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RESUMEN

La primera informacion de la inseminacion artificial en caninos fue realizada en 1887
por Lazzaro Spallanzini quien utilizo semen fresco; aparte de estos antecedentes, se
han realizado un sin nimero de investigaciones para satisfacer las necesidades de
los criadores caninos. El uso de la inseminacion en esta especie se ha incrementado
considerablemente, ya que brinda diferentes opciones como el cruzar variedades y
razas en todo el mundo sin la necesidad de la presencia fisica del macho propiciando
el aumento de la variabilidad genética. La reproduccion de la hembra inicia con la
pubertad siendo el periodo durante el cual se vuelven funcionales los 6rganos
reproductivos, iniciando en la perra entre los 4 y 18 meses dependiendo de la raza.
El ciclo estral de la perra se caracteriza por los cambios que ocurren en el organismo
peribdicamente y consiste en una serie de procesos evolutivos e involutivos del
aparato reproductor. Este ciclo esta dividido en cuatro etapas: proestro, estro, diestro
y anestro, teniendo las cuatro una duracién entre 6 a 8.5 meses; aun que se pueden
llegar a presentar alteraciones en cada una de las etapas, unas de estas pueden ser:
prolongacion de estros y anestros, anestros persistentes, estros silenciosos y estros
cortados o divididos. En el ciclo estral la citologia vaginal exfoliativa es una
herramienta importante teniendo el objetivo de determinar el tipo y cantidad de
células que se presentan en las diferentes etapas del ciclo; y asi mismo determinar el
momento Optimo que el macho lleve a cabo la monta o se realice la inseminacién
artificial.

Palabras clave: Reproduccién, Ciclo estral, Citologia Vaginal Exfoliativa,
Inseminacion Atrtificial.

ABSTRACT

The first information of artificial insemination in dogs was conducted in 1887 by
Lazzaro Spallanzini who use fresh semen; apart from this background, there have
been a number of investigations to meet the needs of dog breeders. The use of Al in
this species has increased considerably, as it provides different options like crossing
varieties and races throughout the world without the need for the physical presence of
the male resulting in greater genetic variability. Reproduction of female puberty starts
with being the period during which the reproductive organs become functional,
starting in the bitch between 4 and 18 months depending on the breed. The estrous
cycle of the bitch is characterized by changes that occur in the body periodically and
consists of a series of evolutionary processes and devolving reproductive tract. This
cycle is divided into four stages: proestrus, estrus, diestrus and anestrus , taking four
a duration between 6 to 8.5 months; even that could contain alterations in each of the
stages , some of these include: prolonged estrus and anestrus , persistent anestrus,
estrus silent estrus and cut or divided. In the estrous cycle exfoliative vaginal cytology
is an important tool considering the objective of determining the type and number of
cells that arise at different stages of the cycle; and likewise determine the optimum
time to perform the male mating or artificial insemination is performed.

Keywords: Reproduction, Estrous Cycle, Exfoliative Vaginal Cytology, Artificial
Insemination.
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1. INTRODUCCION

La primera informacion de Inseminacion Artificial en caninos fue realizada en 1887
por Lazzaro Spallanzani quien utiliz6 semen fresco; aparte de estos antecedentes, se
han realizado un sin nimero de investigaciones para satisfacer las necesidades de
los criadores caninos, implementando bancos germoplasmicos, para conservar las
diferentes razas caninas en el futuro y mantener la capacidad fecundante del semen
congelado en caninos, obtener una tasa de prefiez y camadas satisfactorias (Ocho y
Torres, 2012)

El uso de la inseminacion artificial en caninos (IA) se ha incrementado
considerablemente, ya que brinda diferentes opciones como el cruzar variedades y
razas en todo el mundo sin la necesidad de la presencia fisica del macho
proporcionando el aumento de la variabilidad genética (Bonilla y Ballesteros, 2007).
Para realizar esta técnica es importante detectar el momento éptimo del estro y de la
ovulacién, para esto se aplica la citologia vaginal Exfoliativa en la cual mediante las
células que se encuentran presentes en cada una de las etapas se puede saber con

certeza el momento en que la perra se encuentra en estro.

Otros aspectos importantes que hay que tomar en cuenta son, las caracteristicas que
debe presentar el semen y el manejo desde el momento de la colecta hasta el de la
IA, ya que si la técnica se realiza con semen fresco, esta debe ser realizada en el
mismo momento de la coleccion, siendo que si el semen tarda largo tiempo a
temperatura ambiente pierde su viabilidad y si es con semen congelado o refrigerado
debe manejarse de una manera adecuada desde el proceso de congelacion o
refrigeracion afadiendo diluyentes que ayuden a su conservacion y mantener su
viabilidad.
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Teniendo en cuenta esto mencionado y aplicando de manera adecuada la técnica de
IA se puede tener una respuesta favorable en la fertilidad.

Actualmente se ha mostrado un creciente interés en la reproduccién de los perros,
aunque para esto es necesario conocer aspectos muy importantes que esto implica
como es la anatomia y fisiologia del aparato reproductor de la hembra y el macho,
los aspectos del ciclo estral, asi como de sus posibles alteraciones, ya que si alguna

de estas se presentan esto, puede llegar a complicar la reproduccion.

El presente trabajo estd basado en una revision bibliografica teniendo como objetivo
el recopilar la informacién necesaria de la biologia reproductiva y las biotecnologias
que permitan manipular la reproduccién de la especie canina, en un documento que
tenga acceso a la consulta de manera practica de estudiantes, criadores y

profesionales que interesen por la reproduccion de esta especie animal.




1.1 Pubertad

Mcdonald (1978), Frandson (1995), Sorribas (2000) y Paramo (2012), explican que la
pubertad es el periodo durante el cual se vuelven funcionales los 6rganos de la
reproduccion, en el caso de la hembra el primer estro va acompafiado con ovulacion.
Esta suele aparecer en las perras entre los 4 y 18 meses, siendo mas temprana en
perras de razas pequefias. Mientras que para Feldman y Nelson en el 2000, las
perras muestran su primer ciclo varios meses después de que alcanzan la talla y el
peso corporal de un adulto; Sin embargo, hay variaciones considerables aun dentro
de la misma raza. Para la aparicion de la pubertad existen diversos factores que
pudiesen modificarla, como son: los factores climaticos, genéticos, raciales,
enfermedad, estrés, sexuales y nutricionales, ya que teniendo alimentacion
adecuada y una buena calidad corporal, permite el desarrollo total y armonico del

individuo.

Procesos en el desarrollo ovarico que se relacionan con la pubertad son: la
oogénesis que es el desarrollo del ovulo derivado de una célula sexual primitiva, la
ovulacion y la formacion de cuerpo lateo. Estos procesos influyen en otras partes del

aparato reproductor dando inicio al ciclo estral (Frandson, 1995).

1.2. Anatomia del Aparato Reproductor de la Perra

El aparato reproductor de la perra consta de 6rganos externos e internos, como son:
vulva, clitoris, vestibulo, unién vestibulo vaginal, vagina, cuello del atero, utero,
trompas uterinas, ovarios y estructuras de sostén como son el ligamento ancho
(mesoovario, mesosalpinx, y mesometrio), ligamento suspensorio, bolsa ovarica

ligamento propio del ovario, nervios y riego sanguineo.

EL CICLO ESTRAL Y ASPECTOS REPRODUCTIVOS EN LA PERRA \ee
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Figura 1. Anatomia del aparato reproductor de la hembra.

(Pérez, 2008)

1.2.1. Vulva

Allen (1993), Sisson y Grossman (2001), definen que la vulva es una abertura del
aparato genital de la hembra, se encuentra rodeado por los labios mayores y
menores, se localiza en posicidn ventral al suelo de la pelvis, su tamafio va a
depender de la raza y de la fase del ciclo estral que se encuentre. La mucosa que
recubre a la vulva es lisa y de color rojo, presenta una prominencia a causa de los
foliculos linfaticos. Existen dos musculos circulares estriados que conectan el

vestibulo y la vulva.




1.2.2. Clitoris

Este es homdélogo del pene, su cuerpo es pequefio y plano, mide aproximadamente
de 3 a 4cm de longitud, dependiendo de la raza. Esta localizado en el piso del

vestibulo cerca de la vulva y cuenta con dos porciones:

Cuerpo: este se encuentra formado por grasa.

Glande: es una estructura pequefa que esta constituida por tejido eréctil cubierto por
epitelio escamoso estratificado y una gran cantidad de terminaciones nerviosas. Se

localiza en la fosa del clitoris, siendo esta porcion la homologa al pene (Avila, 2009).

1.2.3. Vestibulo

Es un conducto que conecta la abertura de la vulva con la vagina, se localiza sobre la
pared ventral, en posicion craneal a la comisura vulvar ventral, el clitoris se
encuentra suspendido en un pliegue transversal de la mucosa. La luz vestibular
asciende en un angulo de 60° hacia arriba desde la horizontal y posteriormente
ocurre una corta distancia hacia adelante en la pelvis hasta la unién con la vagina
(Allen, 1993).

1.2.4. Union vestibulo-vaginal

El vestibulo vaginal es el que conecta la vagina y la entrada de la uretra con la
abertura genital externa. La uretra se abre en este punto ventralmente, en perras que

no han sido cubiertas existe un estrechamiento que indica la posicion del vestigio del

5
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himen. Este aparece total o parcialmente intacto en algunas perras, impidiendo asi el
apareamiento (Allen, 1993; Sisson y Grossman, 2001).

1.2.5. Vagina

Para Sisson y Grossman (2001), Hafez (2002) y Medicina | (2013), es una estructura
relativamente grande ya que mide aproximadamente 10 cm de longitud y es estrecha
cranealmente, no se distingue el fornix (fondo de saco vaginal), la pared vaginal
consta de un epitelio superficial, con una capa muscular y una serosa este ultimo se
caracteriza por un extracto circular interno grueso y otro longitudinal externo delgado,
y se continta una distancia en el interior del Utero; la capa muscular es rica en vasos
sanguineos, paquetes nerviosos, grupos de células nerviosas y tejido conectivo laxo

y denso.

La vagina se encuentra dirigida cranealmente desde la union vestibulo-vaginal hasta
el cuello uterino; este conducto potencial se estrecha cranealmente debido a un
pliegue longitudinal dorso-medial de la mucosa. La boca del cuello del utero se sitia
a unos 0.5cm caudal al limite craneal de la vagina, sobre la superficie dorsal (Allen,
1993).

Su funcion es de 6rgano copulatorio, donde se deposita el semen. Los pliegues
vaginales y la disposicion romboide de la musculatura a manera de valla permiten la
distencion del 6rgano durante el apareamiento y el parto. Funciona como conducto

excretor de las secreciones del cuello uterino, endometrio y oviductos (Hafez, 2002).
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1.2.6. Cuello del Gtero o cérvix

Allen (1993), Hafez (2002) y Avila (2009), describen que es un 6rgano corto, de
gruesas paredes, con una luz estrecha que conecta la vagina con el utero, es fibroso
formado predominantemente por tejido conectivo con pequefias cantidades de tejido
muscular liso. La abertura vaginal se abre dorsalmente sobre la vagina. El canal
cervical aparece abierto durante el final del proestro, estro, parto y periodo post

partum; en otros momentos suele estar cerrado.

El cuello del utero tiene varias funciones: a) facilita el transporte de los
espermatozoides por el moco cervical hacia la luz del Utero, b) actia como depdsito
de espermatozoides, c) participa en la seleccion de espermatozoides viables, d)

cierre durante la gestacion y e) abrirse al momento del parto (Hafez, 2002).

1.2.7. Utero

El Gtero tiene forma de “Y”, esta dividido en cuernos, cuerpo y cuello. El cuerpo es
corto y se conecta caudalmente con el cuello del Gtero y los extremos de los cuernos
estos son largos y se encuentran ubicados junto a la pared abdominal, alojan al feto
durante la gestacion y se comunican con los oviductos cranealmente; la longitud y la
anchura van a depender de los cambios patolégicos como de los fisioldgicos. Los
ligamentos anchos contienen mucha grasa, musculo liso y suspenden al Gtero de la
region sublumbar, el ligamento intercornual une ambos cuernos cerca del cuerpo del
utero (Allen, 1993; Avila, 2009).

El Utero se compone de tres capas: 1) membrana serosa que es una prolongacion

del peritoneo; 2) miometrio, consta de tres capas de musculo, y 3) endometrio




compuesto del revestimiento epitelial de la luz, glandulas y tejido conectivo. Sus
funciones son: a) transporte de espermatozoides desde el sitio de eyaculacion hasta
la fecundacién en el oviducto; b) regulacion del funcionamiento del cuerpo amarillo
produciendo prostaglandina (PGF2a); y c) inicio de la implantacion, la prefiez y el

parto, alimenta al embrién y al feto (Bearden, 1982; Mcdonald, 1978; Hafez, 2002).

1.2.8. Trompas uterinas

Son estructuras que van desde el extremo del cuerpo uterino hasta el ovario en el
mesosalpinx y bolsa ovarica. Se divide en cuatro segmentos funcionales: las
fimbrias, que tienen forma de holan, estan unidas a las aberturas de las bolsas
ovaricas y conducen los ovulos fertilizados hacia el oviducto; infundibulo, abertura
abdominal en forma de embudo cerca del ovario; la ampolla, dilatada, y el istmo, la

porcion proximal estrecha del oviducto (Allen, 1993; Hafez, 2002).

1.2.9. Ovarios

En la perra los ovarios son ovoides, del tamafio de una avellana pequefia, de 1.5 x
0.7 x 0.5 cm aproximadamente, aunque su tamafio depende de la etapa del ciclo
estral que se encuentre; Su superficie es lisa, aunque posterior a la prefiez se tornan
asperos y nodulares. Estos estan envueltos por una amplia bolsa ovarica y una

capsula adiposa especialmente en la perra (Allen, 1993; Vatti, 1980).

Bearden (1982), Jones y Joshua (1984), describen que cada ovario contiene una
medula central donde corren los vasos y una corteza que contiene dentro de su tejido
conjuntivo numerosas células germinales y foliculos en varias etapas de desarrollo.

Su funcidn es la produccion de oovocitos, estrégenos y progestagenos.
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1.2.10. Estructuras de sostén, nervios y riego sanguineo

El aparato reproductivo de la hembra descansa sobre el piso de la pelvis, el
ligamento ancho es considerado la principal estructura de sostén ya que sostiene a
los ovarios, oviductos y utero de ambos lados de la pared dorsal de la pelvis. Los
vasos sanguineos y nervios pasan a través del ligamento ancho del aparato
reproductor, este esta inervado por nervios autbnomos; Sin embargo, se encuentran
nervios sensoriales en la region de la vulva, en especial en el clitoris (Bearden,
1982).

Las arterias ovaricas o arterias Utero-ovaricas, se ramifican e irrigan los ovarios y
parte de los cuernos uterinos. Estas arterias son mas grandes en el lado del ovario
que presenta cuerpo ldteo activo. La arteria uterina media proporciona sangre al
resto de los cuernos uterinos y al cuerpo liteo, esta aumente en la fase media y final
de la prefiez. La arteria hipogastrica se ramifica para irrigar al cérvix, vagina y vulva.
(Bearden, 1982)

1.3. Ciclo Estral de la Perra

Lorenz (1987), Aguirre (2006) y Paramo (2012), definen que el ciclo sexual se
caracteriza por los cambios que ocurren en el organismo de la perra periddicamente
y consiste en una serie de procesos evolutivos e involutivos del aparato reproductor,
gue se interrumpe en forma definitiva cuando el animal llega a la vejez. Este tiene
caracteristicas anatomicas, fisiolégicas y endocrinolégicas, que la hacen diferente al
de otras especies. Dicho ciclo da inicio entre los 4 y 18 meses de edad,
presentandose una variacion por las diferencias de tamafio en las razas, ya que en

las pequefias da inicio mas pronto y en las razas grandes es mas tardio.
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El ciclo en la perra es distinto del de otras especies domésticas en algunos aspectos,
como un anestro muy largo (meses frente a dias o semanas), proestro y estro largos
(de dias a semanas frente a horas o dias), la vida media del cuerpo luteo sea
independiente de que exista 0 no la gestacion, la produccion de oovocitos inmaduros
y la larga viabilidad de los oovocitos y de los espermatozoides en el interior del
aparato reproductor de la hembra (Nelson y Couto, 2010).

El ciclo estral esta regulado por mecanismos endocrinos y neuroendocrinos; esto es,
por hormonas hipotalamicas, gonadotropinas y esteroides secretados por los ovarios;
la regulacién de la secrecion de gonadotropina durante el ciclo estral requiere un

delicado equilibrio entre complejas interacciones hormonales (Hafez, 2002).

El factor liberador hipotalamico (GnRH) es de suma importancia en el ciclo estral; a
nivel ovario el periodo estral se caracteriza por una elevada secrecion de estrégenos
a partir de los foliculos de Graff preovulatorios, la adenohipofisis secreta hormonas
que controlan la reproduccién; las gonadotropinas como la hormona
foliculoestimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). La FSH y LH actdan en
forma sinérgica en el desarrollo y ovulacion de los foliculos ovaricos. La
foliculoestimulante tiene gran importancia durante el crecimiento folicular y la LH en

la maduracion hasta la ovulacion (Cunningham y Klein, 2009; Hafez, 2002)

Para Cunningham y Klein (2009), el sistema generador de pulsos para la liberacién
de gonadotropinas se incrementa en la fase folicular y disminuye en la fase luteinica
del ciclo estral. Los estrégenos disminuyen la amplitud del pulso y la progesterona
disminuye la frecuencia de secrecion de gonadotropinas, lo que significa que durante
la fase folicular la frecuencia del pulso aumenta por la ausencia de progesterona,
mientras que su amplitud disminuye por la presencia de estrogenos. Esta

combinacion de aumento de la frecuencia y disminucion de la amplitud de los pulsos
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es importante en la fase final de crecimiento para la nutricion de la reserva de 6vulos

en desarrollo.

El ciclo sexual de la perra es monoestral ya que presenta un solo ciclo estral e inicia
un periodo de anestro una o dos veces al afio, teniendo una ovulacion espontanea
(Galina,2010). La actividad reproductiva de la hembra es de naturaleza ciclica; cada
ciclo se caracteriza por una serie de cambios en el canal reproductivo y el
comportamiento psicolégico particular de las hembras, estos cambios son
consecuencia de las variaciones en la liberacion de gonadotropinas por la glandula
pituitaria que depende del centro superior del hipotalamo; las gonadotropinas ejercen
influencia en los ovarios causando la maduracion de los foliculos, la ovulacion y a

formacién de cuerpo luteo ( De Alba, 1985).

Figura 2: Niveles hormonales durante el ciclo estral de la perra
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1.4. Caracteristicas del Ciclo Estral

El ciclo estral de la perra tienen caracteristicas propias que la hacen diferente al de
otras especies. Tienen una etapa litea por lo tanto progestacional muy prolongada,

presentandose independientemente si esta gestante o vacia (Paramo, 2012)

El ciclo sexual se inicia con la fase folicular terminando al presentarse la ovulacion.
La reaccién ovarica a la FSH pone en funcionamiento el mecanismo de feed-back
(retroalimentacién); los estrogenos segregados en gran cantidad interrumpen la
secrecion de FSH y reducen también directamente el desarrollo de los foliculos de
acompafamiento. Pero con la inhibicion de la secrecién de la FSH se eleva la
produccion de LH, iniciandose con la luteinizacién de las células granulosas del
foliculo y la preparacion de la ruptura de este; con la sintesis de esteroides ovaricos
comienza también la produccién de progesterona, que conduce a la secrecién de LH
y pone en marcha la ovulacion. La dehiscencia folicular inician la segunda fase del

ciclo, la fase del cuerpo amarrillo o luteinica (Sporri y Sunzi, 1977).

1.4.1. Fase folicular o estrogénica

La fase folicular inicia con la regresién del cuerpo luteo y finaliza con la ovulacion.
Durante esta fase ocurre la maduracion folicular, por lo que el estradiol es la

hormona dominante.

El proestro marca el inicio de la fase folicular con la consiguiente liberacion de las
hormonas gonadotropas, sobre todo de la FSH que dan lugar al crecimiento y
desarrollo folicular y por tanto la produccion de estrogenos; ya que los foliculos

terciarios se desarrollan en los ovarios, estos producen estradiol, llevando los niveles

e
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plasmaticos pico de 180-370 nanomol(nmol)/l en el proestro tardio, alrededor del 1-2
dias antes del pico de la hormona luteinizante (LH) preovulatorio (Rijinberk, s.f;
Galina, 2010).

Esta etapa se continta con el estro, momento en el que la hembra acepta al macho,
y se produce el pico preovulatorio de LH responsable de la ovulacion (Sin Autor,
1999).

1.4.2. Fase luteinica o progestacional

Segun Galina (2010), Isla y Gutiérrez (2010), la fase latea es en la cual se forma y
tiene mayor funcionalidad el cuerpo amarillo, siendo la progesterona la hormona
dominante. Generalmente las perras presentan una fase ldtea prolongada con
persistencia del cuerpo luteo durante 70 a 80 dias, durante este periodo los niveles
de progesterona se mantiene en niveles muy similares a las perras gestantes (27

nanogramos (ng)/ml respectivamente).

Las concentraciones de progesterona que se originan del cuerpo liteo aumentan en
la sangre periférica durante el resto del estro y durante el comienzo del metaestro.
De esta manera en la perra el comportamiento estral es observado en el periodo de
aumento de las concentraciones de progesterona. Una meseta en el nivel de la
progesterona ocurre 10-30 dias después del pico de la hormona luteinizante (LH);
por lo tanto, si no se presenta una gestacion, la concentracion de progesterona
disminuye lentamente y alcanza un nivel basal de 3(nanomol) nmol/l para la primera

vez cerca de los 75 dias después del inicio de la fase Iutea (Rijinberk, s.f.).
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1.5. Etapas del Ciclo Estral

El ciclo estral estd dividido en cuatro etapas como es: proestro o periodo de

maduracion folicular, estro, diestro o fase luteinica y anestro.

1.5.1. Etapa de proestro

Aguirre (2006), Feldman y Nelson (2000), afirman que esta fase también es llamada
fase hemorragica o de secrecién. Siendo periodo de actividad folicular aumentada ya
que se presenta anterior al estro. El proestro es la fase de predominio de estrogenos
en la perra, el estrogeno secretado provoca cambios de conducta, la secrecion
vaginal, atracciéon al macho, preparacion al utero para la prefiez y todos los

acontecimientos posteriores al estro.

Duracién: Tiene una duracion media de 9 dias y el rango varia de 3 a 20 dias
También se puede tomar en cuenta su duracion desde que la perra inicia con la
hemorragia transvaginal y termina cuando acepta el apareamiento (Feldman y
Nelson, 2000; Nelson y Couto, 2010; Paramo, 2012)

Signos clinicos y comportamiento: Las perras durante esta fase se puede
observar una tipica secrecion sanguinolenta o puede no estar presente. Es una
metrorragia que pasa a través del cuello del Utero y penetra en la vagina. La vulva se
agranda lentamente a lo largo del proestro con tumefaccién y edema en labios
vulvares. Durante esta etapa se encuentran presentes los estrégenos, que son
sintetizados y secretados por los foliculos ovéaricos en desarrollo. Estos estrogenos

son los que causan los cambios de conducta en la perra, la secrecion vaginal, la
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atraccion de los machos sin aceptacion y la preparacion del Gtero para la gestacion
(Farifia, 2011).

En el transcurso de este periodo, la perra se encuentra inquieta, excitable,
desobediente, presenta un elevado consumo de agua y orina frecuentemente. La
conducta de proestro temprano incluye un incremento en la actividad de jugueteo
provocativa pero con conducta activa ante cualquier intento de monta por parte del
macho, esto puede incluir que la perra gruiia en forma anti sexual, se aleje, muestre
los dientes y muerda. También puede conservar la cola apretada contra el perineo,
entre los cuartos traseros cubriendo la vulva, este patrén de conducta inicial cambia
de manera gradual conforme progresa el estro (Derivaux, 1982; Feldman y Nelson,
2000).

Durante este periodo se produce la liberacion de feromonas de atraccién sexual, que
se mezclan en la orina permitiendo diseminar de esta manera los olores que atraen

al macho, a pesar de que la hembra aln no estéa receptiva (Sorribas, 2000).

Estructuras ovaricas: Se encuentran presentes foliculos en crecimiento, teniendo
1.5 a 5mm de diametro, produciendo distintos estrégenos siendo el mas importante
el estradiol (Paramo, 2012; Nelson y Couto, 2010).

Caracteristicas anatémicas: Se presenta un cambio de forma y tamafio de los
ovarios, existe un desarrollo de los foliculos ovéricos, aumenta la irrigacion del
aparato genital, congestion uterina y desarrollo de las glandulas uterinas (Sorribas,
2000).

15



Cambios hormonales: Esta primera etapa es de preparacion durante la cual el
foliculo, con su 6vulo, aumentan de tamafo principalmente por haber mas liquido
cargado de estrogenos en su interior. Los estrogenos absorbidos desde los foliculos
circulantes en la sangre estimulan la creciente vascularizacion y el crecimiento
celular de los genitales, como preparacion del estro y la gestacién subsecuente
(Frandson, 1995).

Galina (2010), menciona que durante esta etapa ocurre la regresion del cuerpo luteo
del ciclo anterior, y las concentraciones de progesterona disminuyen y aumenta la
produccion de estradiol e inhibina siendo que esta ultima regula e inhibe la secrecion
de FSH que es secretada por los foliculos que iniciaron su desarrollo durante el

diestro.

Por lo general las concentraciones de estrégenos circulantes durante el anestro son
de 5 a 15 petagramo (pg.)/ml. Justo antes del proestro hay un aumento en la
concentracion por arriba de 15 pg. /ml, mientras que la progesterona mantienen
niveles basales < 1 nanogramo (ng)/ml hasta el aumente en el pico de la LH (2-3
mg/ml). La concentracion plasmatica maxima de estradiol se alcanza 24 a 48 horas
antes de la terminacién del proestro (Feldman y Nelson, 2000; Blendinger, 2007). A
lo largo del anestro se secreta de modo pulsatil y simultaneo de la FSH y la LH. Los
pulsos de la FSH son de menor magnitud, pero con mayor duracion que los de LH.
Las concentraciones basales de FSH se incrementan a medida que avanza el

anestro, mientras que la LH no varia (Nelson y Couto, 2010).

1.5.2. Etapa de estro

Es la etapa de receptibilidad en la que la perra busca al macho permite montarla y
aparearse (Feldman y Nelson, 2000; Galina, 2010).
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Duracién: Segun Frandson (1995) y Valera (2008), esta fase tiende a presentarse
de 5 a 19 dias, aunque la perra solo acepta al macho durante 24 a 96 horas.

Signos clinicos y comportamiento: Los signos mas caracteristicos en esta etapa
son inquietud, aumento de la locomocién, inapetencia. En la perra es necesario que
disminuya las concentraciones de estradiol para que se inicie la conducta sexual
(Galina, 2010). El flujo sanguineo disminuye, siendo reemplazado por una secrecion
clara de color amarillo pélido. La vulva visiblemente tumefacta y muy humeda, pero
se encuentra menos turgente, permitiendo una penetracion facil del o6rgano
copulador. La ovulacion que es espontanea, tiene lugar de 1 a 3 dias después de la

primera monta (Derivaux, 1982; Nelson y Couto, 2010; Paramo, 2012).

Sorribas,(2000), Nelson y Couto, (2010), Paramo, (2012), describen que el
comportamiento de la perra se caracteriza por la aceptacion a la monta, esta tiene
las patas firmemente para permitir que el macho se suba, la cola esta desviada a un

lado y eleva ritmicamente la vulva para posibilitar la penetracion.

Estructuras ovaricas: Se encuentran los Foliculos de Graff que ovulan durante esta
etapa. Los foliculos preovulatorios llegan a alcanzar de 3 a 8 mm de diametro
(Nelson y Couto, 2010).

Caracteristicas anatOmicas: Se presenta la ruptura del foliculo, la ovulacion y el
desarrollo del cuerpo luteo. En el utero se produce proliferacién endometrial y en la

vagina edematizacion y formacion de pliegues profundos (Sorribas, 2000).
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Cambios hormonales: Este se define como el periodo de receptividad sexual
durante la cual se lleva a cabo la ovulacion, siendo inducida por el descenso de las
hormona FSH y el aumento de la LH, que causa la ruptura del foliculo y el final de
esta fase. La perra tiene un celo prolongado ya que este se divide: en el celo que
tienen una duracion de 6 a 10 dias, otra de preparacién que dura de 4 a 6 dias y la
ovulacion siendo espontanea, teniendo lugar de 1 a 3 dias después de la captacion
(Urroz, s.f.; Derivaux, 1982).

Las células foliculares ovaricas empiezan a producir progesterona en cantidad mayor
a la requerida para servir como precursora de la sintesis de estrogenos en los dias
gue siguen al inicio del proestro. Junto con las cifras declinantes de estrégenos en
etapas mas avanzadas del proestro inmediatamente antes del inicio del estro, las
células foliculares adicionales se luteinizan y secretan cantidades significativas de
progesterona. La concentracion de progesterona en plasma aumenta 72 a 96 horas
antes de la ovulacion. Esta progesterona es sintetizada por las células luteinizadas
dentro del ovario (células de la teca interna y granulosa) ya que los foliculos en
desarrollo alcanzan su madurez y tamafo preovulatorio induciéndose las
concentraciones maximas de estradiol; durante este periodo, se ejerce una
retroalimentacion positiva entre en estradiol y la LH, de modo que se produce el pico
preovulatorio de LH que contribuye a la presentacién de la ovulacion, posteriormente
la formacién del Cuerpo Luteo (CL) y la secrecion de progesterona por parte del
ovario. Esta suele completarse en 24 horas. Los oovocitos primarios salen del ovario
y sufren la meiosis durante su transporte en los oviductos. De 2 a 3 dias después de
la ovulacion los oovocitos han madurado y puede producirse la fertilizacion. Estos
oovocitos tienen una vida fértil de 2 a 4 dias (Nelson y Couto, 2010; Esquivel, s.f;
Feldman y Nelson, 2000; Galina, 2010).

La concentracion de progesterona serica continla en aumento durante el estro ya

qgue durante el pico de la LH estan entre 0.8 y 3 ng. /ml, en el momento de la
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ovulacion entre 4 y 10 ng. /ml y entre 4 y 20 ng. /ml durante el periodo fértil y luego
durante varias semanas en el diestro. La concentracién sérica de estradiol que
alcanza cifras de 70 pg. /ml y mayores uno a tres dias antes del inicio del estro,
decrece de manera progresiva. No obstante, el estro termina cuando la
concentracion sérica de estrégenos disminuye por debajo de cifras basales de
15pg/ml (Feldman y Nelson, 2000; Marti, 2011)

1.5.3. Etapa de diestro

Es la fase de predominio de la progesterona y fisiolégicamente se presenta después
del estro. Se inicia con el cese del celo constante y termina cuando la concentracion
de progesterona retorna a cifras basales menor de 1.0 ng/ml (Feldman y Nelson,
2000; Marti, 2011).

Duracién: Marti (2011) y Paramo, (2012), mencionan que el cuerpo Iiteo permanece
produciendo progesterona durante 63 + 5 dias desde el pico de la LH en perras
gestantes y de 70 a 80 dias en perras vacias. Aunque la Federacion Candfila

Mexicana (2013), cita que puede durar hasta 100 dias en perras no gestantes.

Signos clinicos y comportamiento: En este periodo la perra ya no se encuentra
receptiva, rechaza al macho, ya no los atrae, la vulva retorna a su tamafio normal y

ya no es flacida (Feldman y Nelson, 2000).

Si la perra ha sido cubierta, en esta fase se presenta la nidacion del embrién, la
gestacion y la lactacién. Si no fue cargada, en ocasiones se puede presentar una

seudogestacion (Valera, 2008).
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Estructuras ovaricas: Paramo (2012), cita que en esta etapa se encuentra presente

el inicio el cuerpo lateo y posteriormente un cuerpo albicans.

Caracteristicas anatomicas: Para Sorribas (2000) y Aguirre (2006), las principales
caracteristicas que se producen en esta etapa son: la lisis del cuerpo Iuteo secretor
de la progesterona. Existiendo secrecion, restauracion, descamacion del endometrio,
la mucosa vaginal se encuentra rosada y con pliegues poco profundos; durante esta
etapa la mucosa uterina esta lista para recibir a él ovulo fecundado y formar la
placenta, si existe la concepcion el organismo de la perra se prepara para la

anidacion del ovulo, presentandose el periodo de gestacion.

Cambios hormonales: En esta etapa termina la receptividad sexual de la hembra,
concluyendo con la presencia de un cuerpo lateo funcional bien establecido.
Dividiendose en dos etapas progresiva y regresiva. Esta division se basa en el
aspecto histolégico del utero, pero con estas dos etapas pueden relacionarse
directamente con la funcion latea. La etapa progresiva se refiere a el desarrollo liteo
tras el estro y la etapa regresiva desde el inicio de la regresion hasta que el Utero
retorna al estado propio del anestro (INTERVET, 2007; Galina, 2010).

Segun Bearden (1982) y Nelson y Couto, (2010), el diestro representa la fase
luteinica del ciclo. La concentracion sérica de progesterona aumenta rapidamente
durante las primeras dos semanas después de la ovulacién y alcanza un pico de 15 a
80 ng. /ml entre 15 y 30 dias tras la ovulacién, donde las concentraciones de FSH,
LH y estrogenos totales permanecen bajos. Al final del diestro, la prostaglandina
(PGF2 a) uterina provoca la regresion del cuerpo lateo, junto con una disminucién en
las concentraciones sanguineas de progesterona. Mientras que Galina (2010), cita
gue se presenta una transicion entre la predominancia estrogéenica y el incremento

en las concentraciones de progesterona. El estradiol y la inhibina disminuyen
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subitamente después de la ovulacidon, permitiéndose incremento en las
concentraciones de la FSH que causan el reclutamiento de la primera oleada

folicular.

Blendinger (2007), hace mencién que los niveles de prolactina aumentan de manera
reciproca a la disminucion de la progesterona en perras gestantes o en etapa de
diestro, y a causa de la elevacién de la prolactina tienen una respuesta los tejidos

ductales y las glandulas mamarias.

Esta fase se presenta posterior a la ovulacion caracterizando por el desarrollo del
cuerpo luteo o amarillo en el ovario, que inicia la produccién de progesterona, al
aumentarse los niveles en sangre y disminuir los niveles de estrogenos, se evita la

proliferacion de nuevos foliculos dado que no se presente un nuevo ciclo (Urroz, s.f.).

1.5.4. Etapa de anestro

Es el periodo sin actividad sexual ni conducta reproductiva o anestro estacional, en
esta etapa el utero involuciona, ya que inicia después del parto y termina al dar inicio
el proestro. Durante este periodo existe un predominio de la progesterona que es
secretada por el cuerpo luteo; por lo tanto, el aparato reproductor durante el anestro
se observa la preparacion para el inicio del siguiente ciclo (Urroz, s.f.; Marti, 2011,
Feldman y Nelson, 2000).

Duracién: Nelson, Couto (2010) y Farifia (2011), mencionan que esta fase en muy
variable, teniendo un promedio de 3.5 a 4.5 meses aproximadamente. Mientras que
para Paramo, (2012) y Galina (2010), puede haber una prolongaciéon de hasta 10

meses, siendo esta la etapa mas larga del ciclo en esta especie.
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Signos clinicos y comportamiento: Feldman y Nelson (2000), Sorribas (2000) y
Paramo (2012), afirman que las perras no presentan ningun signo ya que la vulva se
encuentra de tamafio normal, no presenta secreciones y no atrae al macho. También
afirman que en esta etapa no tienen ninguna alteracion en su comportamiento ya que

se encuentran tranquilas.

Estructuras ovaricas: Se encuentran presentes cuerpos blancos o albicans, siendo
los remanentes del cuerpo lateo y los foliculos terciarios se encuentran en desarrollo

(Paramo, 2012; Federacion Canofila Mexicana, 2013)

Caracteristicas anatémicas: Durante este periodo se presenta un crecimiento
folicular lento sobre el final de este periodo. El Utero, vagina y vulva no presentan

ningun cambio (Sorribas, 2000).

Cambios hormonales: En esta etapa se presenta una secrecion pulséatil de LH y
FSH, la progesterona regresa a sus estados basales < 0.5 ng. /ml, al término de esta
etapa las tres hormonas aumentan sus niveles (Federacion Candfila Mexicana, 2013;
Ochoay Torres, 2012).

1.6. Citologia Vaginal Exfoliativa (CVE)

La citologia vaginal Exfoliativa (CVE) consiste en analizar las modificaciones que
sufre el epitelio vaginal por influencia de los estrégenos producidos en el ovario,
depositando queratina en las capas superficiales del epitelio vaginal (Maspero,
2013).
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La Asociacion Canofila Mexicana (2013), Prats (2001) y Valera (2008), mencionan
que la citologia vaginal es una técnica econdmica y con una realizacion simple,
siendo utilizada para la deteccion de estros, determinar el momento exacto y realizar
la monta o la inseminacion artificial. También es una herramienta importante para el
diagnostico de alteraciones en el ciclo, patologia uterina y vaginal. Esta técnica
consiste en estudiar la células que se encuentran en la vagina y asi determinar la

etapa del ciclo estral que se encuentra cursando la perra.

El objetivo de la citologia vaginal exfoliativa es determinar el tipo y cantidad de
células que se presentan en las diferentes etapas del ciclo estral, ya que los cambios
hormonales que sufre la mucosa vaginal se refleja en la morfologia de las células
epiteliales. Al inicio del celo, la célula epitelial se encuentra en contacto con la
irrigacion sanguinea. Al incrementar los niveles de estrogenos, el epitelio vaginal se
va engrosando ocasionando que la célula se separe del aporte sanguineo resultando
una transformacién celular que va de célula parabasal a anucleada o escamosa
(Universidad del Litoral, 2013).

1.6.1. Caracteristicas de las células epiteliales

Prats (2001), menciona que estas células son provenientes de la descamacion
continuada y ciclica del epitelio pavimentoso que recubre las paredes vaginales. Esta
renovacion esta ligada a los cambios hormonales especialmente, y casi
exclusivamente, a los de los niveles de estrégenos sanguineos. Dentro de estas
células se consideran cuatro tipos: basales, parabasales, intermedias, superficiales

nucleadas y superficiales anucleadas.
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Figura 3. Esquema de la distribucién de los distintos tipos de células en el
epitelio vaginal.

(Prats, 2001)

1.6.1.1. Células basales

Saldate (2000), Prats (2001) y Escobedo (2008), dan a conocer y describen que
estas células se elevan a todos los tipos de células epiteliales de la vagina, se
encuntran sobre la mambrana basal, no se exfolian, mientras tanto rara vez se
pueden observar en un frotis. Son células pequefias , redondeadas y regulares, con
escaso citoplasma, nucleo esferico y en ocasiones se encuentran agrupadas como

racimos.

1.6.1.2. Células parabasales

Son células redondas o ligeramente ovaladas, presentan un nucleo grande bien
definido y poca cantidad de citoplasma. Esta célula se desprende de la capa de
células germinales cercana a los vasos sanguineos y predomina en el anestro y

proestro (Escobedo, 2008; Federacion Candfila Mexicana, 2013).
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Figura 4. Célula parabasal

(Mosolino, De Oliveira y Montel, 2001)

1.6.1.3. Células intermedias

Esta células varian en tamafio pudiendo ser clasificadas en células intermedias
pequefias y grandes, tienen nucleo todavia redondo o levemente ovalado
aproximadamente del tamafio de las parabasales, moderadamente picnético este
termino se utiliza cuando se reduce el volumen del nucleo ya que se condensa la
cromatina, su estructura es mas irregular con bordes aun sin angulaciones. Estas
varian de tamafo pero suelen ser dos veces mas grandes que las células

parabasales (Prats, 2001; Escobedo, 2008; Islas y Gutiérrez, 2010).
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Figura 5. Ejemplo de las células intermedias.

1.6.1.4. Células superficiales nucleadas

Para Prats (2001) y la Federacion Canofila Mexicana (2013), son células epiteliales
mas grandes e irregulares con bordes angulados, el nlcleo es pequefio sombreado,
ovalado, central y picnético, esto es caracteristica final del proestro y todo el estro.

Figura 6. Ejemplo de las células superficiales nucleadas.

1 ud

(Mosolino De Oliveira y Montel, 2001)
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1.6.1.5. Células superficiales anucleadas o escama

Son células sin ndcleo, tamafio grande de bordes angulosos e irregulares que
predominan en el estro y marca el final del proceso de descamacion de la célula
parabasal (Federacion Candfila Mexicana, 2013).

Figura 7. Ejemplo de las células superficiales anucleadas

(Mosolino De Oliveira y Montel, 2001)

1.7. Técnicadela CVE

1.7.1. Toma de muestra

El material utilizado para realizar la CVE son guantes, torundas de algodon, hisopo
estéril, laminillas, tincion y microscopio (Federacién Candfila Mexicana, 2013).

Dumon (1989), Concannon y England (2003), Nelson y Couto (2010), Sin autor,
(2013) y Federacion Canofila Mexicana (2013), explican que para tomar la muestra

se puede realizar de dos formas una con lavados y aspirados de pequefios
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volimenes de sueros instilados en la vagina o con hisopos himedos. Se coloca a la

hembra en cuadripedestacion, se deben limpiar los labios vulvares con la torunda
hameda ya que se introduce un hisopo estéril de aproximada mente 15 cm, hiumedo
con agua destilada o solucion salina, se expone la vulva con el dedo indice y se
separan los labios con los dedos pulgar y medio, se introduce el hisopo estéril en la
comisura dorsal en una posicion vertical de 90° dirigiéndose dorso caudalmente para
evitar la fosa del clitoris y la uretra; cuando se siente un tope, se dirige el hisopo
hacia la parte craneal, de manera horizontal hasta llegar a la union vestibulo vaginal,
se avanza hasta llegar a la parte caudal de la vagina, en la cual se realizan

movimientos circulares de la mufieca y asi colectar el material celular.

Figura 8. Técnica para toma de muestra de la CVE

(Universidad del Litoral, 2013)

1.7.2. Extension

Se realiza rotando el hisopo sobre la laminilla solo una vez teniendo espacio en la
laminilla para realizar tres impresiones lineales separadas, no se debe frotar ya que
se alteran las células. La extension de la muestra debe realizarse inmediatamente
después de obtenerla. Por lo general se preparan dos laminillas mediante uno o dos

aplicadores (Feldman y Nelson, 2000;Dumon, 1989).
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Figura 9 Técnica de extensién de la muestra

www.redevet.com.br/artigos/cicloest.htm

1.7.3. Fijacion y tincién

La laminilla con la muestra se introduce en alcohol éter o alcohol al 95% durante 5 o
10 minutos para fijarla dependiendo si se tifie inmediatamente o se realiza
posteriormente. Para tefir se utiliza diversas tinciones como son, el nuevo azul de
metileno, Wright-Giemsa o tincion de Harris Schorr (Dumon, 1989; Federacion
Candfila Mexicana, 2013).

1.7.3.1. Tincién nuevo azul de metileno

Escobedo (2008), explica que para realizar esta tincion, se coloca una pequefia gota
de la solucién colorante sobre un cubreobjetos, se monta sobre el preparado y ya
esta listo para su observacion. La aplicacion del nuevo azul de metileno, permite la
observacion inmediata del material, lo que hace que esta tincion sea muy util para su
uso rutinario; si bien no colorea los eritrocitos el resto de los elementos celulares y
las bacterias pueden visualizarse satisfactoriamente. Con esta tincion los preparados

se decoloran al cabo de unas pocas horas, por lo que es aconsejable reservar uno o
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dos extendidos para su posterior procesamiento con otra tincion en los casos de

particular interés.

1.7.3.2. Tincion de Wright-Giemsa

La preparacion debe ser sacada al aire, fijarse con espray o con metanol durante 5

segundos, luego se tifie utilizando el método comercial de tincion modificada de

wright-giemsia. Ya teniendo la extension, fija e identificada la laminilla se sumerge en

solucién eosina amarillenta durante 10 a 15 segundos, se lava con agua destilada

con un pH de 7.2, sacudiendo para eliminar excedentes, se sumerge por 10 a 15 seg

en solucidn azul de metileno, se lava de nuevo con agua destilada y se deja secar

para posteriormente ver al microscopio (Saldate, 2000).

1.7.3.3. Tincién de Harris-Schorr

En el cuadro 1, se explica la tincibn de Harris-Schorr, después de sacar la laminilla

del fijador y tifiéndola inmediatamente y posterior observarla en el microscopio.

Cuadro 1. Tinciéon de Harris-Schorr

Alcohol de 70 Sumergir 10 veces
Alcohol de 50°: Sumergir 10 veces
Agua destilada: Sumergir 10 veces

Hematoxilina de Harris 2 minutos

Agua destilada Un pase

Agua destilada Un pase
Alcohol amoniacal: 1 minuto
Agua destilada: Un pase
Alcohol de 70°: Un pase
Alcohol de 95°: Un pase
Colorante de Schorr: 2 minutos
Alcohol de 95°: Un pase
Alcohol de 100°: Un pase

(Dumon, 1989)
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1.7.4. Interpretacion

Segun la Universidad del Litoral (2013), la interpretacion de estas citologias
vaginales se hace de acuerdo al predominio de los distintos tipos celulares, los
cuales son orientativos de los diferentes momentos del ciclo estral. No obstante es
imprescindible hacer un seguimiento de la evolucion del cuadro celular a través del
ciclo estral, ya que un preparado aislado podria resultar compatible con distintos

momentos del ciclo.

1.7.4.1. Células presentes durante el proestro

Para Escobedo (2008), Nelson y Couto, (2010), Marti, (2011), un frotis obtenido a
principios y a mitad del proestro se caracteriza por la presencia de neutrdfilos,
abundantes globulos rojos, células parabasales, intermedias y eritrocitos. A medida
que el proestro avanza, van madurando gradualmente, a medida que las células
superficiales y escamosas aumentan y desaparecen las parabasales e intermedias

con las que se inicia.

Figura 10. Citologia vaginal al inicio (izquierda) y final (derecha) del proestro.
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(Federacion Canofila Mexicana, 2013).
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1.7.4.2. Células presentes durante el estro

Se caracteriza por una disminucion marcada en el nimero de los eritrocitos
encontrados, aunque en algunas perras pueden observarse globulos rojos durante
todo el estro y aun a principios del diestro, se encuentran presentes células
superficiales y superficiales anucleadas. Las escamas varian de un 80 a 100%. No
debe haber presencia de neutrdéfilos, aunque en la mayoria de los casos pueden
encontrarse un dia antes de iniciar el diestro. El fondo del frotis de una perra en estro
es limpio y libre de detritus celulares (Escobedo, 2008; Federacion Canofila

Mexicana, 2013; Islas y Gutiérrez, 2010).

Figura 11. Las células epiteliales sin nucleo, con presencia de algunas células

con nucleo picnotico.

(Federacion Candfila Mexicana, 2013 y Crainza Cania, 2013)

1.7.4.3. Células presentes durante el diestro

En esta etapa el frotis vaginal muestra el 50% de células intermedias y parabasales
(ver figura 12). Una de las caracteristicas de las células en el diestro temprano es la
presencia de neutréfilos con citoplasma, los neutréfilos son encontrados en los frotis

mientras que los eritrocitos se encuentran ausentes, mientras el diestro avanza el
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namero de células epiteliales encontradas en los frotis disminuyen (Federacion
Candfila Mexicana, 2013).

Figura 12. Células epiteliales parabasales e intermedias.

tes

)

(Las células presentan bordes méas redondeados, nucleo visible, presencia de
eritrocitos y células epiteliales con neutrofilos en su interior) (Universidad del Litoral y

Federacion Canofila Mexicana, 2013).

1.7.4.4. Células presentes durante el anestro

Escobedo (2008), Universidad del Litoral (2013) y Federacién Candfila Mexicana
(2013), describen que durante el anestro aparecen células epiteliales redondas, con
nacleos activos y mucho citoplasma. Se observan principalmente células
parabasales e intermedias pequefas, pocas superficiales y anucleadas. Pueden
hallarse algunos neutréfilos, presencia o no verse bacterias y la apariencia del fondo
puede ser claro o sucio, ya que se observa moco y nucleos sueltos como se observa

en la figura 13.
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Figura 13. Frotis de epitelio vaginal en etapa de anestro, donde las células

parabasales muestran un nucleo grande.
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. (Islas y Gutiérrez, 2010)

1.8. Alteraciones y Variaciones del Ciclo Estral

En el ciclo estral de la perra existen diversas alteraciones. Una de las muy frecuentes
es el cuerpo Iuteo permanente, ya que la prolongaciéon del funcionalismo del cuerpo
luteo se presenta cuando después de la gestacion no se anula por completo.
Entonces, la iniciacion del ciclo siguiente se interrumpe por el efecto inhibidor
desarrollado sobre los factores de maduracion folicular (Sporri y Sunzi, 1977).

También se presentan unas series de variaciones que se producen en el curso del
ciclo ovérico, pueden presentarse en las fases de maduracion folicular y en la
luteinica (Birchard y Sherding, 1996).

1.8.1. Prolongacion del estro y anestro

Sorribas (2000), Feldman y Nelson (2000), mencionan que este problema puede ser

desarrollado por la presencia de quistes foliculares siendo estos los que sintetizan y
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secretan estr0genos; una perra con estos quistes, presenta un estro y anestro
prolongado, las fallas ovulatorias producen la formacién de estos quistes que
continian produciendo estrégenos, lo cual prolonga el estro con manifestaciones
caracteristicas del periodo. La primera evidencia de que una perra tienen dichos
quistes, es su conducta y una secrecion vaginal sanguinolenta persistente (signos de

estro).

En el Manual Merk veterinario, se define que los quistes foliculares son estructuras
llenas de liquido y se desarrollan dentro de los ovarios, estos conducen a una
prolongacion en la produccion de estrégenos, que conlleva a los signos continuos de
proestro o estro y atraccion hacia los machos. Durante este ciclo anormal del estro

puede que no se produzca la ovulacion.

Esta alteracibn es un proceso patolégico caracterizado por la persistencia del
foliculo, permaneciendo el ciclo en la etapa de proestro o de estro. Esta prolongacion
dependiendo de la gravedad se puede clasificar en tipo A, By C.

Las prolongaciones tipo A y B, se presenta por la falta de luteinizaciébn que es
conducida a la prolongacién del foliculo. Los 6rganos genitales efectores reaccionan
al dominio estrogénico continuo de la forma siguiente: alteracion tisular primero
edematosa y mas tarde con endurecimiento, aumento de la secrecién holocrina
(proveniente de las células que se desintegran y secretan su contenido) y se
presenta una tendencia a la corrosién de la mucosa con hemorragia capilar. En el
tipo C no se produce el paso total a la fase del cuerpo lateo, a pesar de la ovulacién
o de la atresia de algunos foliculos. El nivel insuficiente de progesterona permite la
maduracion de otros. La accion hormonal resultante, con predominio de la estinemia

posiblemente sea la presencia de estrogenos en la sangre, impide el
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restablecimiento del ciclo normal y determina la variada sintomatologia de este tipo
de prolongacion (Christoph, 1981).

El anestro persistente o el aumento del intervalo entre estros es el signo mas comudn
asociado a quistes foliculares y luteinizados, estos ultimos se desarrolla a partir de un
foliculo que no ovula, continua su maduracion y presenta luteinizacion en toda la
superficie interna. El tejido luteinizado de la pared del quiste produce progestageno,
por lo que la signologia clinica es de anestro persistente. Los quistes luteinizados
prolongan el anestro debido a que causan secreciones persistentes de progesterona.
Estos anestros se pueden clasificar en dos grupos: anestro primario que es cuando
la hembra con 24 meses de edad o mas nunca han presentado su ciclo y el anestro
secundario que se aplica a las hembras que con anterioridad han presentado su ciclo

y que por diversas razones cesa su ciclicidad (Tavera, 1998; Nelson y Couto, 2010)

1.8.2. Estro silencioso

Feldman y Nelson (2000) y Centro veterinario Los Olivos (2012), explican que este
ciclo pasa inadvertido ya que la perra sufre una escasa tumefaccion vulvar y poca o
ninguna pérdida sanguinolenta, se mantienen limpia asi misma o0 no estan en
contacto con perros machos, y no presentan ninguna manifestaciéon de estro. Esta

alteracién no tienen una causa clara, solo se sabe que esta problema es hereditario.

1.8.3. Estro dividido

Estos celos suelen presentarse en perras jovenes y se caracteriza por un periodo de
secrecion y atraccion del macho sin llegar a la monta, para posterior a esto pasar a

una etapa de anestro y en unas semanas posteriores presentar nuevos indicios de
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estro. Esta anormalidad ocurre cuando el desarrollo folicular es seguido por regresion
folicular en lugar de llegar a la ovulacion, lo cual produce signos clinicos de proestro

gue no van seguidos de estro (Ettinger, 1998; Birchard y Sherding, 1996).

Las parras con este problema presentan hemorragia vaginal proestral y edema vulvar
gue atrae a los machos. Puede o no mostrar celo constante antes de llegar al diestro
aparente; Sin embargo, estas perras vuelven a iniciar el proestro 2 a 10 semanas
después, lo que puede repetirse varias veces, la causa estd vinculada con el
desarrollo folicular y secrecion de estrogenos, en cambio, no ocurre la ovulacion y los
foliculos sufren atresia; se desarrolla entonces un nuevo grupo de foliculos, que
vuelven a exponer a la perra a incremento en la concentracion de estrogenos
circulantes y signos de otro estro. Una vez que los foliculos maduran por completo y
se presenta la ovulacion el celo es fecundo (Feldman y Nelson, 2000).

1.9. Reproduccién

En la reproduccién existe una serie de fases, que son similares en todas las especies
domésticas, como es la transmision de estimulos, identificacién del estro, cortejo y
copula. El cortejo tienen como funcién la colaboracion mutua entre macho y hembra
a coordinar las posturas corporales que llevan al coito, el macho realiza un examen
de la receptividad de la hembra (Sin Autor, 2013).

Debido a la importancia de la dominancia territorial y social en la reproduccion de los
perros, las practicas habituales es llevar a la perra con macho para la monta. Una
practica frecuente consiste en comenzar las montas en dia predeterminado del ciclo
y cruzar a los animales cada 48 horas mientras dure el comportamiento de estro o al

menos hacer dos encuentros. A menudo se elige para comenzar del dia 10 al 12
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después del comienzo del proestro. Debido a que la duracién media del proestro es
de 9 dias, las perras con un ciclo medio pueden estar en ese momento en estro.
Como el pico de la LH normalmente sueles ser muy proximo a la aparicién del
comportamiento del estro, la ovulacion se produce normalmente 2 dias después de la
oleada, los 6vulos pueden ser fertilizados 2 dias después y el semen fresco
eyaculado es capaz de fertilizar durante 4 dias. De acuerdo con datos obtenidos en
programas de inseminacion artificial, dos inseminaciones durante el periodo fértil
aumenta el porcentaje de concepcion y tamafio de la camada (Nelson y Couto,
2010).

1.10. Anatomia del Aparato Reproductor del Perro

En aparato reproductor del perro esta compuesto por el prepucio, pene, testiculos,

epididimo, conducto deferente, cordon espermatico, préstata y uretra.

Figura 14. Anatomia del aparato reproductor del macho.
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1.10.1. Prepucio

Este se caracteriza por que segrega un liquido viscoso de color verde que se
denomina esmegma y sirve para lubricar el pene, también recubre completamente el
pene no erecto, externamente aparece recubierto por piel, en su cara interna
presenta una mucosa que se continua con la mucosa del pene y del glande (Allen,
1993; Ochoay Torres, 2012)

1.10.2. Pene

El pene es el 6rgano que permite la penetracion y el abotonamiento durante la
copula. En estado de flacidez se encuentra totalmente en el prepucio, posee un tejido
eréctil, el cavernoso y esponjoso que rodea la uretra y que garantizan la ereccion, ya
que el interior presenta un hueso llamado hueso peneano, que también ayuda en la
penetracion. Tiene cuatro porciones bien definidas: la raiz, cuerpo, ampolla y glande
del pene, que este Ultimo a su vez se subdivide en bulbo peneano, porcion larga del

pene y hueso peneano (Ochoay Torres, 2012).

1.10.3. Escroto

Frandson (1995), menciona que es un saco cutaneo que en tamafio, forma y
situaciébn se adapta a los testiculos. Su piel es fina, plegable y casi sin pelo;
inmediatamente por debajo de la capa externa cutanea se encuentra la tunica dartos,
gue es de tejido fibroelastico; en tiempo frio se contraen las fibras musculares,
sirviendo para que el testiculo este contiguo en la pared abdominal y asi regular la

temperatura.
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1.10.4. Testiculos

Los testiculos varian en cierto modo respecto a tamafio y forma. Cada uno de los
testiculos consta de una masa de tubos seminiferos, rodeados de una capsula
llamada tanica albuginea, estos atraviesan el canal inguinal cuatro dias después del
nacimiento, alcanzando su ubicacion en el escroto en 35 dias aproximadamente; su
forma es ovoide, el eje mayor del testiculo contiene los tubulos seminiferos, en los
gue se forman los espermatozoides. Los tubulos seminiferos vierten a un sistema
colector, la rete testis, que conduce a los espermatozoides hacia el exterior del
testiculo al epididimo (Allen, 1993;Frandson, 1995).

1.10.5. Epididimo

Es un conducto muy largo estrechamente enrollado sobre si mismo para formar una
estructura que puede describirse como cabeza, cuerpo y cola. Los espermatozoides
maduran durante 14 dias en su paso a través del epididimo. La cabeza esta situada
en la superficie dorso lateral del testiculo y se dificulta su palpacion. El cuerpo del
epididimo se encuentra sobre la superficie dorso lateral del testiculo y no puede ser
palpado. La cola se sitla sobre el polo dorso caudal del testiculo, puede palparse
con facilidad. En el epididimo (formado por los conductos eferentes) que contiene
espermatozoides en maduracion se continua formando un tubo recto llamado
conducto deferente (Allen, 1993).

1.10.6. Conducto deferente

Allen (1993) y Frandson (1995), citan que es un tubo muscular, que en el momento
de la eyaculacién, impulsa los espermatozoides hacia el conducto eyaculador de la

uretra prostatica. Los conductos deferentes tienen un diametro de 1mm
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aproximadamente y son rigidos, salen de la cola del epididimo, atraviesa el conducto
inguinal como parte del corddén espermético y el anillo inguinal interno se dirige en

direccion caudal.

1.10.7. Corddn espermatico

Es un conjunto de varios tejidos que va entre el testiculo y la pared abdominal, tienen
cuatro componentes principales: 1) el conducto deferente, 2) el musculo cremaster:
este puede modificar la distancia ente el testiculo y la pared abdominal, regulando la
temperatura del testiculo. 3) la arteria espermatica: es la que transporta la sangre
desde la aorta al testiculo y va a través del plexo pampiniforme, 4) la vena
espermatica: esta transporta sangre desde el testiculo hasta la vena cava; en el
corddn espermaético la vena se divide en el complejo pampiniforme (pequefias venas)
que rodea la arteria espermatica. El dartos, también puede regular la proximidad del
testiculo a la pared abdominal. La rama genital del nervio genitofemoral que inerva el

musculo cremaster, el testicular y el epididimario. (Allen, 1993).

1.10.8. Proéstata

Allen (1993), define que es la glandula accesoria en el perro, la cual tiene una
estructura bilobulada en la entrada de la pelvis; la uretra atraviesa la glandula antes
de llegar a la base del pene. Esta glandula produce una secrecién transparente que
es expulsada al interior de la uretra; esta secrecion es la primera y la tercera de las

fracciones del eyaculado
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1.10.9. Uretra

Allen (1993), describe que este conducto es quien transporta tanto la orina como el
semen hasta el extremo del pene. Inicia en el cuello de la vejiga y va caudalmente

sobre el suelo de la pelvis atravesando la prostata.

1.11. Monta Directa

Valera (2008), hace mencién que antes de llevarse a un perro a que lleve a cabo la
monta es necesario realizar un examen clinico tanto al macho como a la hembra. En
el macho se evalla la anatomia del pene, prepucio, testiculos y escroto, mientras

gue en la hembra su estado fisico, peso y conformacién de la vulva.

Para que se lleve a cabo una monta es necesario que se inicie con el cortejo. El
macho olfatea el hocico, orejas, cuello, flancos y area vulvar de la hembra, tomando
esta la misma conducta si se encuentra en estro, de lo contrario su comportamiento
sera que rechace al macho, la hembra pueda que se siente, le grufia e incluso puede
llagar a morderlo (Valera, 2008; Ochoay Torres, 2012).

Posterior al cortejo, si la hembra acepta al macho se realiza la copula que implica
una secuencia de elementos como es la, ereccién, monta, intromisién (introduccién
del pene en la vagina), empujon eyaculatorio (fuerza ejercida para insertar el pene lo
mas dentro posible de la vagina antes de la eyaculacién) y la desmonta (Sin Autor,
2013).
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Valera (2008), Ochoa y Torres (2012), explican que el macho inicia su estimulacién
con el olor de las feromonas que despide la perra producidas por la vagina y las
glandulas anales. Se inicia la ereccion del pene y el macho monta a la perra siendo
esta al inicio por la parte de atras, ejerce presion con sus patas delanteras sobre el
flanco de la hembra e inicia una serie de sacudidas pélvicas, introduciendo el pene
en la vagina, llevandose a cabo la intromisibn con movimientos ritmicos, al
completarse la penetracion la cola se dirige hacia abajo y la presion sobre el flanco
aumenta. A continuacion el perro realiza el volteo completando la ereccion, la
compresion venosa del pene produce la expansion del glande y el eyaculado de la

segunda fraccion que es rica en espermatozoides.

Después el perro se desmonta, quedando unido a la perra en sentidos opuestos ya
que se encuentran en bloqueo genital y en esta fase se da la tercera fraccion que es
clara y pobre en espermatozoides. Los perros pueden estar en esta posicion durante
20 a 60 minutos hasta que el glande se relaja para que se puedan separar (Valera,
2008).

Figura 15. Comportamiento durante la monta
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43



1.12. Fertilidad

La fertilidad en el macho va a depender de la edad y la calidad del semen que
presente. Se menciona que para una fertilidad optima del perro, la morfologia de los
espermatozoides debe oscilar entre un 70 u 80% de espermatozoides
morfologicamente normales (Mascotas Ven Fido, 2011). En el cuadro 2 se

mencionan los parametros para evaluar la fertilidad del macho en la monta directa.

Cuadro 2. Pardmetros para evaluar la fertilidad

Parametro Valor
Espermatozoides totales > 200 x 10° por eyaculado
Movilidad espermatica >70% con avance progresivo hacia delante
Morfologia de los espermatozoides >70% de formas normales
Defectos primarios < 10% de los espermatozoides
Defectos secundarios < 20% de los espermatozoides
% de prefiez 85- 90%

(Avila, 2009;Arango y Rendon, 2009)

1.13. Inseminacion Artificial (1A)

Galina (2010), De la sota, Corrada y Cobello (2010), definen la inseminacion artificial
como la introduccién del semen o transferencia de espermatozoides en los érganos
genitales de la hembra por medio de técnicas diferentes a la monta natural,
facilitando la fecundacion y la produccién de una cria. England and Lofstedt ( 2000),
seflalan que esta técnica se realiza cuando existen problemas de comportamiento en
los reproductores, cuando es dificil la monta debido a problemas ortopédicos o

inexperiencias.
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1.13.1. Ventajas y desventajas de la l.A

Existen diversas ventajas en la utilizacion de la inseminacion artificial en canidos ya

que:

¢ Permite el mejoramiento genético acelerado, mediante machos probados.

e Mejor utilizacion del semental, ya que a partir de un eyaculado es posible
inseminar varias hembras.

e Evita las enfermedades de transmision venéreas.

e Facilita el transporte y la distribucién del semen.

e Posibilita la adquisicion de machos de registro y buena genética (Galina,
2010).

e Es posible el uso de semen congelado a muy baja temperatura, después de
gque ha muerto el donador, lo que contribuye a la seleccion de lineas
seleccionadas.

¢ Permite el uso de semen de machos incapacitados u oligospérmicos.

e Permite el uso de machos con marcadores genéticos deseables en
apareamientos genéticos especificos.

e Constituye una herramienta de investigacion util para evaluar muchos

aspectos de la fisiologia reproductiva del macho y de la hembra (Hafez, 2002).

Desventajas

¢ Implica dominio de la técnica.
e Se requiere deteccion de estro.

e Se pueden diseminar caracteristicas indeseables (Galina, 2010).
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1.14. Coleccién del Semen

La eyaculacién del perro es larga prolongadndose hasta media hora ya que se realiza
gota a gota y en tres facciones diferentes, teniendo las siguientes funciones: La
primera fraccion es originaria de la prostata, siendo responsable de la limpieza del
canal de la uretra, la segunda fraccion proviene del epididimo donde se encuentran
los espermatozoides maduros y la tercera fraccion es liquido prostatico sirviendo
como medio de transporte para los espermatozoides en el aparato genital de la
hembra (Mayer, 1959; Rodriguez, 2005).

Cuadro 3. Caracteristicas del semen del perro.

Volumen (ml) 54
Concentracion/esp (x10°) 300
Total de espermatozoides x10° 1,500
Espermatozoides con motilidad (%) 85
Esp. Morfologicamente normales (%) 80
Eyaculacion por semana 3
Células vivas por I.A (x10°) 100
a: Volumen libre de gelatina (Cole y Cupps, 1984).
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Cuadro 4. Caracteristicas de las diferentes fracciones del eyaculado del canino.

FRACCION FRACCION
CARACTERISTICAS FRACCION URETRAL EPIDIDIMARIA PROSTATICA
1-2 de > 20 ml
Volumen 0.1-2 ml .1-3ml (promedio 1.17 ml. Muy variable
(promedio 0.33ml) O mas. dependiendo del perro.
Color Transparente u opaco Blanco grisaceo, blanco, Claro y transparente

blanco lechoso

Consistencia

Acuoso

Acuosa, lechoso

Acuoso

Caracter

Secrecion de mezcla de
células epiteliales, orina,
bacterias y células

Las células del esperma se
encuentran en suspensién
en plasma seminal

Secrecion de la proéstata

espermaticas
Ph (promedio) 6.37 6.10 7.20
5-90 seg. 5-300 seg.
Duracion (medio 13,5 seq) (Promedio de 52,4 seg.) 60 seg-20 min.
Concentracion en < 3x10° 400x10° Espermatozoides muy
espermatozoides esperma/ml esperma/ml escasos

(Dumon, 1989; Payan, Sonia and Wojciech, 2011)

Existen diversas técnicas de colectar el semen de los caninos, como son con vagina
artificial, la técnica manual siendo estas dos las mas comunes y esta ultima la méas
utilizada en la coleccién de semen ya que es la forma mas practica, también existe la

coleccion por electroeyaculacién pero esta muy rara vez utilizada.

Para Sorribas (2000) y De la Sota, Corrada y Cobello (2010), la recoleccion de
semen en caninos se debe de tener en cuenta diversos requisitos importantes para
tener éxito en la practica. Previo al iniciar la recoleccion es recomendable limpiar la
zona prepucial y abdominal, si el macho es de pelo largo lo ideal es que se corte el
pelo de la zona, tener al macho en un lugar tranquilo donde se encuentre relajado y
sin ninguna distraccién, tomar en cuenta que el perro no orine minutos antes de la
recoleccion ya que se contaminara el semen con restos de orina afectando los
espermatozoides. Es conveniente que se utilice una hembra en celo para estimularlo;
la hembra es llevada al lugar donde se encuentra el macho, dejando que el este la

olfatee su cuarto posterior y vulva.
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1.14.1. Manipulacion digital o coleccion manual

Mcdonald (1978), Restrepo, Vazquez y Andres (2009) e Islas y Gutiérrez (2010),
explican que en dicha técnica se requiere que el animal se encuentre lo mas
tranquilo posible, en compafiia de su propietario y un piso antiderrapante. Es
necesario con ayuda de un guante de latex iniciar un masaje al pene a través del
prepucio para estimular la ereccion. Cuando se inicia la ereccion parcial, la vaina se
retira suavemente detras del bulbo del glande realizando una limpieza con un
algodén mojado con agua tibia, posterior a esto se aplica presion en la parte
posterior del bulbo peneano para lograr asi la ereccién completa del pene, el masaje
suave en la punta del glande puede permitir una mayor ereccion que lleve a la
eyaculacion, cuando se efectla la protrusion del pene, se ubica el dedo indice y

pulgar detras del bulbo, semejando las contracciones vaginales de la hembra.

Una vez lograda la ereccidén se desvia el pene con direccién caudal pasando entre
los dos miembros posteriores, terminada esta labor se inicia la eyaculacion que
consiste en una fraccion pre espermatico y otra esperméatica. Es importante
recolectar la segunda fraccion ya que es la rica en espermatozoides. La muestra de
semen debe recolectarse en bolsas de polietiieno, contenedores de plastico
protegidos de la luz solar y los cambios bruscos de temperatura o en un tubo de
vidrio graduada el cual se calienta a 37°C, con ayuda de un embudo, ya que el
eyaculado debe mantenerse a 35°C. La Federacion Canofila Mexicana (2013),
recomienda que después terminada la coleccion se aplique lubricante al perro,
comentar al propietario que lo camine y revisar que el pene haya envainado

correctamente antes de que se vaya.

En la figura 16, se puede observar el procedimiento que se lleva a cabo durante la

recoleccion del semen del macho canino.
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Figura 16 Extraccion y coleccion del semen canino.
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1.14.2. Vagina artificial

Para esta técnica de coleccién del semen, se utiliza una vagina artificial que esta
elaborada con un cilindro rigido de 15 cm aproximadamente, este se encuentra
rodeado por una manga de caucho en donde se coloca agua a 40°C a través de una
valvula. En un extremo del cilindro se ubica un embudo también de caucho, en el
mismo gue se encuentra el tubo colector que debe estar a 37°C, y debe ser lubricada

para introducirla en el pene del canino (Velasquez, 2008; Ochoa y Torres, 2012).

Se lleva a cabo la ereccion de forma manual explicado anteriormente, a diferencia de
gue durante o inmediatamente después de la ereccion, los movimientos pélvicos
intensivos de impulso por parte del macho, debe ser colocada la vagina artificial en el
pene, aunque esto puede ser un poco complicado. Para esto un tubo de plastico
transparente ya debe estar conectado a la vagina artificial de hule, este tubo servira
para observar la fraccioén de interés (Feldman y Nelson, 2000).
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1.14.3. Electroeyaculacion

Para Dumon (1989) y Velasquez (2008), este es un método que no es comun su
aplicacion en la coleccion de semen canino ya que es experimental y es necesario
utilizar anestesia en el perro. Se presentan diversas fallas al momento de ponerlo en
practica, como son: no tener éxito en la exposicion del bulbo, aplicar alta tensién en

el pene causandole dolor y destruccion de los espermatozoides

1.15. Evaluacion del Semen

Sorribas (2000), Velasquez (2008), Arango y Rendon (2009), afirman que el
espermatozoide es una célula sensible a los cambios de temperatura y a la
exposicion de la luz, por lo cual su recoleccion y manejo debe ser mas cuidadoso
para evitar la muerte de estos. Es necesario realizar la evaluacion del semen antes
de utilizar un semental, ya sea para monta directa o para inseminacion artificial, esto

para evaluar su calidad y posible infertilidad o subfertilidad.

Mcdonald (1978), menciona que al llevarse el semen al laboratorio debe ser
estabilizado a una temperatura de 35 a 37°C poniendo el contenedor en bafio Maria,
incubadora o plancha térmica y mantenerlo a esta temperatura durante todo el

analisis. La evaluacion de este debe ser analizado macro y microscopicamente:
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1.15.1. Evaluacion macroscopica

1.15.1.1. Volumen

Es medido mediante un tubo colector graduado, donde la cantidad del eyaculado
varia segun la edad, talla, raza, frecuencia de colecta, métodos, duracion y liquido
prostatico recolectado. Este volumen puede variar desde 1 hasta 80 ml (Restrepo,

Vézquez y Andres, 2009;Federacion Candfila Mexicana, 2013).

Esta evaluacion ayuda a calcular la cantidad de espermatozoides obtenidos en cada
muestra, asi como anomalias o patologias del aparato reproductor del macho (Islas y
Gutiérrez, 2010)

Cuadro 5. Variacion en el volumen del eyaculado segun el tamafio de perro

Tamafio del perro El volumen de la eyaculacion
<20 kg 1-22,5 ml (Promedio 5.38 ml)
> 20 kg 2-45 ml (Promedio 12.75 ml)

(Payan, Sonia and Wojciech 2011)

1.15.1.2. Color

Arango y Rendon (2009), Islas y Gutiérrez (2010), la Federacién Candfila Mexicana
(2013), mencionan que por lo general, el semen del perro es blanco y opaco. La
intensidad de la opacidad depende de la concentracion de espermatozoides. Aun
gue es una observacion objetiva y da una idea de componentes indeseables, si se
presentan colores no caracteristico sugieren un problema: si se encuentra un color

verde quiere decir que existe una enfermedad en el aparato reproductor; amarillo,
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presencia de orina 0 pus; sangre, un pene traumatizado, afectando estas anomalias

la calidad, concentracion y viabilidad de los espermatozoides.

1.15.1.3. Ph

Se mide con tiras reactivas semicuantitativas, se considera normal de 6.5 a 7, esto
va a depender de la cantidad de liquido prostatico colectado ya que este tiene un pH
de 6.0 a 7.4, un pH alcalino del liquido prostéatico favorece la motilidad espermética y
neutraliza el ambiente acido de la vagina. Al presentarse un cambio en el pH esto
puede estar asociado a una eyaculacidon que no fue completa, o a la inflamaciéon de

los testiculos, préstata o epididimo (Bonilla y Ballesteros, 2007).

1.15.1.4. Olor

Para Islas y Gutiérrez (2010), el olor del semen es caracteristico; el cambio puede
dar indicios que existe o0 existié contaminacion durante la extraccién, como puede ser

orina u olor caracteristico de la presencia de pus.

1.15.2. Evaluacion microscopica

1.15.2.1. Concentracion

Para medir la concentracion espermatica se utiliza una camara de Neubauer, esta
camara se encuentra dividida en nueve secciones de las cuales se han numerado
cinco cuadros, el cuadro central (cuadro 5) subdividido a su vez en 25 cuadros

contiene 0.1 mm®. El nimero de espermatozoides contados en el cuadrado central

e
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grande equivale al nimero en millones de los mismos por ml; Este valor es
multiplicado por el volumen total del eyaculado para calcular el numero total de
células en el mismo. Para el perro se considera normal de 200 a 500 millones de
espermatozoides normales/eyaculado (Andrade, 2005; Bonilla y Ballesteros, 2007;

Islas y Gutiérrez, 2010).

1.15.2.2. Morfologia

La morfologia de los espermatozoides es importante para evaluar la fertilidad, con el
fin de establecer porcentajes de espermatozoides normales y poder clasificar las
anormalidades. Para poder considerar un semen de buena calidad el eyaculado debe

contener un 80% o0 mas de espermatozoides normales (Ochoa y Torres, 2012).

Esta evaluacion se realza al microscopio en un frotis de semen sin diluir y una gota
de tincién Eosina-Negrosina, para observar las anomalias que pudieran presentarse
(Arango y Rendon, 2009).

Las anomalias se pueden clasificar en primarias y secundarias:

La Federacion Candfila Mexicana (2013), menciona que las anomalias primarias se
originan en la espermatogénesis o en el tubulo seminifero; y las anormalidades
secundarias se consideran de maduracion y de transporte, se producen durante el
almacenamiento, transporte en el epididimo, en el manejo del semen o después de

un traumatismo.
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En el cuadro 6, se mencionan las anomalias primarias y secundarias de cada una de

las partes del espermatozoide.

Cuadro 6. Clasificacion morfologica del espermatozoide canino.

Morfologia normal de los espermatozoides

Anomalia acrosomal

Primarias: picudo, quistico o con defecto de crater, distribucion irregular.

Secundarias: reaccion acrosomatica, edema, dafo severo, pérdida.

Anomalias en la cabeza

Primarias: macrocefalia, microcefalia, piriforme, defecto en diadema, vacuolas

nucleares, espermatozoide estriado, formas dobles, pleomorfismo grave o formas

raras.

Secundarias: cabeza estrecha, defectos en la base, cabezas destacadas,

descondensacion nuclear.

Anomalias de la pieza intermedia

Primarias: gota citoplasmatica proximal, ruptura de la pieza, defecto de seudogota,

pieza doblada.

Secundarias: gota distal.

Anomalias en la cola

Primarias: enrollada alrededor de la cabeza o de la pieza intermedia, cola doble.

Secundarias: cola torcida, en latigo, enrollada en la porcion terminal.

Aglutinacion

Cabeza con cabeza, cabeza con cola, cola con cola, adhesion a otras células
(Andrade, 2005)

1.15.2.3. Motilidad

Esta evaluacion se debe realizar inmediatamente después de la coleccidon del semen.
Los movimientos de los espermatozoides deben ser rectilineos progresivos, solo los
gue tengan este movimiento son evaluados. Para ser considerado eyaculado normal
el porcentaje observado debe ser mayor al 70% de motilidad progresiva rectilinea, se
cree que la motilidad refleja la viabilidad y capacidad de fecundar un ovulo. Aquellos

gue se desplazan en circulos o presentan movimientos laterales sin avances no son
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espermatozoides normales (Arango y Rendon, 2009;Payan Sonia and Wojciech,

2011).
Figura 17. Movimientos evaluados en la prueba de motilidad
Moriniento Movimiento progresivo en
proeresivo lmeal arculo sin desplazsnuento de
cabezs
#0 =
oo —
Movimtent i \\":z,\
,  PooETesivo no II \ Y
| 4
(Islas y Gutiérrez, 2010)
1.15.2.4. Mortalidad

La Federacion Candfila Mexicana (2013), explica que la mortalidad sirve para evaluar
el porcentaje de espermatozoides muertos en el eyaculado. El porcentaje maximo
para considerar un semen de buena calidad es de 5% de mortalidad y esta

evaluacion se realiza junto con la morfologia.

1.15.2.5. Integridad y funcionalidad de membrana

La integridad y funcionalidad de la membrana plasméatica son esenciales para la
conservacion de la capacidad fertilizante del espermatozoide. Para realizar esta

evaluacion se realiza una tincién que permiten diferenciar los espermatozoides vivos
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de los muertos con base a la permeabilidad de la membrana al permitir el paso o no
de los colorantes. Las células cuya membrana plasmatica es permeable selectiva, no
permiten el paso del colorante y se observan no tefiidas. Por el contrario, cuando la
membrana plasmatica esta alterada y pierde la permeabilidad selectiva, permite el

paso del colorante, por lo tanto el espermatozoide se observa tefiido (Islas vy
Gutiérrez, 2010).

1.16. Conservacion del Semen Canino

La conservacion del semen es utilizada basicamente para realizar Inseminacion
artificial, almacenar material genético de perros de alto valor y tener acceso del
semen a largo plazo (Dumon, 1989).

El semen en fresco no requiere ningun proceso ya que se utiliza inmediatamente,
realizando la inseminacion en la hembra y no requiere ninguna manipulacion a

menos que el volumen y la concentracién espermatica no sea la suficiente (Bonilla y
Ballesteros, 2007).

1.16.1. Métodos de conservacién y diluyentes utilizados

Existen dos formas de conservar el semen de caninos la primera es semen
refrigerado o frio y semen criopreservado o congelado. Y para la conservacion del
semen se emplean varias sustancias como diluyentes los cuales tienen la funcion de
proteger la integridad y funcionalidad de la membrana plasméatica de los
espermatozoides y asi evitar que el semen se deteriore durante la refrigeracion y la
congelacion, por lo que es necesario que los diluyentes tengan ciertos componentes

como: agua bidestilada, sustancias idnicas y no idnicas que aseguren la osmolaridad,
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Ph medio, un energético capaz de atravesar la membrana plasmética del
espermatozoide, = macromoléculas protectoras de membranas, agentes
crioprotectores que garanticen la integridad celular ante los cambios del estado del
agua que penetren a la membrana, aditivos (enzimas, aminoacidos y otros
compuestos), azucares no permeables a través de la membrana y antibiéticos para
evitar el crecimiento bacteriano (Sanchez, Cartagena y Berland, 2006; Ochoa y
Torres, 2012).

Algunos de los diluyentes mas utilizados en la conservacion del semen canino es el:

Tris (Tris-hidriximetil-aminometano) este es una sustancia que es muy soluble en
agua, se mantiene estable a temperatura ambiente durante varios meses y actia
como un tampon ya que estabiliza el pH. El acido citrico entra en la composicion del
tris. Este es un acido débil inorganico facil que tiene una accién antioxidantes, por el

cual se ha utilizado como conservante natural (Rodriguez, 2005).

Yema de huevo, esta presente en casi todos los diluyentes para la refrigeracién y
congelacion del semen siendo afiadido como tampén para proteger la membrana
plasmatica de los espermatozoides, ya que presenta caracteristicas protectoras
contra los choques térmicos asegurando la supervivencia del espermatozoides, esto
se debe a la porcion lipidica que esta constituida por los fosfolipidos, lecitina y
cefalina que se encuentra en la yema de huevo (Andrade, 2005).

Glicerol es un crioprotector permeable que tienen como funcién evitar la formacién de
los cristales intracelulares de hielo, ya que forma enlaces de hidrogeno agua-agua,
interrumpiendo la formacién de la red cristalina de hielo a medida que la temperatura

se reduce. EIl glicerol tiene una limitante como crioprotector ya que tiene una
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toxicidad parcial en los espermatozoides, teniendo una alteracion en la unién de los
espermatozoides con el oocito, disminuyendo la fertilidad, asi mismo rediciendo la

tasa de concepcion posterior a la inseminacion (Restrepo, Gomez y Vasquez, 2011).

Dimetilsulfoxido (DMSQO) y Polietilenglicol (PEG), también son utilizados para la
conservacion del semen canino. El DMSO es una sustancia que pasa mas facilmente
en la membrana celular (Bonilla y Ballesteros, 2007). EI DMSO ha demostrado tener
una baja capacidad protectora en el semen canino, disminuyendo la supervivencia y
motilidad de los espermatozoides. Mientras que el PEG se ha observado que
aumenta el porcentaje de en el desplazamiento curvilineo y desplazamiento lateral
de cabeza, lo cual afecta la membrana y por lo tanto la longevidad del

espermatozoide (Andrade, 2005; Restrepo, GOmez y Vasquez, 2011).

Andrade (2005), menciona que se afiade azucares a los diluyentes para la aportacion
de energia a los espermatozoides como es la trehalosa y sucrosa que a su vez

proporcionan estabilizacién a la membrana.

1.16.2. Proceso de refrigeracion

Dumon (1989) y Marti (2011), mencionan que la refrigeracion del semen se realiza
de 4 a 5°C durante aproximadamente 7 dias, ya que reduce la fertilidad en el
trascurso de las horas que se encuentre refrigerado, aunque también esto va a

depender del diluyente y la adaptacion del semen.

Después de la coleccion, se centrifuga la muestra a 700 revoluciones por minuto
(rpm) durante 5 o 10 minutos eliminando el sobrante. Posteriormente diluir el semen

a temperatura ambiente lentamente para evitar el choque térmico, esperara durante
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45 minutos para que la muestra se equilibre a 5°C y al momento de la refrigeraciéon
debera ser a esta misma temperatura. Marti (2011).y Dumon (1989), afirma que la
refrigeracion en el semen canino se recomienda aplicarla cuando se realiza una

inseminacion durante un mismo ciclo en forma repetida.

Estudios realizados por Baquero, Pardo y Cruz (2004), obtuvo como resultados que
los tipos de diluyentes utilizados, las concentraciones y el tiempo de refrigeracion
tienen efecto de disminucion en cuanto a la viabilidad espermatica, mientras que la
integridad del acrosoma no sufridé ningun efecto. Bohérquez, et al.(2005), Sanchez,
Cartagena y Berland, 2006), reporta que la motilidad progresiva alcanza hasta un
75% en un lapso de 96 horas en refrigeracion, con este porcentaje de motilidad se
puede considerar un semen excelente para la inseminacion ya que el parametro es

mayor al 70% de motilidad en los espermatozoides.

1.16.3. Proceso de congelacion o criopreservacion

Durante el proceso de congelacion y descongelacion las células se exponen a un
medio hiperosmdtico lo que genera una contraccidn celular inicial, luego las células
recuperan su forma y tamafio cuando los crioprotectores entran a estas. Al iniciar la
congelacion, las células sufren una nueva contraccion debido a que el agua sale de

su interior (Arango y Rendon, 2009).

Olivo, et al.(2012), realizaron estudios donde utilizan Tris, yema de huevo y glicerol
como diluyente crioprotector para la conservacion de semen canino; en el cual
diluyeron Tris, agua bidestilada y yema de huevo, posteriormente lo filtraron y lo
mantuvieron a 37°C a bafio maria durante una hora, antes de agregar el semen. Ya
que estaba diluido el semen lo envasaron en pajillas de 0.25 ml con una

concentracion de 5x10” sellandolas con alcohol polivinilico. Se mantuvo el semen en
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refrigeracion durante 24 horas a 5°C, para que las lipoproteinas del huevo se
incorporaran a las membranas plasméticas de los espermatozoides, y asi no
sufrieran el choque térmico durante la congelacion lenta, para esto utilizaron vapor
de nitrégeno que se encontraba a -120°C por un tiempo de 10 minutos, sucesivo a

esto sumergieron las pajillas en nitrogeno liquido a -196°C durante 2 minutos.

Arango y Rendon (2009), afirman que la utilizacion de semen refrigerado o
congelado con diluyentes protectores como el tris suplementado con yema de huevo,
permiten conservar espermatozoides con buena capacidad fecundante por un
periodo de tiempo suficiente para realizar la inseminacion artificial en otra area

geogréfica.

1.16.4. Proceso de descongelacion

La tasa de descongelacién y supervivencia de la célula dependen del enfriamiento
utilizado en el proceso. Segun Arango y Rendon (2009), citan que el semen debe ser
descongelado a 37°C durante 30 segundos, mientras que Marti (2011), afirma que
debe ser realizada de manera progresiva en bafios de agua a 70°C,
aproximadamente durante 7 segundos. La pajuela debe ser introducir de manera

oblicua sin que el agua cubra totalmente la parte distal.

1.17. Técnicas de Inseminaciéon

Existen diversas técnicas de inseminacion en los caninos como son: la inseminacion
artificial intravaginal y transcervical. Aunque la inseminacion intravaginal es mas facil
de llevar a la practica, por lo general no en la respuesta fisiolégica de la perra, como

las concentraciones del uUtero que no permiten el trasporte eficiente de los
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espermatozoides. Por lo tanto en la inseminacion intravaginal la fertilidad puede ser
baja, por el cual se han desarrollado técnicas para permitir la inseminacion
intrauterina (England and Lofstedt, 2000).

1.17.1. Inseminacion intravaginal

Rodriguez (2005) y Avila (2009), definen que la inseminacion intravaginal es la que
consiste en depositar el semen en la vagina de la perra, puede realizarse con una
pipeta de vidrio rigida, una sonda de inseminacion para bovinos o una sonda Osiris,
esta se compone de un tubo de plastico flexible a la anatomia de la vagina que se
adapta, ya que el extremo esta rodeado por un globito que se infla y simula el pene
del perro en ereccién, asi estimula las concentraciones vaginales en la perra y evita

la salida del semen.

Esta inseminacion es un procedimiento sencillo y con resultados similares a los
obtenidos por la monta natural, que consiste en deposita el semen en la parte de la
vagina. Marti (2011) y Payan, Sonia y Wojciech (2011), recomiendan que antes de
iniciar el procedimiento de la inseminacion, es necesario limpiar la zona perianal, en
especial la perivulvar y que la perra se encuentre en ayuno para facilitar la palpacion

transabdominal que se realiza para guiar o determinar la posicion del catéter.

La inseminacion intravaginal se realiza con una pipeta de plastico o vidrio, la medida
sera de acuerdo al tamafio de la perra siendo que la vagina es de una longitud
apreciable, y varia enormemente con la raza; a este catéter se le une una jeringa que
contienen el semen; ya que se encuentra cargado el semen en la jeringa, se deja un
pequeno espacio con aire, mismo que ayuda a introducir el semen en el momento de

la inseminacion. La perra se coloca con el tren posterior elevado manualmente o en
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una rampa, teniendo cuidado que no se presione el abdomen (Van Hutchison, 2001,
De la Sota, et al., 2010; Ochoa y Torres, 2012; Federacion Candfila Mexicana, 2013)

El catéter se introduce a través de los labios vulvares, en posicién vertical a 90°
evitando la fosa del clitoris, se levanta la vulva y se coloca la pipeta en posicion
horizontal y se dirige cranealmente, se introduce lo mas posible, adecuandose a la
anatomia de la hembra canina; una vez que el catéter se encuentra en el fondo de la
vagina, el semen es impulsado a través de este mediante una jeringa y
depositandolo en la vagina craneal. Para evitar que el semen quede en la porcion
anterior de la pipeta, se retira la jeringa, se llena de aire y se conecta nuevamente

para propulsarlo (Ochoay Torres, 2012; Federacion Candfila Mexicana, 2013).

Posteriormente levantamos las patas traseras de la perra durante 10 a 15 minutos
para favorecer la concentracion de espermatozoides en el cérvix. Es muy importante
evitar que la perra orine en los 20 minutos siguientes a la IA para disminuir el riesgo
de lavado vaginal. Por el contrario, estimulamos el techo de la vagina con un dedo
para activar las contracciones uterinas. Para este procedimiento se utiliza

normalmente semen fresco (Valera, 2008).

Figura 18. Inseminacién intravaginal

(Federacion Candfila Mexicana, 2013)
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1.17.2. Inseminacioén intrauterina

Esta técnica consiste en depositar el semen directamente en el Utero, es reservada
para casos especiales, por ejemplo cuando el semen es de baja calidad después de
la congelacion. Rodriguez (2005) y Van Hutchison (2001), menciona que para

realizar la inseminacion intrauterina se pueden utilizar el método quirurgico.

1.17.2.1. Método quirurgico

Lucas (2011), Van Hutchison (2001) y Federacién Candfila Mexicana (2013),
mencionan que para llevar a cabo esta técnica se debe recurrir a una laparotomia o
una laparoscopia; Si se utiliza la laparotomia se realiza la tricotomia en la regién
ventral del abdomen para realizar la incision de 4 a 6 cm en el tercio medio entre el
pubis y la cicatriz umbilical, a través de la linea media. Ya en cavidad el Gtero es
identificado se localizan los cuernos uterinos y se aislan elevandolos a través de la

incision

Se tienen dos opciones para depositar el semen; cateterizar los cuernos uterinos o
cateterizar el cuerpo del utero, el catéter que se utiliza es de calibre 22 o 24. Se
carga el semen en una jeringa este suele ser refrigerado o congelado se coloca en el
lumen del cuerpo uterino después de un pequefia herida de puncion que ha sido
hecha con el extremo romo de una aguja y se deposita la mitad del semen en el
extremo de cada uno de ellos, cerca de la unidn Utero-tubarica mediante la
introduccién de una aguja a través de la pared uterina, el semen debe ser inyectado
lentamente, posteriormente se retira el catéter y se aplica presion por un minuto con
una gasa humeda en el sitio de la perforacion, se regresa el utero al abdomen y la

herida se cierra utilizando la metodologia habitual. Se recomienda que los miembros
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pélvicos se mantengan un poco elevados durante el procedimiento (Valera, 2008;
England and Lofstedt, 2000; Lucas., 2011; Federacion candfila mexicana, 2013).

La laparoscopia es otra técnica, que puede ser una alternativa mas aceptable al no
ser tan invasiva. Con esta técnica se realizan de 3 a 5 orificios pequefios de 0.5 a 1
cm en el abdomen, a través de los cuales se introducen los instrumentos
laparoscopicos que incluyen; camara de video, telescopio e instrumentos quirdrgicos
que suelen ser muy delgados y finos. Reduce ademas en gran medida el riesgo de
hemorragias y otras complicaciones, porque los cortes y la manipulacion de visceras
son minimos. Sin embargo el riesgo de la anestesia y el riesgo infecciones es un

factor cuestionable (Federacion Candfila Mexicana, 2013).

1.18 Fertilidad

Para que la fertilidad en la inseminacién artificial sea exitosa y presente una alta tasa
de concepcion hay varios aspectos clave los cuales se deben tomar en cuenta como:

¢ El momento éptimo de la inseminacién (deteccion de estro)

e El uso adecuado de espermatozoides viables en la dosis utilizada.

e Buen manejo y preparacion del semen.

e Deposicion adecuada del semen el aparato reproductor de la hembra cual sea

la técnica de inseminacién (Payan, Sonia and Wojciech, 2011)

En cuanto a la viabilidad de los espermatozoides después de en proceso de
congelacion y descongelacién estudios realizados por Bohérquez, et al., (2005),

reporta anormalidades en la morfologia de los espermatozoides como son: gota

e
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citoplasmatica proximal, defectos de acrosoma, defectos de cabeza y cola, la
motilidad también se ve afectada, aunque respecto a estos estudios dichos autores
admiten que aun con estas alteraciones los espermatozoides son viables para la
inseminacion con una alta tasa de fertilidad, aunque Marti (2011), recomienda que no
se debe conservar semen con menor del 75% de motilidad, siendo que al momento
de descongelarlo se pierde en un 40%. Por lo antes mencionado, Bohoérquez, et
al.(2005), sugiere que para tener un semen fértil pos-congelacion es necesario
obtener un semen de excelente calidad al momento de colectarlo, ya que los

espermatozoides sufren alteraciones durante el proceso.

En el cuadro 7, se puede observar el porcentaje de efectividad que se presenta en

cada una de las técnicas de inseminacién y dependiendo del tipo de semen utilizado.

Cuadro 7. Porcentaje de efectividad en la inseminacion artificial.

Tipo de inseminacion \ % de prefiez
Inseminacion intravaginal
Semen fresco 65-95%
Semen refrigerado 60-80%
Semen congelado 55-60%

Inseminacién intracervical

Semen congelado 60-80%

Inseminacién intrauterina

Semen congelado 80-90%

(Bonilla y Ballesteros, 2007;Avila, 2009)
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2. CONCLUSIONES

En base a la revision bibliografica podemos concluir que:

Para llevar a cabo una reproduccion controlada y con éxito de los caninos, es
importante conocer los aspectos reproductivos de la hembra tanto como del
macho y los factores que modifican el ciclo estral esto va a depender de la
raza y factores ambientales.

En las técnicas de inseminacién hay que tener presente que debe ser llevada
a cabo en una forma disciplinaria y poner en practica cada uno de los pasos

del proceso para que esta sea eficiente.

La citologia vaginal exfoliativa (CVE) es una herramienta importante para
determinar el estatus endocrino y el momento Optimo en el que se puede

llevar a cabo la inseminacion artificial y lograr una eficacia en la técnica.

El manejo y el tipo de semen (fresco o congelado) es fundamental para el

éxito de la inseminacion.

Las diferentes técnicas de IA estdn relacionadas directamente con el
porcentaje de fertilidad dependiendo del tipo de semen utilizado; siendo que
el semen fresco presenta un porcentaje de prefiez de un 65 a 95% en
inseminaciéon intravaginal, mientras que el congelado y refrigerado se
encuentra en un promedio de 55 a 80%. Para la inseminacion intracervical

con semen congelado va desde un 60 a 80% de prefiez.
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