaras, y se procedio
al conteo bajo microscopio de luz a 40 aumentos. Fueron contabilizados los espermatozoides de 5
cuadrados equidistantes entre si delimitados por 3 lineas paralelas. Se tuvo la precauciéon de no
superar el 10% de diferencia de conteo entre ambas cdmaras del hemocitémetro. Los conteos fueron

realizados en 3 réplicas para calcular la repetibilidad de los resultados.

Lecturas en el espectrofotémetro

Para la medicion en el espectrofotémetro (Metrolab RC 325 junior, Argentina) la dilucién se hizo en
agua destilada 1:30 (0,05 ml de la muestra en 1,5 ml de agua destilada), y la longitud de onda

utilizada en dicho procedimiento fue de 620 nm.

Previo a la lectura, el aparato fue calibrado a 0 de absorbancia y transmitancia utilizando como
blanco un tubo de vidrio limpio y sin rayaduras, al cual se le agregd 1,5 ml de agua destilada en su
interior. Luego a ese mismo tubo, se le colocd la muestra diluida como se detallé mas arriba, se
ajusto la longitud de onda indicada y se procedid a la lectura. Cada una de las lecturas se realizé 3

veces consecutivas.

Andlisis de datos

Se calculé la repetibilidad de cada método mediante el andlisis del coeficiente de variacion (CV=
0/X.100) de las tres réplicas realizadas en cada una de las muestras. Luego, se realizé una curva de
estandarizacion entre los valores de absorbancia y de concentracidn mediante la utilizacién de la
ecuacion de regresion lineal, segun la férmula y= a+bx, donde “x” fue el conteo en camara e “y” los

valores de absorbancia. Por ultimo, se compararon las concentraciones seminales obtenidas por cada
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equipo a través de un Test de Student. De no hallar diferencias significativas entre los conteos se

calculd del coeficiente de correlacidn de Pearson para dichos datos.

Resultados

Los valores obtenidos a través del cdlculo del CV fueron 7,8% y 16,9% para el espectrofotémetroy la
camara de Neubauer, respectivamente. Mediante la ecuacién de regresién general se logrd la
alineacion de la dispersion de los datos, lo cual permitid la estandarizacion de los valores tanto de

absorbancia como de concentracién (Figura 1).

No se encontraron diferencias significativas entre los conteos espermaticos obtenidos con ambos
equipos (p > 0,05). El coeficiente de correlacion entre la absorbancia y la concentracion fue de r=

0,39 (p < 0.01).

Discusion

A nuestro conocimiento, no existen reportes acerca de la repetibilidad de las mediciones realizadas
por espectrofotometria en semen canino. Este dato permite, no solo el conocimiento de la misma

|ll

sino también comparar la repetibilidad con la de otros métodos, e incluso con la del “gold standard”.
Este conocimiento comparativo en la especie canina es de ayuda en la toma de decisiones para la
eleccién y compra de equipamiento en un laboratorio de reproduccion.

En nuestro trabajo la cdmara de Neubauer mostrdé tener menos de la mitad de la precisiéon del

espectrofotdmetro. Similar proporcidn entre la precision de ambos métodos fue previamente

reportada en la especie bovina (Nilendran y col., 2006).
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En este trabajo, al igual que en un estudio anterior en la misma especie (r = 0,99; Rodriguez y col.,
2008) y en otras especies como bovinos (r= 0,99; Nilendran y col., 2006), cerdos (r= 0,96; Paulenz y
col., 1995) y conejos (r= 0,97; Castellini y col., 2007) entre otros, se encontré una alta correlacién
para los conteos espermaticos obtenidos por ambos métodos.

Por otro lado, la alta correlacién entre los aparatos permitié generar un indice de equivalencias para
la lectura de la concentracidn en el espectrofotémetro a partir de los datos obtenidos por cdmara de
Neubauer. Debido a la dispersién de dichos datos fue necesario su alineamiento por medio de una
ecuacion de regresion lineal para la homogeneizacidén de los mismos, como se realizé en anteriores
trabajos (Haag, 1959, Anzar y col., 2009), ya que su modelo de comportamiento fue similar. Estos
hallazgos reivindican el uso de la espectrofotometria en la especie canina como un método no solo

rapido y econdmico sino también con una precisidn aceptable.
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Figura 1. Relacidn mediante regresién lineal, entre la concentracién espermdtica medida por

hemocitometria (cdmara de Neubauer) y la absorbancia por espectrofotometria de muestras

seminales caninas.

35



REFERENCIAS

10.

World Health Organization. Laboratory manual for the examination of human semen and
semen-cervical mucus interaction. 2nd ed. Cambridge: Cambridge University Press. 1987; p. 14-
7.

Mahmoud AM, Depoorter B, Piens N, Comhaire FH. The performance of 10 different methods
for the estimation of sperm concentration. Fertil Steril. 1997; 68 (2): 340-5.

Christensen P, Stryhn H, Hansen C. Discrepancies in the determination of sperm concentration
using Burker-Turk, Thoma and Makler counting chambers. Theriogenology. 2005; 63:.992-1003.
Johnson JE, Boone WR, Blackhurst DW. Manual versus computer-automated semen analyses.
Part I. Comparison of counting chambers. Fertil Steril. 1996; 65:.150-5.

Brazil C, Swan SH, Tollner CR, Treece C, Drobnis EZ, Wang C, Redmon JB, Overstreet JW. Quality
control of laboratory methods for semen evaluation in a multicenter research study. J Androl.
2004b; 25: 645-56.

Kustritz MV, Kilty C, Vollmer M. Spermatocrit as a measure of the concentration of spermatozoa
in canine semen. Vet Rec. 2007; 161(16): 566-7.

Brillard JP, McDaniel GR. The reliability and efficiency of various methods for estimating
spermatozoa concentration. Poult Sci. 1985; 64: 155-8.

Hansen C, Christensen P, Stryhn H, Hedeboe AM, Rode M, Boe-Hansen G. Validation of the
FACSCount AF system for determination of sperm concentration in boar semen. Reprod Domest
Anim. 2002; 37: 330-4.

Minelli A, Moroni M, Castellini C. Isolation of the IGF-I protein complex from rabbit seminal
plasma: effects on sperm mobility and viability. ] Exp Zool. 2001; 290: 279-90.

Linde Forsberg, C. Artificial insemination with fresh, chilled extended and frozen thawed semen

in the dog. Semin Vet Med. Surge (Small Anim). 1995; 10: 48-58.

36


http://mail.fcv.unlp.edu.ar/services/go.php?url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%3Fterm%3D%2522Kustritz%2520MV%2522%255BAuthor%255D&_t=1302098932&_h=00GXPGqaGGRSD1fcHGe-7uFetm8
http://mail.fcv.unlp.edu.ar/services/go.php?url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%3Fterm%3D%2522Kilty%2520C%2522%255BAuthor%255D&_t=1302098932&_h=teJdcJ1n3wd-5GNhTfrEq5OM4ns
http://mail.fcv.unlp.edu.ar/services/go.php?url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%3Fterm%3D%2522Vollmer%2520M%2522%255BAuthor%255D&_t=1302098932&_h=cY3MuFW7HFAQ_7_7f2HAjtDmA_Y
http://mail.fcv.unlp.edu.ar/services/go.php?url=XSSCleanedAL_get%28this%2C%2520%27jour%27%2C%2520%27Vet%2520Rec.%27%29%3B&_t=1302098932&_h=ax4Z56B5YJHwfA7uWVWZRx8GYZs

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Nilendran S. Prathalingam, William W. Holt, Stuart G. Revell, Sian Jones, Paul F. Watson. The
precision and accuracy of six different methods to determine sperm concentration. J Androl.
2006; 27 (2): 257-62.

Rodriguez P., Franco E., Jiménez C. Estandarizacion de la prueba para espectrofotometria en la
medicidon de concentracion de semen bovino, equino, porcino, ovino y canino. Rev Med Vet
Zoot. 2008; 55: 22-8.

Paulenz, H., I. S. Grevle, A. Tverdal, P. O. Hofmo, and K. Andersen Berg. Precision of the Coulter
counter for routine assessment of boar-sperm concentration in comparison with the
haemocytometer and spectrophotometer. Reprod Dom Anim. 1995; 30: 107-11.

Castellini C., Lattaioli P., Cardinali R., Dal Bosco A., Mourvaki E. Validation of a
spectrophotometric method used for the measurement of spermatozoa concentration in rabbit
semen. World Rabbit Sci. 2007; 15: 115-19.

Haag. Determination of the approximate sperm concentration of horse semen with the aid of a
spectrophometer. ] Am Vet Med Assoc. 1959; 134 (7): 314-6.

Anzar M., Kroetsch T., Buhr M. Comparison of Different Methods for Assessment of Sperm

Concentration and Membrane Integrity With Bull Semen. J Androl. 2009; 30(6): 661-8.

37



CAPITULO 1lI

EVALUACION Y COMPARACION DEL EFECTO DE LA LECHE DESCREMADA, CON Y SIN EL AGREGADO

DE YEMA DE HUEVO, SOBRE LAS CARACTERISTICAS DEL SEMEN CANINO REFRIGERADO A 4 2C

Introduccion

Los diluyentes seminales protegen a los espermatozoides, lo que permite la conservacion de la
motilidad y la fertilidad en el tiempo mediante la estabilizacién del plasmalema; ademas
proporcionan sustratos de energia y previenen los efectos deletéreos frente a los cambios del pHy la

osmolaridad (Linde Fosberg, 1995).

La leche es un componente comunmente utilizado como diluyente de semen en la mayoria de las
especies, y tiene un buen rendimiento tanto in vitro como in vivo (Maxwell y Salamon, 1993; Batellier
y col., 2001). Las proteinas de la leche descremada amortiguan el pH del semen y también pueden
guelar iones de metales pesados (Jones y Martin, 1973). La adiciéon de yema de huevo a la leche
descremada mejora la viabilidad de los espermatozoides durante el almacenamiento en la
refrigeracion (Salamon y maxwell, 2000), como asi también su fraccién de fosfolipidos proporciona
proteccion a los espermatozoides y membrana acrosomal contra golpe de frio (Jones y Martin, 1973,
White, 1993). También ha sido especulado que la leche y la yema de huevo tienen un efecto
sinérgico, de proteccidn sobre el esperma a causa de su accidon andloga en el secuestro de proteinas

del plasma seminal.
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Han sido desarrollados diluyentes para refrigeracién seminal, que reemplazan la yema de huevo
entera por proteinas especificas de la misma (LDL, Bencharif y col.,, 2013a), o incluso por
componentes de origen no animal como la lecitina de soja (Beccaglia y col., 2009). Si bien se pueden
apreciar resultados favorables tras dicho reemplazo, su uso todavia no se encuentra difundido
masivamente, por lo cual la incorporacion de yema de huevo de manera convencional, es

actualmente la forma mas ampliamente utilizada en la especie.

Situacidn similar ocurre con la leche; donde se probaron diluyentes de semen a 5°C que contienen
fracciones micelares de las proteinas presentes en esta, que arrojaron buenos resultados en equinos
y pequeifios rumiantes (Batellier y col., 1998; Leboeuf y col., 2003); lamentablemente en perros estos
resultados no fueron favorables, ya que se observaron parametros de motilidad a los pocos dias de
almacenamiento, notablemente inferiores a otros diluyentes de uso comun en la especie (Bencharif y

col., 2013b).

Sélo hay un informe de la leche descremada probada como diluyente para la refrigeraciéon de semen
canino con resultados in vitro aceptables (Rota y col., 1995). Aunque el efecto de mejora potencial
gue tiene el agregado de yema de huevo a la leche descremada no se ha descrito en esta especie

,

aun.

Por lo tanto, el objetivo del presente capitulo fue evaluar y comparar el efecto de leche descremada

con y sin el agregado de yema de huevo sobre las caracteristicas de semen refrigerado a 4°C.
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron para este estudio caninos machos (n=10), de 1 a 5 afios de edad, de raza Ovejero
Aleman (n=5) y mestizos (n=5), con un peso entre 10 y 30 kg. Los animales se seleccionaron teniendo
6

en cuenta los siguientes pardmetros seminales: concentracién de espermatozoides >100x10

espermatozoides/ml, motilidad espermatica progresiva > 70%, e integridad del acrosoma > 85%.

Todos los caninos pertenecian a propietarios privados, y permanecieron saludables al examen fisico
de rutina durante todo el estudio. Fueron alimentados en sus correspondientes hogares con
balanceado premium de diferentes marcas comerciales, y traidos al laboratorio una hora antes del
inicio de cada prueba. El protocolo de investigacion fue aprobado por el CICUAL institucional de la

FCV-UNLP.

Recoleccion de semen

Cada uno de los animales utilizados fue previamente entrenado para eyacular mediante
masturbacién (Linde Forsberg, 1995). El semen obtenido fue colectado en recipientes de plastico,

calibrados, estériles, libres de contaminantes quimicos, y atemperados a 37°C aproximadamente.

En cada extraccion se colectd la segunda (espermatica) y la tercera fraccidn (prostatica), utilizando

diferentes recipientes (37°C), a fin de mantenerlas separadas para la realizacién de las pruebas.

Procesamiento del semen

Las fracciones espermaticas de los eyaculados caninos fueron mezcladas (pool), con el fin de

aumentar el volumen de la muestra y disminuir las diferencias individuales.
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Inicialmente se tomd una alicuota, y se midié concentracidon seminal mediante espectrofotometria,

tal como se desarrollé previamente en el capitulo Il de esta tesis.

Luego se centrifugé el pool de eyaculados (450 g por 10 minutos), y se reservo el pellet de

espermatozoides, que posteriormente se dividio en 4 partes iguales.

Por ultimo, se mezclaron las partes con alguno de los diluyentes que se detallan a continuacién:

Diluyentes de semen

1) Liquido prostatico (PRO): liquido prostatico autdlogo (tercer fraccion del eyaculado), utilizado

como control negativo;

2) Diluyente espermatico comercial® (COM): agua destilada, glucosa, fructosa, citrato de sodio, Tris,
componentes no divulgados por los propietarios, gentamicina y 20% de yema de huevo, utilizado

como control positivo;

3) Leche descremada (Le, Tabla 1);

4) Leche descremada-yema de huevo (LY, tabla 1): 80% Le y 20% de yema de huevo para probar el

efecto de su suplementacidon en combinacion con la leche descremada.

Todos los diluyentes se prepararon frescos antes de cada ensayo.

La dilucion final en las muestras fue de 1: 4 a 1: 6 (espermas: diluyente), quedando una
concentracion de 75 a 100 esp/ml en cada diluyente. Una vez diluidas, se mantuvieron refrigeradas
(4 °C) con el fin de ser evaluadas todos los dias, durante seis dias. Para mantener la coherencia de los

resultados, este experimento se repitid 5 veces a intervalos semanales.
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Evaluacion del semen

Se comenzod con la evaluacion de las muestras diluidas desde el momento de la mezcla del semen
con el diluyente (dia 0), y luego se fueron repitiendo cada 24 h durante 6 dias, o hasta que la

motilidad total fue menor al 10%.

Para el andlisis, una alicuota de 150 pl se obtuvo de cada diluyente, manteniéndola para la

realizacidn de las pruebas a una temperatura estable (20 °C) en el laboratorio.

Se realizaron las siguientes evaluaciones seminales: motilidad total y progresiva, vitalidad, acrosomia,

endosmosis, pH (pH-009 [lll] ATC, China) y osmolaridad (Wescor, inc mod. 5520, USA).

La motilidad total y progresiva fueron las Unicas determinaciones sefialadas en el diluyente

prostatico.

Andlisis estadistico

Todos los parametros del semen (media + SEM) se compararon entre 3 diluyentes (Com vs Le vs LY)
utilizando un andlisis varianza de mediciones repetidas en el tiempo, seguido por la prueba de
comparacion de Tukey cuando se encontraron diferencias significativas (SPSS 17.0, SPSS, Chicago, IL,
EE.UU.). En el caso de las motilidades totales y progresivas, el diluyente PRO también fue incluido en

el andlisis. Los valores se consideraron estadisticamente significativos cuando P <0,05.

42



Resultados

La motilidad total (P <0,01) y progresiva (P <0,01) disminuyd en el tiempo en los cuatro diluyentes
(Figural), con Com y Pro con el mejor y el peor desempefio, respectivamente. Ademas, LY difirié de

Pro (P <0,01)y Le (P <0,01), pero no de Com.

El porcentaje de acrosomas normales (P <0,05; Figura 2) y endésmosis positiva (P <0,01, Tabla 2) en
los 3 tratamientos disminuydé a lo largo del periodo de estudio. Si bien no hubo diferencias
significativas en el porcentaje de endésmaosis entre los tres diluyentes, la integridad del acrosoma fue

mayor en LY si se compara con Le (P <0,05).

El pH se mantuvo dentro de los rangos fisiolégicos normales en los 3 grupos durante todo el periodo
de estudio (P> 0,1).El resto de las caracteristicas del semen tales como espermatozoides vivos (P>
0,1) y osmolaridad (P> 0,1) se redujeron ligeramente durante todo el estudio, sin diferencias entre

los diluyentes (Tabla 2)

Discusion

Los efectos beneficiosos de la suplementacién de la yema de huevo al diluyente a base de leche
descremada se demostraron en ambas motilidades y evaluaciones de la integridad del acrosoma.
Estos resultados estan en linea con informes previos utilizando diluyentes de laboratorio preparados

en otras especies (Rota y col., 2004; Gil y col., 2011) y en perros (lguer Ouada y Verstegen, 2001).

En este experimento in vitro, LY mostré un mejor rendimiento que en un estudio previo en perros
(Rota y col., 1995) manteniendo >70% de motilidad progresiva durante 2 dias y >80% de acrosomas

normales hasta 4 dias, en cambio la integridad del plasmalema fue menor a lo reportado para este
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diluyente. Estas diferencias podrian ser atribuidas a los componentes del diluyente (es decir, la leche
y yema de huevo), los animales utilizados, o a las evaluaciones subjetivas llevadas a cabo sobre las

muestras.

Es de destacar que los valores de pH encontrados a lo largo de todo el estudio estuvieron dentro de

los rangos fisioldgicos, demostrando la buena capacidad de amortiguacion de los diluyentes a base

de leche. Estos hallazgos de pH estan en linea lo reportado en el estudio mencionado mas arriba

(Rota y col., 1995).

Por otro lado el diluyente utilizado como control positivo, es aquel que ha sido mds ampliamente
utilizado tanto en situaciones practicas como experimentales de las ultimas décadas en caninos,
demostrando muy buenos resultados hasta por 10 dias de almacenamiento a 4°C (Goericke-Pesch y
col., 2012). Cuando se compard con los diluyentes a base de leche, para LY todos los parametros
estudiados se mantuvieron sin diferencias significativas con COM durante los 6 dias de evaluacién.
Para el caso de Le se observaron diferencias al cuarto y quinto dia con respecto a la motilidad y la

integridad del acrosoma, respectivamente.

Se puede concluir que los hallazgos del presente capitulo, demuestran aceptables pardmetros de
refrigeracion seminal in vitro, cuyos resultados alientan la realizaciéon de pruebas in vivo, utilizando

diluyentes a base de leche con la adicidn de yema de huevo.
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Componentes Le LY
Leche descremada (0% grasa) tratada a ultra alta
. 100% 80%
temperatura (UHT, llolay®, Argentina)
Bencilpenicilina 1 mg/ml | 1 mg/ml
Sulfato de dihidroestreptomicina 1 mg/ml | 1 mg/ml
Yema de huevo -- 20%

Tabla 1. Composicién de los diluyentes de semen leche descremada (Le) y Leche descremada-yema

de huevo (LY).
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Figura 1. Porcentaje (media * SEM) de motilidad espermatica canina, total y progresiva, en cuatro

diluyentes diferentes (comercial, COM; leche descremada, Le; leche descremada- yema de huevo, LY;

liquido prostatico, PRO) refrigerados a 4°C por 6 dias. Las diferentes letras en cada dia de andlisis,

indican las diferencias (P<0,05) entre los grupos.
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Figura 2. Porcentaje (media * SEM) de acrosomas normales, de espermatozoides caninos, en tres

diluyentes diferentes (comercial, COM; leche descremada, Le; leche descremada- yema de huevo, LY)

refrigerados a 4°C por 6 dias. Las diferentes letras en cada dia de andlisis, indican las diferencias

(P<0,05) entre los grupos.
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CAPITULO IV

CARACTERISTICAS DEL SEMEN CANINO CONGELADO-DESCONGELADO, PREVIAMENTE
ESTABILIZADO POR HASTA 2 DIAS A 4°C, EN UN DILUYENTE A BASE DE LECHE DESCREMADA Y

YEMA DE HUEVO.

Introduccion

Actualmente en nuestro pais, la congelacién de espermatozoides caninos y su posterior almacenamiento
es llevada a cabo en exiguos centros especializados para tal fin. Pero en cambio, la refrigeracion de
semen es factible de ser realizada en laboratorios de menor complejidad. De esta forma, la misma
podria actuar como una estabilizacion previa al congelado, para que luego la muestra sea enviada a un
banco de semen para su almacenamiento. Este hecho, no solo evita el traslado del reproductor, con el
riesgo que sugiere su desplazamiento, sino que ademas facilita el proceso para el duefio del animal.

Por otro lado, el transporte de sustancias en nitrégeno liquido esta sujeto a regulaciones estrictas segin
las normativas vigentes, ya que el mismo es considerado potencialmente peligroso (Bielanski, 2005).
Esas restricciones desaparecen cuando el semen se envia refrigerado (Hermansson y Linde-Forsberg,

2006).

Ya se ha demostrado que el semen canino puede ser congelado con éxito luego de 1 o 2 dias de
almacenamiento refrigerado, en un diluyente a base de Tris-glucosa y yema de huevo (TGY;
Hermansson y Linde-Forsberg, 2006; Santana y col., 2013). Incluso, en un estudio donde se utilizaron
espermatozoides provenientes del epididimo, se encontré que los valores de motilidad y acrosomas

intactos eran aceptables hasta por 4 dias (Ponglowhapan y col., 2006).
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Particularmente en equinos, se pudo demostrar que mediante la utilizacién de un diluyente a base de
leche descremada y yema de huevo (LY), la motilidad post descongelado no fue diferente, entre las
muestras que fueron congeladas inmediatamente luego de ser refrigeradas, y aquellas mantenidas por
12 ha5°C(Crockett y col., 2001).

Por otro lado, el uso del mencionado diluyente fue probado en perros, arrojando parametros
seminales post-descongelacién comparables a los obtenidos por diluyentes a base de Tris (Rota y
col., 2001); aungue aun no ha sido determinado cual es el efecto sobre los espermatozoides de esta

especie, luego de ser mantenidos refrigerados en LY por un cierto tiempo previo a su congelacion.

Por lo tanto se planted, como objetivo de este capitulo, evaluar las caracteristicas del semen
congelado-descongelado que fuera previamente estabilizado, por hasta 2 dias a 4 °C, en un diluyente

a base de leche descremada-yema de huevo.

Materiales y Métodos

Animales y recoleccion del semen

Se utilizaron para este estudio caninos machos (n=10), de 1 a 5 afios de edad, de raza Ovejero
Aleman (n=5) y mestizos (n=5), con un peso entre 10 y 30 kg. Los animales se seleccionaron teniendo
6

en cuenta los siguientes parametros seminales: concentracion de espermatozoides >100 x 10

espermatozoides / ml, motilidad espermatica progresiva >70 %, e integridad del acrosoma >85 %.

Todos los caninos pertenecian a propietarios privados, y permanecieron saludables al examen fisico
de rutina durante todo el estudio. Fueron alimentados en sus correspondientes hogares con
balanceado premium de diferentes marcas comerciales, y traidos al laboratorio una hora antes del

inicio de cada prueba.
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Cada uno de los animales utilizados fue previamente entrenado para eyacular mediante

masturbacidn (Linde Forsberg, 1995).

El semen obtenido fue colectado en recipientes de plastico, calibrados, estériles, libres de

contaminantes quimicos, y atemperados a 37°C aproximadamente.

En cada extraccidn se colecté la segunda fraccion del eyaculado (espermatica).

Procesamiento y evaluacion de semen

Las fracciones espermaticas de los eyaculados caninos fueron mezcladas, con el fin de aumentar el

volumen de la muestra y disminuir las diferencias individuales.

Se tomé una alicuota de la muestra para medir concentracién seminal mediante espectrofotometria
(capitulo 1l de este trabajo de tesis). Luego se introdujo el pool de eyaculados (espermatica) en una
macro centrifuga a 450 g por 10 minutos. Se descarté el sobrenadante obtenido, reservando el pellet

gue contenia los espermatozoides.

Segun la concentracién observada en el pool, se mezclé la muestra (pellet) con el primer diluyente
(LY-1, tabla 1), a fin de obtener una proporciéon de 400 x 10° espermas por ml. Luego se dividio el

preparado en tres partes.

Después de 2 (protocolo tradicional, Control), 24, o0 48 h de equilibracién a 4°C, una segunda dilucion
fue realizada en LY-2 (tabla 1) con cada una de las partes separadas previamente. Se ajusté la
concentracién espermética a fin de obtener un valor de 200 x 10° espermatozoides / ml en la dilucién

final (LY-1+2).

Luego de cumplido en cada muestra el tiempo de equilibraciéon, fueron sucesivamente

empaquetadas en pajuelas de plastico estériles de 0,5 ml.
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Posteriormente, las pajuelas obtenidas por cada muestra, fueron colocadas en una canastilla

metalica y sometidas a la técnica de congelacién dindmica (Linde Forsberg, 2002).

Una vez sumergidas en nitrégeno liquido, las pajuelas permanecieron asi hasta el momento de su

evaluacion.

Transcurridas 2 semanas, las pajuelas fueron descongeladas en bafo maria a 37°C durante 1 minuto,
y luego se depositaron en un tubo de vidrio pre-calentado a 37°C. Pasados 5 minutos, se evaluaron
los porcentajes de motilidad total y progresiva, vitalidad espermatica e integridad del plasmalema y
del acrosoma.

Las pruebas utilizadas para evaluar el semen pos descongelacion fueron aquellas descriptas en el

capitulo 1.

Para mantener la coherencia de los resultados, este experimento se repitié 5 veces a intervalos

semanales.

Andlisis estadistico

Los datos de los espermatozoides diluidos (media + SEM) es decir, la motilidad total y progresiva,
vitalidad, e integridad de la membrana plasmatica y acrosémica; todos en porcentajes, fueron
comparados entre tratamientos (2 vs 24 vs 48 h) utilizando un ANOVA de medidas repetidas en el
tiempo. Cuando se encontraron diferencias significativas, la media fue comparada mediante el test

de Tukey. Fueron valores considerados como estadisticamente significativa cuando P <0,05.
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Resultados

Después de la descongelacidn la motilidad total y progresiva disminuyé (P <0.05) con el tiempo de
almacenamiento refrigerado de cada muestra antes de la congelacién, aunque no se encontraron
diferencias significativas en la motilidad total y progresiva, entre las muestras estabilizadas a las 2 y
24 h de almacenamiento (Tabla 2). El resto de los parametros evaluados (espermatozoides vivos,
endosmosis positiva y acrosomas normales) no presentaron diferencias significativas, entre los

distintos tiempos de estabilizacién luego del descongelado.

Discusion

En el presente estudio, se confirmd que al menos durante las primeras 24 h el diluyente leche-yema
de huevo, sirve para la estabilizacidn previa a la congelacidon de semen canino. Aunque el intervalo de
tiempo de almacenamiento refrigerado mostré un efecto gradual negativo sobre la motilidad del
semen, durante las primeras 24 h la motilidad total y progresiva no mostré diferencias con las
muestras congeladas por el método de criopreservacidon convencional. Ademds, el acrosoma, la
viabilidad y las funciones de la membrana, no fueron significativamente afectados por el tiempo de

refrigeracidn previa al congelado.

Usando este diluyente a base de leche, la membrana y la integridad del acrosoma estuvieron dentro
de los rangos descriptos para el diluyente TGY durante los dos dias de almacenamiento refrigerado
(Hermansson y Linde-Forsberg, 2006; Santana y col., 2013); aunque la motilidad post-descongelado fue
ligeramente inferior a la observada en los informes anteriormente mencionados (Hermansson y
Linde-Forsberg, 2006; Santana y col., 2013). Estas diferencias podrian atribuirse al hecho de que

ningin medio de descongelado fue usado en este ensayo, y las muestras fueron directamente
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evaluadas después de la descongelacion. Se ha comprobado que el agregado de un medio de
descongelacion con provisién de azucares, mejora los pardmetros de motilidad espermatica post
descongelado (Yildiz y col., 2000), ya que el espermatozoide es provisto de un nuevo sustrato
energético; lo mismo se sospecha, sobre dichos pardmetros, del “efecto dilucion” sobre
componentes que alteran el intercambio idnico entre el espermatozoide y el medio extracelular

(Yildiz y col., 2000).

Por otro lado, los resultados demuestran que el enfriamiento de semen canino en leche yema de
huevo por 24 h antes de la congelacién, no produce una disminucion en la calidad del semen cuando
se compara con semen congelado por un procedimiento tradicional, es decir, con sélo 2 h a 4°C de
enfriamiento. Incluso, los valores obtenidos de motilidad pos descongelado (63- 67 %), estan dentro
de la media arrojada por otros estudios (45- 70%) que han usado el protocolo tradicional de

congelacion (Strém y col., 1997; Martins-Bessa y col., 2006; Bencharif y col., 2010).

Con estos resultados, se puede decir que el uso de un diluyente a base de leche descremada y yema
de huevo, permite la congelacién de muestras seminales en caninos, luego de 24 h de
almacenamiento a 4°C, manteniendo parametros de calidad seminal aceptables luego de la

congelacion y posterior descongelacion.
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Componentes LY-1 LY-2
Leche descremada (0% grasa) . 80% 69%
tratada a ultra alta temperatura (UHT, llolay®, Argentina)
Bencilpenicilina 1 mg/ml | 1 mg/ml
Sulfato de dihidroestreptomicina 1 mg/ml | 1 mg/ml
Yema de huevo 20% 20%
Glicerol - 10%
Equex* - 1%
* Nova Chemical Sales Inc., Scituate, MA, EE.UU.
Tabla 1. Composicion de los diluyentes LY-1 y 2 para congelacidon de semen canino.
Parametros seminales (%)
Tiempo de Motilidad Motilidad Espermatozoides . Acrosomas
. . . Endosmosis .
almacenamiento(h) total progresiva vivos intactos
2 67,4 +6,3° 63,2 +5,7° 65,0 £8,2 52,8+6,3 93,8+0,1
24 48,146,1*° 44,8 +5,7°" 53,4+8,2 46,0+58  87,8+0,1
48 40,0+3,5° 342+52° 53,2148 47,2+49 88,0+8,0

Las letras dentro de una misma fila indican diferencias significativas (P< 0,05)

Tabla 2. Porcentaje de pardmetros seminales caninos posdescongelado (media + SEM), diluidos en

leche descremada-yema de huevo, durante 2, 24 y 48 h de almacenamiento previo a la congelacion.
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CAPITULO V

EFICACIA DE LA LECHE DESCREMADA Y YEMA DE HUEVO SOBRE LA FERTILIDAD IN VIVO DE LOS

ESPERMATOZOIDES CANINOS REFRIGERADOS A 4°C

Introduccion

Ha transcurrido mds de medio siglo desde la primer inseminacion artificial (IA) exitosa en caninos con
semen preservado, tanto refrigerado (Harrop, 1956) como congelado (Seager, 1969). A partir de ese
momento, fueron desarrolladas numerosas técnicas y diluyentes para mejorar las condiciones
espermaticas de la misma (Dobrinski y col., 1993; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Varela y col.;
2009). Si bien se puede avalar el progreso observado con dichos estudios, por un lado, aun sigue
siendo compleja la implementacién de la inseminacién con semen congelado, principalmente debido
a los requerimientos necesarios para tratar de disminuir el grado de deterioro espermdtico
provocado por las bajas temperaturas de congelacién (Strom y col.; 1998; Strom y col.; 2000).

Este hecho estd asociado a los riesgos y a la complejidad que pueden sugerir en la especie, la
necesidad de depositar el semen una vez descongelado dentro del Utero, lo que conlleva ademas a
elevar los costos del procedimiento general para la IA. Contrariamente, el semen refrigerado puede
ser facilmente depositado intravaginalmente y mantener buena fertilidad. Incluso,
independientemente del sitio de deposicién del semen, la tasa de éxito de la inseminacién artificial
es usualmente mayor para el semen refrigerado que para el semen congelado, cuando son usados

iguales métodos para la realizacién de las técnicas (Linde Fosberg, 1995).
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La leche es un diluyente que ha sido ampliamente utilizado para IA en otras especies. A manera de
ejemplo, se pueden citar resultados en los porcentajes de concepcion que van desde el 55% al 80 %
en yeguas inseminadas con semen conservado por 24 h en diluyentes a base de leche (Pickett y
Amann, 1987; Rota y col.,, 2004). Al igual que trabajos realizados en ovinos, donde se lograron
similares porcentajes de concepcién (aproximadamente 60%) tras una Unica inseminacidon con semen
mantenido por 24 a 48 h en dichos diluyentes (Paulenz y col., 2003; Olivera- Muzante y col., 2011).
Sin embargo, en caninos, la evaluacion de la eficacia in vivo de este diluyente en refrigeracion ha sido
muy poco estudiada (Harrop, 1956; Pinto y col.,1999). Ademas, seria interesante probar si la adicidn
de yema de huevo puede aportar algun resultado positivo, tal como se ha visto en la evaluacion in

vitro en el capitulo Il de este trabajo de tesis.

Por lo tanto, el objetivo del presente capitulo fue evaluar la tasa de prefiez y prolificidad en perras

inseminadas con semen refrigerado por 24 h a 4°C en leche descremada - yema de huevo.

Materiales y Métodos

Animales, recoleccion del semen y procesamiento

Fueron seleccionados para este experimento parejas de perros machos y hembras (n=16) de razas
puras, saludables al examen fisico, de 4 a 35 kg de peso y de 2 a 4,5 afios de edad. Todos los animales
provinieron de propietarios particulares, quienes firmaron un formulario de consentimiento por
escrito.

Los machos fueron evaluados previo a la incorporacidn al estudio de acuerdo a las siguientes
caracteristicas seminales: concentraciéon de espermatozoides >100 x 10° espermatozoides / ml,
motilidad espermatica progresiva > 70%, e integridad del acrosoma > 85%. Todos ellos registraban

servicios fecundantes previos.
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Las hembras asignadas al estudio se encontraban en el periodo éptimo de fertilidad, y solo dos de
ellas no registraban partos previos, aunque observaron mas de un ciclo de celo antes de la

realizacion del estudio.

La recoleccién, evaluacion y procesamiento del semen, se llevd a cabo tal como se explica en el

capitulo I.

El diluyente leche descremada - yema de huevo utilizado para la refrigeracidon seminal, se prepard de

acuerdo a lo explicado en el capitulo lIl.

Monitoreo del estro

Las perras se examinaron dos veces por semana para observar la presencia de edema vulvar y flujo
vaginal serosanguinolento como indicadores del proestro. Luego de la aparicidn de este, se evaluaron
frotis vaginales diariamente hasta el primer dia del diestro citolégico. Cuando la cornificacién celular
vaginal era >80% (Olson y col., 1984), se recolectaron muestras de sangre diariamente por puncién
venosa periférica para determinar progesterona (P,, IMMULITE®, Diagnostic Products Corporation,
Los Angeles, CA, EE.UU.) hasta la ovulacion (P, > 5 ng / ml) y luego cada dos dias hasta el diestro
citoldgico.

Una Unica IA se realizé en el dia 5 después de la estimacion del pico de hormona luteinizante (LH, P,
aproximadamente 2,0 ng / ml) y las concentraciones de P, para ese momento fueron de entre 7 y 20

ng / ml, dependiendo de cada caso (Linde-Forsberg, 1995).
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Inseminacion artificial

Las 16 parejas de perros primero fueron divididas aleatoriamente en 2 grupos respetando que en
cada uno existiese la misma proporcion en el tamafio: perras pequefias (menor a 10 kg de peso) y

medianas- grandes (15 a 35 kg de peso), para cada tratamiento:

Semen Fresco sin diluir [FSD (n= 8)]: las perras de este grupo se inseminaron con semen fresco sin
diluir.
Diluyente Leche-Yema [DLY (n = 8)]: las perras de este grupo se inseminaron con semen refrigerado

en LY por 24h.

Se utilizé un minimo de 200 x 10° espermatozoides por IA en todos los casos (Linde-Forsberg, 1995).
La dosis de inseminacion se colocd en una jeringa de 5 ml estéril. La técnica de deposicion vaginal se
llevé a cabo usando un catéter de plastico para bovinos (longitud 30 cm, diametro de 4 mm), y fue
acortada la longitud del mismo segun el tamafio de la hembra. Luego, la punta de la pipeta se
introdujo cranealmente al lugar mas lejano posible (es decir, en el area de la porcién vaginal y
paracérvix).

Los cuartos traseros de las perras se elevaron y el semen fue depositado en la vagina. A continuacion,
el catéter se retird y la perra se mantuvo con los cuartos traseros elevados durante 20 minutos

mientras se masajeaba con los dedos la zona perivulvar para evitar el reflujo de semen.

Diagndstico de gestacion y tamaio de la camada

En todos los casos, la prefiez fue diagnosticada por ultrasonografia (Toshiba Core Vision Pro, Tokio,
Japdn) luego de un minimo de 21 dias después del pico de LH estimado. Los datos relativos al tamafio

de la camada al nacer fueron proporcionados por los propietarios.
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Andlisis estadistico

La tasa de prefiez se comparé entre los grupos (FSD vs DLY) por prueba exacta de Fisher. Los valores

se consideraron estadisticamente significativas cuando P <0,05.

El nimero de cachorros nacidos en cada grupo se compard por medio de un test de Student (SPSS
17.0, SPSS, Chicago, IL, EE.UU.). Los valores se consideraron estadisticamente significativos cuando P

<0,05.

Resultados

Siete (7/8, P> 0,1) perras de cada grupo quedaron prefiadas y parieron normalmente a término. Los
tamafios de camada fueron similares en ambos grupos, y no se observaron diferencias significativas

(P>0,83, tabla 1).

Discusion

A la hora de evaluar la eficacia de las técnicas y diluyentes empleados para la refrigeracién o
congelacion de semen, la prueba mas adecuada es la determinacién de los porcentajes de
concepcion (Oettlé, 1986; Watson, 1996) y el tamafio de la camada resultante de la inseminacidn
artificial (Farstad, 1996). Ambos son indicativos de la eficacia de la fecundacion de los ovocitos por
espermatozoides con capacidad para mantener y sustentar el desarrollo embrionario (Watson,
1996).

En nuestro estudio las tasas de prenez observadas con DLY fueron del 88%, demostrando la buena

capacidad de este diluyente para la IA. Estos resultados estan en consonancia con lo obtenido
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mediante los ensayos controlados de otros diluyentes para refrigeracion (90%, Uchoa y col., 2012) y

de un diluyente similar a base de leche (95%, Pinto y col., 1999).

Por otro lado, el rendimiento evidenciado esta en linea con los resultados in vitro para este diluyente,
ya que el enfriado por 24 h mantuvo la fertilidad y la tasa de prefiez fue normal y no diferente de la

del semen fresco sin diluir.

Es sabido que la eficacia de la IA, aumenta cuando es realizada mas de una vez en el mismo celo
(Linde- Forsberg y Forsberg, 1993). En nuestro caso las tasas de concepcion denotan los buenos
resultados obtenidos tras una Unica inseminacidn llevada a cabo por cada hembra tratada, y
contrastan con el mencionado estudio en leche (Pinto y col., 1999); donde ademas también fueron
seleccionadas similar nimero de repeticiones del tratamiento (10 hembras inseminadas); pero en
este caso fueron llevadas a cabo un minimo de 4 inseminaciones por hembra tratada con semen
refrigerado por 24 h. Por otro lado los machos reproductores seleccionados sélo fueron 2; este hecho
permite disminuir el efecto en la variacién de la calidad seminal y consecuente potencial fecundante,
en relacién a nuestro estudio, donde se usaron parejas de perros diferentes para cada repeticion (8

parejas de machos y hembras inseminados con DLY).

Con respecto al tamafo de camada obtenido, estas fueron dentro de lo esperado para cada raza en
particular, y no se encontraron diferencias significativas entre los grupos inseminados con semen
fresco o refrigerado. Estos resultados son similares a aquellos estudios que también usaron
apareamientos naturales o IA con semen fresco como grupo control (Pinto y col., 1999; Uchoa vy col.,

2012).

El fallo de la concepciéon de una de las perras dentro del grupo DLY no puede ser directamente

atribuido al procesamiento del semen, ya que ademas se produjo en ambos grupos. Por otra parte,
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no hubo un examen profundo de los perros, y otras etiologias causantes de infertilidad podrian haber

estado presentes.

Con estos resultados, podemos inferir que los espermatozoides caninos refrigerados en DLY, son una

buena alternativa para IA hasta por 24 h de almacenamiento a 4°C.

Tratamiento Tasa de prefiez (%) Tamaiio de camada (media + SEM)
FSD 88 (7/8) 49+0,9
DLY 88 (7/8) 4,6+0,7

Tabla 1. Tasa de prefiez (% y niUmero de perras prefiadas / perras inseminadas totales) y tamafio de
camada (media + SEM), en los grupos de perras inseminadas con semen fresco sin diluir (FSD) y

semen refrigerado por 24 h en un diluyente a base de leche descremada y yema de huevo (DLY).
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CONCLUSIONES FINALES

Se lograron reproducir técnicas de evaluacién seminal, caracterizadas por su facil ejecucidn y su bajo
costo, ya que fueron realizadas mediante el uso de tinciones y observaciones al microscopio de luz
convencional. Si bien algunas de ellas pueden tener un grado de subjetividad, se considera que la
sumatoria de estas evaluaciones tiene buena correlacidn con la fertilidad en la especie. Del mismo
modo, se replicaron de manera confiable las técnicas de refrigeraciéon, que en conjunto con las

anteriores, pudieron ser incorporadas en los sucesivos capitulos de este trabajo de tesis.

Se estandarizé la medicion de la concentracién seminal en el perro doméstico mediante
espectrofotometria. Gracias al uso de este método, se logrd una alternativa rdpida y precisa para la
mejora de la medicidn de este parametro. De la misma forma que en el capitulo anterior, fue incluida

esta técnica en los siguientes capitulos de esta tesis.

Los diluyentes a base de leche demostraron su capacidad para mantener parametros seminales de
buena calidad, por 4 a 6 dias de refrigeracion a 4 °C. Incluso se evidencié que el agregado de yema de
huevo a la leche descremada mejoré dichos pardmetros. Con estos resultados in vitro fueron

establecidas condiciones propicias para las pruebas in vivo a posteriori.

La evaluacién del diluyente LY como un medio de estabilizacién previa al congelado, demostré tener
la misma eficacia por 24 hs a 4 °C que el método tradicional de 2 hs. Incluso el grado de integridad de
las membranas plasmatica y acrosémica, perduré sin diferencias hasta por 48 hs de mantenimiento a

4°C cuando fueron observadas al descongelado.
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El semen mantenido en LY justific su eficacia in vivo, luego de haber logrado un 88 % (7/8 hembras)
de prefiez con una unica IA llevada a cabo con 24 h de almacenamiento previo a 4°C. Asimismo, estos
valores obtenidos fueron iguales a los arrojados por el grupo control que fue inseminado con semen
fresco. Las mismas condiciones se observaron en ambos grupos (control y tratado con LY por 24 hs)

con las camadas de cachorros nacidas, los cuales promediaron similares tamafios de las mismas.

A partir de los hallazgos mencionados, se puede considerar a la refrigeracion en el diluyente LY, como
una posibilidad fiable para el envio de semen a distintos puntos de nuestro pais e inclusive fuera del
mismo, dentro del limite de las 24 h de traslado, posibilitando su congelacion en un centro
especializado de almacenamiento, como asi también pudiendo ser usado directamente en la IA en

perras en celo.

Finalmente, con los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, se puede concluir que tanto la
refrigeracion seminal como los diluyentes a base de leche descremada usados para la misma, son
una alternativa ademas de sencilla y eficaz, también econdmicamente accesible, que hacen factible y
alientan a los profesionales de nuestro medio, para comenzar con el desarrollo de biotecnologias

reproductivas en el perro doméstico.
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INTRODUCCION

El descubrimiento de la hemocibomerria
produje wn hite en la evaluachin de la calidad
semilnagl del macho. Desde entonces eata tdonica
&2 ha lamads olcalments por la OMS oomad &l
“gold stpndard” para &l conies esperematico (1).
N obatants, & pesar de la = depositada en 2lla,
Sa0n varias las Embitaeciones shservadas desds sa
desrubrimisnto, tales oome & tempo insmed o
en la ejerucitn de la misma (3], la variackhn de
resuliados enire los difcrentes hemoci b s 1nd
disponibles [3), ¢ incluso entre dos conteos de
NG Eisma lesira en el mismo hemos thme-
o [(4) o encre discinoos operadores (5 En base
a egtn, surge la necesidad de mejornr la rdenica
¥ las hemamienias dsponibles para el conbes
eRpETmRdiog, by gee fomeentd &l desarrollo de dis-
poaitives con un grado mayvor de efckencia. Es asi,
quie hoy en dia s ofrecen al mercadn: MATEn oo
eqikipos; entre elbod puslen MEnCONArss Comms
loa mas usades, o CABA [Computer-Assisted
Semen Analyzer] v el Spermacus® de Miniiub,
COEND Al tRENDEEN LN eV Y o edor menodo,
la citometria de Qujo. Alganos de estos dispositi-
Wik han logrado vencer los neoenvenientes de la
hemiscitnEnEDTia, pEr presenton orn lmportante
resiriechin o (ereT &0 Cuenal U elevado costa.

El espermatocrico por ejempla, &5 una tée-
nca practica ¥ econdmicn, pers a0 b podida ser
reproducida én caninos [(G].

Foroira parte, &l especiroloti s ins conyern-
cional ademas de Se7 un ajquipos de bajo oeEco,
permite con uwn minines entrenamisnio medir
en pocos sinutos [2 a 3 minacos, 7] b cantidad
de iz guee absorbes UnG mEeesra e SEmen, o
rrélaciondndola oo un alle grade de precisbin
con la concenireckdn seminal [B)]. Quizds com el
surgimienio de dispositivos Con meyar grado de
desareallo comen Lok mencbonad os anierinmasente,
&l llegade o deseatimar ko wiilidad de lo eupesc-
irakvioeneiria para & coniben seminal. Noobstante,
&3 lactible de demosirar que kb eapectrafobometria
ed ung de bos méiodos con mejores resuliados
para esle On; ademas, por U mederado ooEo,
podria considerarss Coms una herramienta de
conalderable valor para laboratorios de bajos a
medinnos recursog.

Es sabido que las diferenies glandulas
anesorias de los especies moamiferas SecTelan
parteulas (9] ¥ gue by una varkachin bioldgica
en la caliad v cantidad de eatns entre las cape-
ches. Considerands csias diferencias, asl coenim
también las de tamafio ¥ oopcenirachin seminal,
resdlia razonabis valldar v estandarizar el contes
semingl por especirolMomeiria en cada una d=
las especies. For b tantos, loa cbhjetvoes de este
trabaje Ffusron: determinar la repetibilidad de
las lecturas realizadns con & 8 pec irofoldimetro
¥ compararlas con aguellas del hemocitdametro,

realizar una corva de estand arizsecbin de leciara
especinafaioméirica de concentrackn seminal
caning ¥, Snalmente, correlasionar Los resuliados
obienbdos por ambos mépodos.

MHIFESTRAS SEMINALES

Be urilizaron un total de 5 caninos machos
adulios de entre 3 ¥ 5 aibos de edad, saledables
¥ COf Pardmetnnd Feprodictives nofmalss, quoe
fusron proporcionados por Siks propielaros pre-
vie conseniimisnto escrito. La recolecciin de las
EUEsras 52 realind en forma higidnica mediance
masturbacin [10E pam dicko proced Embenta Se
urilizaron recipientes de plistico, calibradoa y
Empina. Se realizmron 908 eXIFescones de sSmen
por animal conoan inervalo de 3 dias entre cada
una de ellas. Uno de los eyacilodon no puds ser
utilizada por derramars: fera del reciplents, por
I quie && Procesancn un oial de 9 eyaculados.

DILUCION DE LOS EYACULADOS

Cada uno de los eypcalados se racciond
en 4 pares Fuales lbs que postericemente se
dihmveron 1235, 1250, v 1:75 en agua desrilada,
dejande una de los fmociones sin dilwir. De esta
forma s& gencrarcn un ioial de 36 muoesires. La
Analidad de estas diluckines fise obvtener distinins
valores de contenirachin g pErmilEran orear
uria mayor varkahilidad enire e datos @ anali-
Bar ¥ por ConSiguienie wn range mas ampli de
absorbancia.

CONTEOS EN Ef, HEMOCITOMETRO

Para el confles &n camara de Neubaier
Pevbawer mproved, BOECD, Germany] cada
una de las Eieesimas generadas por dibacidan v las
Brascvdoen cs nio dilnkdas, s meeclaron oon solociin
Esdnligica ormeolada (TN 0% g, agua destilada
100 md y formal 40 %, 0,3 ml) en une proporciin
L3034 L:000. La eheocibn de la dilwchdn o witlizar
s& bash en &l aspecho macroscOpeos de la mues-
ra [grado de opacidad], renkendo asi dilocioanes
1:300 para ket mUesinas con mayor opacidad v
1: 30 para agacllas ranslbcidss. Utlisandos una
micropipeta auisajustable (FZ HTL, Daniseewska
4, 33230 Warsaw, Polonin] s oo una alicots
&2 cadi MEUEIG por Separada, & cargaron las
clrmaras, ¥ & procedid al contso bajo meroscope
& huz @ 40 aumeanios. Fusron contabilizados los
espermatoraides de 5 cuadrados equidistanies
enire i delimitodos por 3 liesas paralelas. Se
wive la precavcidn de ne superar =1 10% de
diferencia de contes eniré ambos cdmanas del
hemocitbmetro. Los conbeos fueron realizados
en 3 réplicas para calular la repetibilidad de
loa resuliados.

20 Smapesrs Ve 2001 8 30 ) 1922
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Figura [: Relacidn enire la concenirachdn espermatica meadida por emocibometria jchmoara de M-
barser] ¥ la absorbanca por especirofotometria de mibeaires serninales canbnas,

LECTURAS EN EL
ESPECTROFOTOMETRO

Para la medbebdn en & espectrafotbmetng
[Metralal RC 325 junbsr, Argentins] la dilseiin
s& hizo en agua destilada 1:30 (0,05 ml de la
mEsesira en 1,5 ml de agoas destilada), v ka lon-
girud de onda utilizsds en dichio procedislents

Pue de &30 nm.

Previo a ba lectung, & aparato e callbrods
a 0 de absorbancia ¥y ransmitancds arilizanda
e blarss wn tuba de vidrio Hrplo y aln raye-
duras, & cual s le agregh 1,5 ml de aguaa desti-
lada en sw nrerior. Lusge o efe msms tubo, e
le colocd La reaeegrra dilalda come s detnlld mis
arriba, &= ajustd la ongited de anda indboada v
s procedbd @ la leenarn. Cada une de s lecturns
s¢ realind 3 veces consecutivas.

ANALISTS DE DATOS

Be calouh la repetibilidad de cado meétods
miediante el andlisis del cosfebenite de varkaciin
[CWm g3 1) B las ires réplicas reallzadas en
cada una de los Eoesires. Losgo, S realizd una
curva de estandarizocidn entre bos vobores de
absorbancis v de ooneenirachin mediante b ut-
lznciden de la ecioackdn de g reskin Bneal, segin
la Ermeacla ye g+, domde *xC Tae & conten &n oh-
mara &y loa valores de absorbancio. Por abims,
&E comMpararon las concentrackonss seminales
abteribdas por cada squips & travds de un Test de
Srudent. De no hallar diferencias significativas
entre los contedd &2 caloubd del cocfobente de
correlaciin de Pearson para dichos datos.

RESULTADOS

Lo wmlbores obtenldos a traves del olleulo
el OV fueron 7.8 %y 169 % para el especimodold-
metno ¥ laclnsarn de Newbauer, respectivoamente.
Mediante la eriachdn de regresidn general 22 lognd
L alineaciin de la dispershdn de loa datoa, 1o cual
permithd la estandarizacidan de Lo valores anisde
abaorbiancia coms de concentracin [Flgar I

Mo s encontranon diferencios shanSeativas
enire loa conleos espermaticos ohtenidos con
ambos equipss |p > 0,05). El ceeficients de co-
rrelackin entre o absarbancia y la concentrmelda
fue de ro 0.8% [p < GUDL).

DISCUSION

A muesro conddmienio, noexdsen reportes
aceron de e repetibilidad de las medbclonies rea-
limadas por especimolotomeirio en sSmen canino.
Egte dato permaite, ne soko £] conocimiento d= la
mismia sins también comparar la repetibilidad
codi la de atros metodos, & incluso oo b del “gokd
standand™. Este conocimients Comparativo &n la
eapecis caning &8 de ayada en la toma de deci-
shvnes pars laelaschda v eoenpre e equipamlents
en umn labaracoris de reprodiseciin.

En muestrs trabapn ks chmarn de Mewhaoer
MoSird tener mendd &= o mitad de la precishian
del espectrafotimetra. Bimdlar proporcide entre
ka precisin de ambos mdtodos foe previoemnents
reporiadn en ko especie boving (11).

En eate trabajo, al igual gue en un estidioe
anterhor &n lo misma especie jr= 0,959 12}y en
GiFas capecies conmuy bowino (pe 0,599, 11, cendos

lrezreaa. 1559 WM AE]4-8 Electrsnkes IS5H 13 14-2290

SFonscpoTa W 0 30 |3 19-32 a1

73



S0 Ciax ¥ ool

jrm DG 13] ¥ conejos (pe 3,97 14) snire alros,
B ECOEING U &lth correlacidn para oS cofibads
ehperEaticos abienidos por ambos meiodos.
Por otro lads, lo alta correlacdhdn enire Lo
aparatos permitkd generar wn hdice de aqui-
valencing para b lecvurs g L oonde Biracin & &l
espari i ibmeire o partir de los datos obdenddos
por cimara de Rewhausr. Debido a la dispersbin
de dichos datos fue necssaris su alineamients
por madio de unn ecuacida de regresiin lneal
pars la omogEneizacitin de 08 mSEmoE, oo
S penllad en anteriores rabajos [15,16]), ya g
s modeln de comportamiento fue similar. Estos
hallazgos revindican o use d2 16 especirmnbois-
metrls & la EapeciE caninn ooEis U A ne
#0lo ripido ¥ emendenbee sine timbidn oen une

preciaidn aosptable.
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Abspract

The aims of this sedy wene o assess and
compare ihe effect of sion sl with [MEY) and
witbour (SMI) egg wolk on caning  SperMALNEsa
ircibinesd ar 490 Le witr and e evalease the ctficacy of
MEY i whias Also, the effiect of semsen onolal sommgn:
hefore frecwing wis abo cvalusssd 06 witeg. The
gacilaes ol 10 dogs wese colleciad, poalad,
cemmifuged, and divaded imo £ slayeos sl Sleed in
aome ol the following 4 dilueses: Prestatic fluid (PROD,
commercial dilluent (COM), 58I or MEY. Exsended
simipiles were ssonad an £°C eed evabsated daily Sor 6
days. Percemtage ol wial (P = 00001} and progressive
(P = D00} smonlay, imecl scrosenss (= 00S5), and
poanive esdosmoss (F < IL0]) decremsed over e in
the dilueses, with OO asad FROY havisg o the best and
the waorst perfemmasess, resportvely.  Fusthemare,
MEY mwtility @iffered from PROGP < 0001 ) asd 5311
(P = DT bant et CO%L Acposome insgniry was higher
in MEY when oommpared o SMI (P = 005 Sixneen
pairs of dogs were randomnly assigned 1o cither fresh
i semeen (m = H) or o 2280 cosled MEY dilesed
seillem (B = T} Seven (HT.5%; P > 0L1) binches feom
cach group became prognass snd whelped ndorelly.
MEY extesded semen samiples wene osoded for 2, 24, o
£5 hom 4%, and & seeond dilmlon was perfonsed prios
1o freering sl thawing Pec-thaw sl and forseed
sperm mauliny decressad with iscreasing coolad Serge
(P =005 ), alsbough s significant diferences in ol o
foreerd  maotiling, normal | scroseEes, | posiDve
endosmess, live spermalosia, of posilve fdosmoss
wire fousd berwess 2 and 24 b slorage. Thess s il
and i avo resilis dhowy than MEY ool be conmsdercd a
simple, mespensive, and efficion diluem for comise
semesm  chilleg,  Funkermore, MEY ooeld he
successfully frozen afer | day of coolad siorage.

Feywards! amilicial Esemunanon, oolsd semen, dog,
tromes seme, iy fe.

Iner ool e then

Presemed  semem  shipmenl  neplices e
imtermatonal remspon of wesding animals. This & a
Hesmcially ressonalle sl safer [1e., saduees health

naks and menspon siress) lochnepe: comparad 1o Live

Phimc: +54 32 | HE2-5372
Roacrved: lagssary 29, W13
Acocpicd: August 21, 2003

animal movemenl Penhesmon:, Sesesn Preservaton
lszilingies the wide domibunion of vansd e Spemion
genetics. However, imomatssal  clsne SeEnEn

imerchasge s parnally lmied & med developing
coummnes by the propomesally bgh cost of proprctary
dileime, b these ooumenies, dogs ane still mravelling long
distanees  for bresding  snd  heterogeseity B omot
pammneed In Bl Espect, Jow oosl, user-friendly,
efllcient, mmd sale dilusni are eeded Belore semen
Presservalion cas be widely sppdeed worldwide.
Comrary o0 frces-thawed semes, chilled
RedTieE cail be depooital imrevigismally sed snll maisesin
o] Sxrmilivy. Handling and shipging of chilled sesen is
e emmler wd cheraper thas froeen semnen Fusthemmarne,
chillisgg can be camied e in ordinary veleninary clisies,
wheress [recnng requies cxpensive ojapencni and
rained  persomses] thar e Bl always  available
Funbemnmre, the saccess rane of smifical insemisation
(ALY s usially hogher for chillad semes thas e frosen
seimlem when agelly good mesthods Ssr dming of S
esrois cycle, and e Al e eald (Linde-Forsberg,
1553). Inthis comexl, coaling appears 1o B the logical
inutial spproach 10 CAINE SETTES Preservallon B corain
ot grapddcal sreic N owould ake be of great sdvantg:
IF semnen coshi be pre-cocled in odinary clincs and

REATL U ST ks Sor Sree ming sl PeSTIAN R SIOTEEE

Albagh cosling inveles § numisr ol oo
thar may damage e sperm plisma seernbinss, i
e cam b dibeted in oesenders, cooled,  and
mainmined o 450 for several days. Exiemders peoiec
spermaiozon, allowisg e mouling and ey
conssrvalion over lime by sabilzing plecal s,
providing energy subswaes, and prevesting delsienous
effecs of changes in pH el ccmslarmy over o
(Linde-Forsherg, 195935).

MUK i= a comesesaly wwd componenl of sesmn
exicmdiems 1® EwEl specics, Baving good performance
‘bl i vieee and i oo [Macwell and Salamon, 1993
Bavzllier er ol 3001 ). Skim milk proteins buffer semen
pH el may aleo chelale any heavy mensl boes | Doses
amnd Mamin, 1973 Mawwell and Salasaon, [99E;
Barellier eraf, T L The addinon of s yolk w glam
mulk exismder mnproves e vabilicy of spermaiossa
dexing challed smeruge (Salamon and Mavwell, 2000} as
itz phosphslped lnonon provides probecian & sperm
anl povosomal membvane aginst ookl shock [(Fomes
and Mamin, 1573 Whee, 993} In has abo been
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speculaiel thar silk and ege yolk lave o symegisic,
priecine effiser on spam becess of Ser malopsii
ctiom of e soquesiration of seminal plisre projcss.
In the comesl, shom milk wilh or wilhoul e vislk
could b an indapeasive, practicl dilusm B cool=g
caming semten, Thre & oaly o repon of s milk
tsed a5 & dieEml Tof coolsyg cinine ssies with

l&: Lo vabras results (Rt o o, 19955 Sham silk
sl ey polk also showed poal-flaw sessen purssseiess
coimpasahle 1o Theee obtmed By o Tris Baasd Bafler in
this specics (Roa o af., 2000} Alheigh e potemially
impeowing effeel of qig volk sspplemeniatees 1o diiim
milk his o1 beées desazibad in Sis specacs e, aedlics
has e e of coolal sempe of milk hased dibssms

s - Fishersion:, pramascy e sl
prolifsacy kave ol been assssssd for this dikecsl (3im
milk-egg yolk) i dosgs.

The s of dis ouady was twofokl fed, w
msiss s compese e oot of sk milk with s
without 2 yolk o8 cafde spesmalosig incubatal a
I i wifro amd B svaluaie the effamey of sham malk-
cag yelk on camine spermatoges Rertiliny imsubetal o
I b v secomd, o evelisle the el of asolal
slarigs usmyg i dilecn befisrs eckmyg dr witm.

Wareriaks and Method
Erparimunr I
Amimaly

Ten 1- w S-year-old erocs and pune bred (5
Cheisiis L privescly owasd dogs weighisg
115 pe 32 kg wese usial for Shese shelees. The animals
were fad with differest dry commercial fead ssd
raingd W Seculie By Mgl moaipletion (Lsde-
Forbesg, |995) befiore the slast ol he eiperiments. All
reszarch prolecols were approved by the |rtRunionml
LACLIC.

Rrmwen corllvction

The socosid and thind ractons of cach of e
deggs” sjscubmes were collected by diginal manipulstssn
in epare, calEcmad plasic mbss (Linde-Forsberng,
15950 Imeeadistely afier collection, the volume, sperm

motiliy,  sperm comcenralion  sombeogy,  ssd
ECioRiEe imeErily of sach s sample wiare defissd
[#ee Semsen evaluantion Belew]. Total sperss nussher was
issessed] = oan abdgend of semen dilisd 11100 wsing an
isgpeovid Meibdis hémacyiomelsr consling chuambes
el e ot sperss oulpul was caloulatald by suliplying
the comcemiratnn by the volusie of the saoend o,
Mlerphalogy Wk cvalanal by ansirmg & drop of sosics
on & ghos shle, allsweg the shale 1o &y, slainmg with
Cressisa glain, s ciastining mone B |00 spermmtodod
in We ample unds IOY  magEifcanon  Oaly
gaculuizs with & spam coacergion =100 = 10"
ipersanioa’ml, progresdive sperm sotiliy TN,
nesmal dcresoms imeErily *35%, and nosmal spemm
maspliokingy > E5% wise includall in S sludy.

The socomd Mactions of il gjeculetes were
poslnl, corifigel o 4500 G 10 oun, ssmd e
superimilinl wis seimdval. The sesulan sample wais
divaded inss 4 ahquots. Each fourd wes diluted 1:3 w
136 (volmsevolese] with sk of e diffesem
exlendens of Wilh o cormpiading vielume: of sutelogos
prostatc fuid (dind Gecdon of e sjeulsc) The
aperEl concenlrateen in The ciendal scsien iasaples
wiiraed from 75 o 100 5 10%s]. Exssded sampls wene
shored i sweew-cse closnd anwile wvisls, ploted ime a
plazs Tl Gllad with waler, Sea mevad 1o a refnigeraks
A0 mmd kel Ser gixn deye. For consimency of the
peRuliy, his ciperimenl Wil ropesied 5 limes o weslily
imlervake

Simrew vxlimaers

The following cxlemders wene used: 1)
Feoalate: flisd (PROE saolgos jeostalic Suid was
used as a megetne conmel, I Comssercial semen
dileea® (O00E disillad walsr, glocos, [neloss,
soddiim  girme, T,  sondeclesad | proprastany
compenenly, pentarcin, sd 0% sgg yoelk, usel as a
positrve conmol] 3] Skes milk (SM1 Table 1k asl 4)
Skim malk-egg volk (MEY)e 30 SMI and 2P cag
yoll o desr ghe effect of in supplessesiation in
coimbmalaen with aulle AT e exendss wese propasel
fresh before cach rrial.

Tabile 1. Extenders (shim milk, SML skim milk-cap ol MEY) compared S dog semen shiesd a1 47

Eagrealicsls anll MEY
Ue=a-Bigh-tempersture-treanad shss malk (0% S lolay®, Argenisma) A b L
Benzyl peaicilla | il I gl
Dyl nalres ploatii i siilplane | il I gl
Egg yolk - 20r

Az, Foprod., v 00, nA, pET-6T8, Ooec. 513




@Eﬁu it al. Ascmmcsi of milk-cpg yolk os cmise spormatoma =1,

Simem rverdaeslion

The Ellowing 1EE  wee  perfomed
immedunely afer mining the Eesh semen pellen with
each extesder (day O e then daily up e day &or s o
<h0% sl sotibity. For esch smalysia, an aligual of
L5 pl of semen wad osllected Som The 4°0C presered
amples and slewly warmad o soos IEEpeTalre.
Melistidany wad assesial = @ drop on o saried glies slide
el e percemiage of total ssotile snd progresively
mesdile spersmateres wers subjectively aseseasd ar 3ITC
in 5 ul an S0 ssgnification By o Eised opdsalon.
Tomal anl prgEcsive mollbies wee (he  daly
determma i s in S proslc dileent

The mamnibes of live and dead Wk
enpmined on sigiosinfeoin Seined dides. Individoal
spers cell were secondid as being ailber alive
(ensained) of dend (sEnsdl Plamalesimi inlegsiny
wish cvaluaisd by hypo-osmstic swellmg (HOS) 1.
The penssnilag: of carledbwollen spermamnam (e,
membrarss]  was  delsrsunal
(Englesa] arsd Flumssies, 193], Acrosos: nosmality was
cvaluaied by Hemgal Fos: slain selution [Candess o af,
D007 Acresomes  wese  clissified a8 somal o
abnosrial [detached, desisgnd, of kel Pencenlipe
livefdend, HOS posssviny, s scrosose nosmalily were
calculilad on & wiE of 200 cclls. Both te pH (pH-009
ATC, Chinah esd comakaniry | Wesoee, Ine mod. 5530,
USA) wese also msamancd.

Snasismicoal asmalysi

All seres pasameicrd (Siesn = SEMI) wenz
compessrl ameag 3 dilusses (OO v SMIL we. BIEY)
g & reperlad amalyes of varmece followsd by Tukey
(ZPSS 17.0, 5P5S, Chicaga, (L, USA)L s the cas of
il and progresive molilines, prosmt dilusa (PRI
wis ales mohalsd in Se smlves. Vol wens
comalesel by be slanistically sigmificam when F < 0005,

Erperimanl 2 Fertility ana prodifoacr off as aoe mlk
il -frarid exdemder sboved af 4T fir 24 &

Amimat's s simven sullickion and procemdng

Sisgeen pairs (sale and Samls) of healiiy, 4 W
3% kg 15w 4S5 jemald, peivacly owmed punchead
dings wese il Gow Thes frial. Consent fofms wen: sned
by the diears Semen collection, cvalualion, sl
processing (Ereup MEY) were caraal oul a8 explaind
in experimen 1.

Fiaznuali i ook

Hilches wene cxamined Twice weskly for he
pressace ol vulve swelling aml  scsvdaigin s
vaginal diachespe o iadicalon of prosssc Afles
prossines gmsef, vagisel smears were cvalusted daily

il

untl the Grel dey of cybeksgical diciinn, When vagimml
ellube cormilicatesn was >R300 [Olesn o ol 1984),
bl sasmiples were colleciad daily by pergpheral
venpunchee fr  progesiorons  (Pd) detesmmation
Omesalite®, Disgeostic Peslucls Corporation, Los
Angeles, TA, USA) unsl ovilsten (P4 = 5 agiml) sl
then seery other day unlil cylological dissius. A dnghe
atificm) inscimaten Wic pesfionsial on day § afizr the
cilisalnl  lucimging  lorsos: [LH) peak (P,
spprovesately 1.0 nghsl) and P4 concentsalions were
berwecn 7 amd 20 agfml, dependsg on cach case
[ Linde-Fomheng, 1995).

il innmalaath

A minisum of 300 = )0 spermstores per Al
was wad = oall ceel The femalss were rasadosaly
igigieal to cilier fresh andibined semen (UMD & = E)
of T4 amslal MEY dilaied semes (MEY: f = B The
inschmmlaen dide wii episted =0 & 5 oml aenk
wyminge. The vaginl deposilion ehmigue win carsiad
ol wsing a bovine plastic cathaer | Nk s, wadth
4 min] and the lenglh wad adjusind o the female™s saze.
The tip of the pipene was istsaducol ceanially o the
Earthesl el -p.mn'hltqn_r_, imo he seea of vaginal
pestion  amd . The
himbjuaiiess of the baches were dleviled smd the
calended scmen wad déposilad ints the vagie. The
calleter wis Then wildrwn ed e baich was held
with eleveted hislquaness Tor |0 ssin with fieges
sirsking aml Featbering tie ares of the vulva 1o preven
the reflus of semen {Lede-Fordbesg, 1995

In all casss, peegmancy wis dugmesed by
ultricnography (Teshiba Cies Voaon Pro, Tk,
Japan; Matoon snd Nylaad, 1995) = 21 days after the

Pregaascy sile was comparcd BEeas o
(LMD we. MEY) by Fisher Exscl TesL Viluss were

conssdessd 1o be aaliaically sigaifean when P < 0005

Expervmani £ (uahly of focva-tawed semim sboved i
an ey Al il axivadier af ST G ap o 48 5 b

froczime

Amimals oed s molliction
Samae i in cupesiment 1.
Fooled sessen samples wers divided =i e
ahguots, Each aliquot was dilused wath the Gem1 camenlis

Anim. Reprodd., v. 18, né, pET-6T6, OctMiec. 2013
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lalra-Bighdsmperaune-realed  skim ol [ S
Beley®, Aspomtma], 20% cpg polk, 1 spfml bensyl
pemgillin, | mi'ml dfiydecsspmosiyein ilplate d
%% glycerel) and aler 1 (mraditonal prodseal; Contsal),
24, o 48 h of equibibsaton o 490, a ool dilutsen
Wi pafsmial (ukss-high-esperaloetesatal  dllim
il [P g Dlolay®, SAspentina], 200 o yoelk, | oggfml
eyl  pemcEllin | Saiml  ddeomsslosiiecin

1% and Mova Clisiical
Sab=i lne., Scinie, MA, USA)in 03 ml deslled waner
0 1%) me resch @ fimal coscesteation of 100 x 107
sperasznedsl, D% cag yelk, 5% gyl and Eguex
o DS, Thes, S scndn anplis cersgonling 1o ke
feur aliquess wers packed imo 05 ml plsic araes
which wese placal Bonzemally o & rack sinsasd absyve
the marlie of liguid fevogen ol o delesee of 4 an e 15
min Faally, the arass wese plimgad into and sSomad in
thie ligpid motsoges wslil evilualion

Approsissaiely I wocks afler Secemg, e
slraws were Sawed isoa wales bath ar 370 for | ssin
i then podred inlo & gl Tube pre-aamiald 1o 3T,
Afier warsting (3T°C) fee 5 omis, e semen was
malyred w deiermine e perosntages of omal ssd
fsrwanl spesmn molilay, Bvehdesd, HOS posilive, sl
sxosemal imegnry. The rechaigques used 1o cvalwns he

1K1

B

T

[

Todal motility [%)

47

ik}

20 - L1

10 4

oz it v monding |

thiwed semen wire e sime ai e dewdibal
previmely in eaxperimest |, The sapevimenl was
repealel five 1imes.

N g

The sperm deta (mess & SEM; e, ol esd
Esrwand mokly, live sparmalos, el spem eells with
imict pemmalesim and scrosisscs) &l I8 perceataps)
wie coinparcd ssiay Ireatsenls (I vl 24 v 4 v TI)
using a repealnl amsdysis of varmme. When sigailicant
mwmhﬂ&muﬁtmﬂﬂ
the Tukey D=l Viles were oenssliessd
sratgically significest when F < .05

Reaults
Egperimany [
Tistald (P < UK} amd peogresdve (B o< 001}
imotily devseicel over lme in the 4 diliests (Fig L,

bimet), with O08 and FRO yaeldmg the best ssad 1he
el Tidfese, § dy. Furlssmessz, MEY

diffieradl e FRO (P < 001 ) amd S (P < 0001 B
il T (OO0,

E | i 1

Days

Fignee 1. Pesceslage (Mean + SEM) of wial ssd progessaive | liset) motdhny of dog semen sleesd in Thees dillfesem
exlendern (Commencial, O0M; diss sill, SML; skiss milk-gn volk, MEY, comsol, PROG @1 470 R sin dave.
Drfesem kemers wathes the sams day indicae dilB=ences (F < .05 Betwesn grouspa.

Azirr, Reprod, v 10, oA, pET-6T8, Ot ec. 2013
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Prscemlage of pormal scmesies (F < 0005 Fig.
Ip e pesilive cadosmess (P o< 0001 Teble 1)
diminizhed s dhe 3 wemmen heoughoul 1he snady
peziod. 'While hen: wend no signilicial differences in
e percenlage of eadosmoan amang The 3 catendera,
Eerewsime  inmlcgsiry wes  highsr m MEY  when

Experueuni 2

Seven (WE; P > OU1) bisches from cach geoup
bezaime: progrml sl whelsed soemslly a1 e Linss siss
ramped fnims 4 o 12 puppics deposdsg on dam’s sies
which wis within the expadal mimber i cach beesd

Experisumi #

compasid e SMI(F < 005). The pH renmined within
e meemal physiological ranige = the 3 grouaps
throughoal the andy peried (P> D1 The remminmg
el termlics aach as bve sperssaloces (= L)
and cemelarany (P = 0.0) alighely declined Sroughou the
slady, with o differences asong cxlendars (Table Ij

Fos-lhew tolal and Swwoed sperss mobly
decreased (F = WD) with mercismy ookl sisags lme
befi . .

110

T & VT
0o - i:u
b Il ~
r —
I h
E \ i)
g N,
el "-.'_
hor
B:.-
\
B0 - x\\l’f
d:i-
-1 1] 1 r 4 3 & =3 -]

Days
Figwee I Poomlge of noriml scmesies (sean + 5EM) of dog semen donad in fees diffioeml exiendess

(eomarmercial, OO0 sliss redll, ML glim milk-egy yolk, MEY) @ 4% for six days Diflferent lomers wilkin the
same day isdhcale differences |F < LIS ) bawirn group.

Table I Paramsters (medn + SEM) of dog sesten slossd in theee diflfereal exionders (commencial, OO0 aiim sailk,
SMI; dhoms mulk-cpg poll, MEY) a1 4°C for six daya.
Serroroil parsmeicrs
SEY [EaLT] BT [ o [T

Live spermaisoen | %i

[ary =l MEY sl =Ml

| BlE el I AT Elaa S BRTadd FLTad® SAsld JZAa®] JIZE4R] FHI 40D dbe
AT ki BRI b Eldedd ThIedd Eiledl BS54 RT MG sl JHG 0] 0 wlLd

{CTCRN R T SR T
Oty = B0 e B g0
TEFa T OFaTE TI2ai]l Tiiadd @ldad] 75824 1960 o043 FELD GILT J0&0a B0 fub =Bl dofes Bl k-0l
Gl ¥ 13 b Thbe Sl IR add E2Jedl ) a4 IMT e 3IET IRd BILEPe A0 fuhe B0 bbb oksk sl
LR T
Bkl = 0

Ak R

BldaTd TIIw7E TId4SE J4Fa5d MHIad] 03 ald DEE 45 FRF&lLE LD ED [ T S R T

e 7@ HMIeTd ThIaSl MIEE FAdsdn #4407 R 45 3613 I1] ks R0 LA T S ST

-

BN Anim. Reprodd, v. 18, nd, pST-6T, OciDec. 3011
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Tahle 3 Peeecalige of SBoeen thawed pasametess (mean + SEM) of milk-sgg yolk diluied canine semes slonad fior 2,

24, o 3E h al 470 befure iecing.
Sl pafaiicien
Stemige time by Towl meility  Progessaive sotiliy  Live spersalosns Esdoamdeis IRl Schieoin:
z 674263 f1I=5T" RS0+ B2 SLE= 63 F1E=0.1
H LAY 4 EEETH 51432 46058 ETE =0l
H 40.0=23.5% ELRE Y gy 512+ 48 4122458 3.0 = B0

DafTesem ke wathes the sanee sow omlicate dafTeseness (P < 005 1L

| EFETASE

This apudy smenpial o idenlilfy o ke cosl,
efficeenl, anl practical caming st cilenler s (hal
chillad seieen fie Al osild Be walely saileble wd
moee affondshle Sx worldwide brecdes of punchead
dogge. AlRbouggh sales and prolifescy e e
optmal wayvs o cveluste Se cfficacy off & eemen
exienuder, in caperimeinl condilions, e costhmation of
varssus s wually cemeliss walh poiennia fesulicg
(Rl aeit ad., 1PREL Thes, spermalioeod msd have posd
medthny o reach e ovidect andl s inteet plasmalémiim
il acrosomie for bond pollacals binling esd cocyee
Busion Despile e Mol Sl in thes raal saotiliny had o
be subjactively  edlimabed |hecaiee  congleriasl
lechnigques (such o CASA) canmsl Be ueed S milk
hased exienders, hi Esilaton wis compensasd for by
hasaig cach cvaliated by twn minal observes
sl Migally By e in v Testiliny e

The Bemefamal effocl  of egg yolk

i oihees s | Sakamion dmd MMaxwe]l, 2000 and also in
gz (gues-Chisada and ¥ eralegen, 2001 ).

Im dhis m it capezimenl, MEY showad a
betier than = a4 previms sioly = dogs
(Rast o ai., |995), sdalaining =T0% of progecssive
iy wp o day I and >R sommil scrososiss dp WD
day 4. E-u:-n.mlp, pﬂ-luhuu ineEEily was lower

In is meicworihy o de chenpes @ pH ool

in [his cuperimen] dusing e dudy pedod were wilhin

physiologica]l mmge efleding good  Bulenag

of both mill Besed ewiemders. Thes pH

“ﬁtiﬂw“ﬂimi{d#ﬂ

usmyg a sssilar MEY cxlesder (Rote o ol 1995). The

wosplahle e wre sEmen ehilained

passnmiend e Tollowing e v asesmenl of (e MEY
exlender.

Is line withy the: in widen reulls, the T4 B conlad

MIEY dakiled scsiim rermained fesile, a8 jpeeg oy e

Az Feprod., w00, nA4, pET0-6T8, OcifDec. D013

wir sormal (appreainmely %) and nol different from
that of frh undibirad semen. [sizreslimgly, prolificacy
by geemaed Do be noenl Tor cach parmicule brosd. The
Gilee of ome bich o comcéive camol directly e
amsibuled W Scmen peoccising as il ecowTed i boeth
prgs. Furthsmoss, 4 complae hreadng eummmatn
Wi a0l camveal oul o dmy of the dogs, sl oher
etisdogiss of infemility could have been pecaal 'With
these results i omind, i0 would also b intercling 1o wedl
the be vever eliazl of 43 b aorsge of the MEY dlesl

10 i elresaly Beven demonsiraizd Tl ¢jaculaiel
oy sesien can be swossflly Goasn afisr 1-2 days of
L camemlir

il ar., Ilﬂb.lﬂ-tilrﬁ-tﬂlu]:f,h“ﬁuﬂﬁrrﬂﬂm
the same s wee, ol lecn Tor e fise 249 b, for this mali-
cui yolk chilling exiender which could Nmction = a
prolomged squiliralion prevesis 1o reermyg in eEmen
banks. For i sereen, e et same cooling caienler
(e, withoill glycerol) was wal foe the fea dilotoen.
AlBough the coslal shsige nme inlerval showed a
praslual megative effect on lawed semen oslicy,
dusiigg Bhe firsl T4 b both sl asd progresave saotiling
did mea slow any differences hom (ke samples Soeen

Uaing tho ool Bessd caloider, post-Thaw
masliny was slighily ower San Sar dewsibal Tor TEY
diluesr aftes T4 h ooakal slosape (Herrmsessn and Linds-
Forshesg, D006, Sentarm o o, 20030 These diffirences
okl Be anribvated o dhe Dicr Thet s Saw peadium was
used in This el and samphs wee disscily sssesid afes
thawing Conversely, menbome el aciossing inlegnily
wese Wwathin (he romge previously dewrial o the
previoasly mentansd sepois |Hosanieon and Limde-
Forsherg, 16, Sanlams o af., 2003].

The resulis elewly demonsmie thal cool=g
canise senrn m his milk-cgy poli catender up o 4 b
befisre Mrecrmy docs nol produce & decsee B esien
quulity when comipancd B aesien Sofen by a relilionmal
provedure (e, with aaly 1 b cookng o 47C). More
elidies are @il pecessary W fmd ol 6 the Senilizieg
capacily of spermatcrng is affecsal by cold Sompe prios
I Mreering usig this pracical ssilk bused cuiesder.

Accosdmyg o Bese o wiro smd nowe el

LR

80



@Eﬁu it al. Ascmmonl of milk-cpg ok on cmise spermatama = 4710,

this silk-cag volk ciemder oould Be comalesed sl
only simple o prepare sl coosonmeally soresalle, Bl
sk cffesenl, for canime semen chilling. A conbnibutssn
o chmme welliee, geseficy, and repeaduction will e
made, peticalardy in cnmirges where Be cosls ol
cxpemive cosincicnl semen calenders linal She wide
ipplication of semen prservalion Fotherseee, fhe
semen diluied in this eslemder could Be succemsfully
Bozen afier | dey of cooled seeuge. This wey,
worklwile canise semen micschange would Besefil
o the incloesn of sew 1mporl cowmres. lmpoiesly,
fiof Foosanilary rcisoas, T ansce of Sese prolans
emEs amlfor silk) el Be comtsalled and should be
Tesiliall priar o e

Comllict o isl ores] slalcmsenl

Mo of he dilhes of hi paper have a
Emsmcial o persoiml rebiliondhis with other people o
organizations Tha couldl msppopeiscly isfluesce o=
bias the ool el of e pager.

S know ledgmicats

This =nedy was pestially fedsd by ke
Uaiversity Imentive Progzam S Teaching sl
Eesemseh (V 195 w OG) The suthiss are Chsers
Seaeatiae (FME, YO sl C0) and & Fellow (10N of
the Matssnal Ressirch Coimidl, Aspentg

Riferemsees

Batcllier F, Vidamient M, Favguaatr J, Duchamp G
Armmud G, Yo 3, Magsiemi M. D000, Ahanss =
codia] sanen iEchio kg, Ao Rpooad B, 63:031-190
Cardass BT, Silva AR Silva LD, Chiriefs VIH,
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INTRODUCCION

La rserminzcsan arttheal {1 &0 la cria Se caniros
&5 una biclecnalogia cue ofrece una salucidn a nue
MeroEds SITuaCanes en las que & seraca natural na
=5 nasibke

Cwisien diversas circanstancias por las cuales e
recurne a la A entre ellas, pooemas oiar: caracher
AFFESTD 207 parte de la hembra o &l macho, Ifcaza-
cidad de monta par diversas enfermedades (mMuscu-
lares, arsiculares), delectos ce confarmacian acguis
redos [ImMpoiencia coewndl), arcblemas e conducta
{amuges, apatia o aversién macia la nemaral, iInexpe
re=ncia, talta de hbioa por parce del pereo, mechasa
del macno gor la hembra, distancia geogratica entre
=l macno y la kembra, sic.

Esta beatecnologia puede ser o bapn © MECIZND 05
1o w=gun la tecnica y &l oo de semen atilizaca; eshe
Jitima puede wer: fresco. refngerado o congslada. La
INSEMINACIAn COR Sermen IFESDD COnsiste oni |3 axirac
c1dn manual cel semen y su inmediata infroduccion
en las vias genmitales de la nembra Los resulzadas
son comparasles con los o= an seracio nataral. En
el casa o la i con semen retngerado, luego de la
axtraooan, se realoa dana cildoian del SEmEn &n un

Catedra de Fisiolegia
Laboratorio de Fisiologia Beproductiva
FOWAUMLF=CORNICET

ciluyente para tal fim y su mefrigeracion a 4 &% C gra
mas CEntigrados que permite greservar 3 carto alazo
{alrededor de 22 3 72 hs) la viabdhizad espermatica.
& momerdo de la 1K, el semen es indedocdo dis
rectamentbe en el interior o2 2 vagina al igeal que el
semen fresca. Esta técrica ofrece la posibabdad ded
transporte ool semen ¢ 2 nseminacicn @ distancia
¥ pErmube ayrar gl dafd expssro que 52 Procuce en
los esoermatocoides al congelarlos. sierdo. generals
mente, los resubiados o2 prefes algo mejores gJae los
obbenicios con semen congslado. Para la cangelacidn,
LE FECLIERe Of una dilucsdn areaa del semen, oe esta
manen ausde Ser conservabo por anos. La oesyeen:
taja de este dibima =5 que al confar con un bajo gon
CENtA|e o2 sspermatazoies ¢ oan menor viakdicad,
El sEMEn congslaca debs ser deaositana oendro del
utero. TECmica que &0 la hemara camina 5 comaleja
¥ requIsTe Of EKIETMEMCIE Y dn SQJIpameEnio S50e
cial. idemas, las reglamentaciones y =l costo gara
£l fransporie de semen congslaco =on Maganss a las
recusnicas oara el semen refngsrado.

La ubilizackin de semen Conservaca sermite la mayor
CIEPErsian de rasgos gensticos feseabkss, orevenoian
o erfermecades, diSmINLCKGn ce costos al no tener
la necessdad de transportar ks aremakss, recuoir los
peligros o= smbarcar un gerre y aviar 2 sstres del
transporte
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DETECCION DEL MOMENTO OPTIMO
FARA REALIZAR LA 1A

La 1A deoe ser realizada en el momenio adecuado pata
que ks sspermalozoicss guedan imerrelecnnar con
dvulos maduros capaces de ser fecundados. Existen
distintos meétodos pata delerminar el mamenta de la
& con Distinta ehcacia, prectcidad, exschibud ¥ costa
de los mismos.

Las parhculandaces tisoldgicas de los caminos difie
cultan I3 estimacion del mamenta oe mayor fertiidad
de |3 hembra sin o uso de metsdos comalementanon
Entre los meétodas subpetivos se encueniran el canteo
de los dias del cick estral, l2s caractenshcas de la
dexcarga vulvar, la concucta del macha freabe a la
Temiara y de Bsta frente al perro. La duracikn de cada
=apa del ciclo es altamernde vanasle, ¥ MUCTas gerras
fhienen cescanga vdlvar sangainclenta durante la Zapa
iertil; @ su ez, =l perro &5 atraico por caalouesr Sipo
de descanga Que Jrovenga o= Una gerra, inclusie las
natakdgicas. En el caso de la hembra, la conducta se
manfiesta nor la aceptacion cel macha & InClusive su
Juscueda actrea, aoomaanada de oueiud v lateralos.
cién o la cola cuanda el erro se acerca @ cartgjaria.
Tambesn puede suceder oue |3 perra "elij2 & macno®,
no acepdando al seleccionsdo oor 2 criacor para el
servicia. Si been la nemiora, generelmente, acepda al
macho durante el pencdo fril, oueds no hacerlo, o
mclusive apeatarka fuera de sa cel misma. For o de
chd anterinments, N W2 RCOMmIEnda SUSTENTArse en
MINgUND Ce Esios pardmetros eeclusaments, ya oue
fienen un alio grado de error & Ccontinuaoan, s des:
crib=n los metooas de maeor confasihicad con los oo
comamos pana determinar el momenta de mayor herhs
lidac =n el ciclo estral caming:

Inspeccion ¥ palpacien de la wwiva: es imporsante
evaluar los cambios del tamafa v consistencia sl
vares. Durante el perioda férhil, la vuiva deja de estar
turgente gara suffir un aslandamienta notaole a la pal:
aacion.

Vaginoscopia: Permiie wisualizar por medio oe un v
Finoscadio los camoos oo la mucosa vagnal a kalarga
del ciclo. Durarie la etana de mayar fertilidad, la mus
coa 58 aresenta de un color rosado palido yooan un
ArUZAMIENDD que va =n admenta 2 1o larga del estro,
o COrMESEONDencid con el cescensa oo los niesls de

estrdgena.

Citolegia vagnal: La criclogia wa@nal es un mésooa
complementanc cus refleja los niveles de estrdgena
on sangre Debido 2 su elesacion daranss o pross
tro, el numero de capas celulares del enitelio wagnal
aumenta. Este hecho hace gue las oulxs lumimales
(oenominadas superticiales) se akspen de la irmgacion
sanguinea evolumonando hacea la muerte. Este fends
mend pusde visuaalizarse claremente en estendidos
wagirelss senados; ol comienzo de las seracis o 1

con semen fresco estdn indicatas cuando las células
superitiales alcanzan un porcentaje mayor 2l 8O0 el
frofis y SE Conbmuan mientras se Mantenga ese CJatro
citakagico.

Determinaciones hormonales: El dosaps oe proges
TEnona sernca hace posible asamer = mamenio de |z
owudlackan a frovss ce la eshimacion indirecia cel pco
de normona lussmizante (LH)L La oyvalacian oo,
aproimadamente, 28 homas luego de courndo = pico
precedlatana ge LH Gimcio del es5rn). La posierior ma-
duaracidn cel peociba reqJiers aprasimanamante 2 gias.
Par =nce, podemaos cancluir Que, una vex determinado
&l cia del nico oo LH, ks Svulos estarian disgpombles
para ser fecundados a partr del dia 4 6 5 gel ciclo,
hasta uros 2 G 3 gixs posteniones, momento a parhr
del oual cComIEnzan a &me|Eoer.

Eztns metodes denen combinarss pare poder Emibie
un ciagnoshco mas certer ool mamento dotuma para
realizar la 1,

TECHICA DE INSEMINACION COM SEMEM
FRESCO O REFRIGERADO

Obtencion del semen

Prean a la toma oo muestna, o= sescomienda imipiar
l2 zana areoucial v abdominal, sienco adescdado en
perros de pelo lange cartar el pelo de la regdn. La res
colecosan ==realiza 3 fraves de la tecnica o= mashuroa:
cian sabre un piso oo resbaladiza. b hn oe facilitar 12
eyaculaman, resdlta de uhibdan cortar con la presens
cia de una hembra &0 celo o, &0 s5u detecha, una perra
&l cual == k= anlica sdpicamente en Iz re@ion penneal
un hsopS IMEregnaca &n Sescangas eulvares de ana
peerry =0 oeka. E5 impartants la oressncia del menor
ridmens pasiale de oersona, a hn os recucr el =stres
v disiracoeanes exiernas Cel macha 2l momenta de |2
exiracoKan.

51 el profesional es diestro, 5= colocara 2 la equierca
del reproductar. Luego ce realizar una estimulacion
lewe gl basloo cel pers mesianie MassE Sdaee 3 iras
wis del prepucio, orocederd ragidamente, ¥ antes que
e produzoa una ereccedn tobal, @ correr el oresucio
peor datras del aulbo oo pEne. Sossto no PUEra oSl
bie, |2 presion del oulbo ingurgitada aressanaria cans
fra =l arepgucio ocasionardo cobar = impediendo la tatal
ereccidn ¥ nostenor spaculacion del amimal. Una wez
retiradn g grezucio, se realiza una oresicn sostenica
an Cadnal o8 bulso, La prmesr fracoidn que 21 animal
evaula es la pre espermaiica, carenie de espermatos
Inides ¥ Oe mdy escaso volumen. Le mgue la fraccion
BESpermatica, nca =n espermatosoides, por lo oue se
colecta en su totahidac cuanda se desea mealizar |2 ins
semunacion artificial. Lusgo de la traccidn espenmatis
Ca, oomeenza @ epacular de forma pulsatdl la dlima
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Womesio de L & en & que se eless Camada de 3 cadberrod, di raza Shib tzu, de  Espirmialazoides behidos o2n Aosa S Bosga.

&l lrioé piklerior di la hembiad sdd- 2 sembhis S ddad concebidos g LA,

irds be masajea la pena pevineal para
dailitar @l trafdporibe o parmdtics

iraccidn, llamada orostatica, la cual e transoarents,
carente de espermatazoedes y ce mayar wolumen. Es
aqui conde =l perne == @ra 180 nacia atras, simalan-
do la posician tomada en &l servicio natural (aboios
nameenbah De esta ditima fraccion, se colecta sak la
carfidact suhcients para asegurar la recogda de toda
la segunda fracoin o fracoidn espermatcz. Una vez
conclliga |2 colecoddn del semen, se controla b reins
troduccian ranmal del pene en &l areauic.

Inseminacicn

£l semen colectaco puesde inseminarse en la vagina
{inseminacign imrasaginal) o en el Gters (rseminz-
cién mmtrauteninz). En nuestro medio, |2 irserminacitn
imravaginal es lz empleada ratinanamesntes por ser una
1écnica sencilla y de baya costo. Como se menciond
anteriormante, |3 MSAMInscon INTradbening oE rEtarva
zara el =emen cangelada © ce mala calidad, cebedo a
que E5 L3 fécnica de mayar complkepdad y que reques
e e un Smirenamienta y esdiparmiento especializato.
La irseminacion intraaginal == realiza con un cabés
ier plastico, de distintas medidas s=gin = tamara de=
la perra, 2l que se adoss en su exbrerno una (erninga
comeri=ndo &l SEmeEn 2 InsSmanar, sierdo posile dais
liZar, A5IMISMA, UNa San02 unnaria rigida. En algunos
cas0s, el dedo indece, enguantada, ayuda a evar la
tosa cel clitoris v la uretra. El catéter o la sonda =
imroduce anmend hadia darsal ¢ lugge crangalmentes,
respetando la anatomiz o vestioulo y vagina, con la
oErra =n estaoan. Una vez ubicada =l catéter o mas
crareal posiale o la vagina, == 23053 |3 jennga donds
ienemaos el semen cargado y SE descarga completas
mernte. For Gltima, se pueten cangar L2 cc de aire en
la pringa @ hn de exoulsar semen retersdo =0 el espa-
210 mserbo gl cateher

Inmeciztaments posienior & la 0&, los mesmaros poshe
nores de la hembra == eleaan por alededor de 15 mi
b3S, Masajeanda canjurtamente la regian perineal,
& hnde eshimular las contracciones ubennas, edatanda

Ria eapermitica.

=l refldjo o= semen y facilitando = fransparts de los
espermaiozoides hacia &l aparato genial crareal.

COMCLUSION

La reahizacion o= La IA es uana bScreca Odil oue orinda
la valicsa posisilided o= dejar descendencia o2 Qerros
de alio valor genebco oue, par dieersos mabvas, se
enouentran impasibihitados de realizar & servcio naius
ral. Sin embargp, &5 necesana 1enser en cuenia algunos
taciores sumamanie imaorianies =0 su aolicackn; par
=pmpk. &l estads de salud v nutricdn de bos mepao.
ductores, kx deteccidn del mamenta de mayor ferbils
dad de la memara, e bioo, & manso ¥ ka caldac del
semen uiilizada ¥ la implementacion de una téonica
adecuada de A Temendo en cuenta =stos faciores,
zerd factibbe de lograr =1 &ato en la concepcidn mes
diarce la utilizacian de esta técnica.

Los Dapentes « Ireestigacones de la Catedra de Fisios
lagia (Laboratorio de Fimalogia Reproductiva) de la Fas
cubiad de Gercias Yeterinanas de s UNLP ofrecen la
meeminacidn arfificial sin catgs 3 carinas cervados
oor prodfesicnales para B2l fn. F‘n:l:,'a:n de Incentrsos
Docentss W 195 {FCGLIMLEY

Catedra de Fisiologia {Labaraiono de Fisiologia Repro.
ductiva)l Facutad e Cernoiss Yetennarias fe La Plak.
&0y 118 La Plata.

Contacte: Dra Gazelio y MY Jange Diaz, Te: {0221) 15
5844059 Eimail: pdiazfiffcy unlo.edu.ar
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