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INTRODUCCON

Advance on artificial insemination in canine

Maria Alejandra Stornelli*

ABSTRACT

Artificial insemination in dogs is a technique with great potential in clinical reproduction. This
biotechnology can be implemented with moderate or high complexity and with low or medium cost
depending the technique and the type of semen used (fresh, chilled, frozen). In any case it can
produce great benefits to canine reproduction. If good semen quality is obtained, and it is properly
handled and artificial insemination is done at the right time, pregnancy rate could be very
encouraging. Although, if those factors are notproperly controlled the results obtained could be
very discouraging.
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RESUMEN

La Inseminacién Artificial (IA) en caninos es una prdctica que brinda grandes beneficios en la clinica
reproductiva diaria. Esta biotecnologia puede ser de moderada o alta complejidad, de bajo o
mediano costo, segun la técnica y el tipo de semen (fresco, refrigerado o congelado) utilizado. En
cada caso brinda diferentes posibilidades, otorgando siempre grandes beneficios en la
reproducciéon canina. Si se extrae semen de buena calidad, se lo acondiciona y maneja
adecuadamente, se realiza la |IA en el momento oportuno y se aplica la técnica adecuada, se
pueden obtener porcentajes de fertilidad muy alentadores. Aunque, si los factores mencionados no
son adecuadamente controlados puede tornarse una prdctica desalentadora.

Palabras clave: Inseminacién artificial, semen, laparoscopia, canino

semen criopreservado. El estado de salud y nutricién de los
reproductores, asi como el manejo del momento de

Desde que Lazzaro Spallanzani en 1787 realizé la primera
Inseminacién Artificial (IA) con semen fresco en caninos, este
procedimiento ha sido aplicado y desarrollado a través del
tiempo en la reproduccién de pequefios animales (Stornelli
2004; Jewgenow, 2012). Ya en 1776 Spallanzani habia
observado que las bajas temperaturas provocaban una
reduccion reversible de la actividad metabdlica de los
espermatozoides, lo cual permitia almacenarlos (Spallanzani,
1776). Fue en 1956 que Harrop logra la primera prefiez con
semen refrigerado (Harrop, 1960) abriendo las puertas a la
criopreservacién. Posteriormente, en 1969, se comunica por
primera vez una |A satisfactoria con semen congelado (Seager,
1969). La IA en caninos ha recorrido un largo camino llegando
hoy a poder realizar |A a bajas dosis con semen sexado (Wei,
2017).

Con el avance de la biotecnologia, cada vez es mds frecuente
el uso de |IA tanto para realizarla con semen fresco como con

inseminacién, semen utilizado y técnica de inseminacion
determinardn el éxito o fracaso de la IA. La misma permite la
interaccién de dos reproductores cuando no se puede llevar a
cabo el servicio natural, optimizar el uso de semen de buena
calidad (inseminando a 2 o mdés perras con un mismo
eyaculado), utilizar semen sexado y filizar semen
criopreservado. La IA con semen refrigerado o congelado
permite trabajar con dos reproductores en localizaciones
geogrdficas distantes, sin necesidad de transportarlos, lo cual
brinda grandes ventajas para los criadores. Asi mismo la
congelacién de semen en caninos se encuentra en constante
estudio y desarrollo debido al creciente interés de criadores y
teriogendlogos. Este método de criopreservacion hace posible
el uso de reproductores mucho después de finalizado su
periodo Util como semental y la conservacién del material
genético del macho siendo esto Ultimo de gran importancia en
cdanidos silvestres en peligro de extincién. Por otro lado, el
semen sexado hace posible la obtenciéon de cachorros machos
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o hembras segin la necesidad de reproductores o mascotas en
relacién con su uso o a la preferencia de un sexo en relacién
con la raza.

Como hemos mencionado varias son las indicaciones para
realizar Al en el perro, sin embargo, deben considerarse
algunas cuestiones éticas en relacién con los diferentes intereses
de grupos especificos (criadores, propietarios y veterinarios).
Es una técnica valiosa cuando anormalidades fisicas y/o de
comportamiento en machos y hembras impiden el
apareamiento natural sin olvidar que nunca debe lograrse
descendencia mediante |IA en animales con afecciones
transmisibles a la descendencia.

Exito o fracaso de la inseminacién artificial

La IA es una técnica 0til, de baja o mediana complejidad, de
moderado costo, que brinda grandes posibilidades en la
clinica reproductiva diaria y el desarrollo biotecnolégico. Sin
embargo, si no se tienen en cuenta algunos factores sumamente
importantes en su aplicacién, puede tornarse una préctica
desalentadora.

El éxito de la IA en caninos estd intimamente relacionado con:

¢ Estado de salud y nutricién de los reproductores.

¢ Deteccién del momento de mayor fertilidad de la hembra.
¢ Tipo, manejo y calidad del semen utilizado.

* Implementacién de una técnica adecuada de IA.

Si se cumplen con estos requisitos, la probabilidad de éxito
serd alta mientras que, en caso contrario, serd una experiencia
frustrante.

Estado de salud y nutricion de los reproductores

La reproduccién es una funcién altamente especializada y es
preciso lograr el exacto equilibrio entre la sanidad y la
nutricién para que el animal pueda expresar completamente
su capacidad reproductiva. La aplicacién de IA en animales
sanos, fértiles y adecuadamente alimentados hard posible
aumentar las posibilidades de éxito, no solo en lograr una
prefiez, sino también una camada de alto nimero de cachorros.
Utilizar IA en una hembra con alguna afeccién orgdnica o un
inadecuado aporte nutricional que comprometa su fertilidad,
sdlo significard un mal aprovechamiento de recursos vy
tecnologia.

Deteccién del momento de mayor fertilidad de la hembra

La IA debe ser realizada en el momento adecuado para que
los espermatozoides puedan interrelacionar con dvulos
maduros capaces de ser fecundados, de otro modo no seré un
procedimiento exitoso. Este factor es critico cuando se trabaja
con semen criopreservado.

En los caninos la duracién del proestro es variable, pudiendo
oscilar entre 2 y 25 dias. La ovulaciéon ocurre
aproximadamente 48 horas luego de ocurrido el pico
preovulatorio de hormona luteinizante (LH), al inicio del estro.
El oocito es ovulado al comienzo de la primera divisién
meidtica, la maduracién se completa en el oviducto y requiere
aproximadamente 2 dias  (Fastard, = 2000). Las
particularidades fisiolégicas de los caninos dificultan la
estimacién del momento de mayor fertilidad de la hembra sin
el uso de métodos complementarios. Debido a la elevacién de
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la estrogenemia en el proestro, el nimero de capas celulares
del epitelio vaginal aumenta. Este hecho hace que las células
luminales se alejen de la irrigacién sanguinea evolucionando
hacia la muerte. Este fenémeno podré visualizarse claramente
en los extendidos vaginales en los cuales aumentard el
porcentaje de células superficiales a medida que se acerca el
fin del proestro y el comienzo del estro (Jhonston et al., 2001).
El estudio de extendidos vaginales seriados desde el comienzo
del proestro nos permitird, junto con la imagen vaginoscépica,
aproximar el comienzo del estro (Lindsay et al., 1988; Fosberg,
1994; Steckler, 2013). Aun asi, no podemos identificar
exactamente el momento de mayor fertilidad de la hembra. El
dosaje de progesterona sérica hard posible determinar el
momento de la ovulacién a través de la estimacién indirecta
del pico de LH. La progesterona asciende de niveles basales
(0,5 ng/ml) a niveles superiores (= 2 ng/ml) cuando ocurre el
pico preovulatorio de LH. El dosaje séric Steckler o de LH es el
método mds exacto para identificar el pico de LH. Sin
embargo, debido al costo, este método no se tiliza
rutinariamente (Concannon et al., 1975).

Si estimamos el dia en que ocurre el pico preovulatorio de LH,
dos dias mds tarde ocurrird la ovulacién de ovocitos primarios,
los cuales madurardn en aproximadamente 48 horas
(Concannon et al., 1975; Concannon et al., 1977; Concannon,
1997; Steckler 2013). Los évulos permanecerdn capaces de
ser fecundados por 4 o 5 dias, momento en el cual
realizaremos la IA. Si trabajamos con semen congelado el
momento indicado para realizar la |A serd entre 72 y 96 horas
luego de la ovulacién (Fosberg y Fosberg, 1989, Steckler;
2013).

Si bien en la mayoria de las hembras la ultrasonografia
permite determinar la ovulacién, en la perra la grasa
acumulada en la bolsa ovérica dificulta la mencionada
evaluacién. Algunos estudios han mostrado que las imagenes
de ultrasonido de los ovarios cerca de la ovulacién son mds
dificiles de analizar, debido a que los foliculos ovdricos no
difieren mucho entre el periodo pre y post-ovulatorio (England
y Concannon, 2002). Esto se debe a que no todos los foliculos
del perro se colapsan en la ovulacién (Yeager y Concannon,
1996) y también porque los foliculos no ovulados con
frecuencia permanecen en el ovario (Wallace et al., 1992). En
un estudio mds reciente Fontbonne pudo estimar con exactitud
la ocurrencia de ovulacién mediante ultrasonografia. En el
mencionado estudio las estructuras ovdricas observadas
mediante ultrasonografia fueron comparables con las
observaciones macroscdpicas realizadas en los ovarios. Debe
considerarse que el autor el autor expresa que la observacién
ultrasonogréfica puede ser dificultosa en razas grandes o en
animales obesos. Por el momento, en los caninos la evaluacién
de la dindmica folicular a través de la ecografia sigue siendo
experimental.

Tipo, manejo y calidad del semen utilizado

El conocimiento de la calidad de semen de un reproductor nos
permitird estimar las probabilidades de éxito en la utilizacién
del mismo para realizar IA con semen fresco o criopreservado.
En el perro la informacién disponible sobre la relacién entre
calidad del semen y fertilidad es escasa comparada con otras
especies. Se ha estimado que la cantidad minima de
espermatozoides necesarios para prefiar una hembra es de
150 a 200 x 10¢ (Morrow, 1980; Kirk, 1989; Dumond vy
Fontbonne, 1993). Sin embargo, se han comunicado prefieces
con 20 x 10¢ espermatozoides depositando quirdrgicamente
semen fresco en la porciéon proximal del cuerno uterino y dos
dosis de 30-35 x 104 de espermatozoides realizando |A
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intfrauterina  por medio de cateterizaciéon cervical

endoscopio (Tsutsui et al., 1989; Wilson, 1993).

con

La significacién de las alteraciones morfolégicas de los
espermatozoides es otro pardmetro muy poco estudiado.
Algunos autores han comunicado que los defectos espermdaticos
primarios y secundarios no deben exceder el 30 o 40 %
(Feldman y Nelson, 1987; Oettle, 1993). Si bien la relacién
entre el tipo de defecto y fertilidad no ha sido establecida, se
ha observado pérdida de la capacidad fecundante asociada
con la presencia de gota citoplasmdtica proximal. Por el
contrario, la presencia de gota citoplasmdatica distal no se ha
relacionado con pérdida de fertilidad seminal. Ambos defectos
disminuyen la resistencia espermdtica al congelado, por lo cual
deben considerarse a la hora de realizar criopreservacion de
semen (Morton y Bruce, 1989). La motilidad es una variable de
gran importancia en la calidad seminal. Se estima que un
semen de buena calidad debe poseer no menos del 70 % de
espermatozoides con motilidad progresiva (Johnston, 1991).

En el semen congelado la motilidad espermdtica luego del
descongelado es el mejor indicador de fertilidad (Morton y
Bruce, 1989). La adicién de Royal Jelly a diluyentes con Equex
STM paste ha mostrado tener efectos sinérgicos en la
viabilidad espermdtica al descongelado (Kong et al., 2001).
Se han encontrado efectos benéficos en la adicién de Orvus ES
paste al diluyente, tanto en la proteccién acrosémica como en
el porcentaje de espermatozoides métiles al descongelado
(Tsutsui et al., 2000). El semen de baja calidad se relaciona no
sélo con bajas tasas de prefiez sino también con produccién de
camadas de escaso numero de cachorros (Fosberg CL y
Fosberg M, 1989; England y Allen, 1989; Fosberg, 1991).

En la actualidad la A se realiza con semen fresco, refrigerado
o congelado, cada tipo de semen nos brindard distintas
posibilidades de aplicacién, asi como también exigird un
manejo de diferente complejidad. En Sudamérica la IA con
semen fresco se realiza ocasionalmente, aunque, su uso ha ido
en aumento en la Ultima década en relacién con el desarrollo
de la clinica reproductiva en caninos y al aumento de
reproductores de razas en las cuales el servicio natural se
dificulta. La IA con semen refrigerado y/o congelado, si bien
es de uso rutinario en Europa y Estados Unidos, es ain utilizada
en forma poco frecuente en Sudamérica. Considerando la baja
complejidad necesaria para la realizacién de esta técnica con
semen fresco o refrigerado y las posibilidades que brinda, en
poco tiempo serd utilizada frecuentemente si se difunde
adecuadamente su técnica de realizacién, manejo 'y
aplicaciones.

La IA con semen congelado requiere un mayor desarrollo de la
metodologia de congelacién. Sin embargo, el trabajo
realizado en el drea indica que, en un futuro cercano en
América del sur, estard disponible la posibilidad de acceder a
bancos de semen congelado més facilmente.

Inseminacién artificial con semen fresco

La IA con semen fresco es una préctica sencilla y poco costosa
que puede implementarse sin inconvenientes en la clinica
reproductiva diaria. La utilizacién de IA con semen fresco
brindard resultados comparables (tasas de prefiez y tamafio
de la camada) con los obtenidos mediante servicio natural
(Fosberg y Fosberg, 1989; England y Allen, 1989; Fosberg,
1991; Fosberg, 1996). En un estudio realizado con 422
hembras, luego del servicio natural, realizado en el momento
de mayor fertilidad, se obtuvo una tasa de prefiez del 84.4 %
(England y Allen, 1989). Por otra parte, implementando IA con
semen fresco se obtuvo un porcentaje de prefiez de 83,8 %
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(Morton y Bruce, 1989). La obtencién de semen se realiza
rutinariamente por masturbacién, aunque puede utilizarse
electro eyaculacién en animales muy agresivos o en los que no
logran eyacular por la técnica manual. La recoleccién de la
fraccién espermdtica es suficiente para realizar la |A, parte de
la fraccién prostdtica puede recolectarse sélo para asegurarse
que se ha recolectado toda la segunda fraccién. Si el volumen
de la fraccién espermdtica es escaso, la fracciéon prostética
puede servir para aumentarlo y facilitar el manejo del semen.
Una vez colectado en un recipiente adecuado, el semen es
aspirado con una jeringa y depositado inmediatamente luego
de la extraccién en la vagina craneal, mediante una sonda de
longitud variable segin el tamafio de la hembra (Figura 1;
Ettinger y Feldman, 1995). Es muy importante asegurarse que
se ha obtenido un eyaculado de buena calidad mediante la
evaluaciéon de la concentracién y motilidad espermdtica a
través de la observacién rdpida de una alicuota de semen
separada con este fin. Todo el material utilizado para la
recoleccién, asi como el usado para la IA debe ser estéril y
libre de sustancias quimicas contaminantes que puedan afectar
la calidad del eyaculado. También es necesario que el
material se encuentre a 37 °C para evitar el shock térmico de
los espermatozoides (Johnston, 1991). Mediante IA con semen
fresco se podrd obtener descendencia cuando no es posible
realizar servicio natural por diferentes causas pudiendo ser
aprovechados estos animales como reproductores. Esta
prdctica no debe ser llevada a cabo cuando la imposibilidad
del servicio se relacione con problemas de transmisién
hereditaria como por ejemplo displasia de cadera.

Figura 1: Inseminacién intravaginal en canino

Inseminacién artificial con semen refrigerado

Mediante el agregado de diluyentes, el semen puede ser
refrigerado y de esta manera conservado y transportado. Las
bajas temperaturas disminuyen las tasas metabdlicas del
espermatozoide y prolongan su longevidad (Watson, 1995).
Los diluyentes protegen a las membranas del espermatozoide
del dafio causado por los cambios de temperatura, proveen
energia y mantienen estables el pH y la osmolalidad (Lardy y
Philips, 1939; Marshall y Hugh, 1990). Los antibidticos
agregados a los diluyentes evitan la proliferacién bacteriana,
en especial en los que contienen yema de huevo (Rota et al.,

1995).

Para la conservacién de semen a 4 °C han sido usados
diferentes diluyentes. Dentro de los més utilizados se encuentra
el tris-buffer con el agregado de 20 % de yema de huevo
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(TYH) y diluyentes compuestos por yema de huevo y crema o
leche descremada (Morrow, 1980; Kirk, 1989). Algunas
experiencias realizadas in vitro encuentran mejor conservacion
del semen en TYH (Rota et al., 1995; Stornelli et al., 2001).
Con la utilizacién de tris-buffer con el agregado de 20 % de
yema de huevo como diluyente se han obtenido tasas de
prefiez de 62,5 % (Fosberg, 1991). Se han logrado buenos
resultados in vitro almacenando y conservando semen canino
diluido en MR-A® (Kubus SA, Espafia) -yema de huevo a 4 y
15 °C (Stornelli et al., 2001; Savignone et al.,, 2001). Las
mejores tasas de prefiez obtenidas utilizando semen
refrigerado se lograron con diluyentes realizados con
tris/yema de huevo (62,5 %) y yema de huevo/crema (51,1
%) (Fosberg, 1996).

Para la refrigeracién se colecta la fraccién espermatica del
semen y se la mezcla con el diluyente elegido, el cual debe
encontrarse a la temperatura del semen en el momento de la
dilucién. Entre semen y diluyente debe respetarse una relacién
1:3 o 1:4, una proporcién excesiva de diluyente tendrd
influencias negativas sobre la motilidad. El semen asi
preparado puede refrigerarse a 4 °C y utilizarse para IA
logrédndose tasas de prefiez aceptables durante las primeras
24-48 h. Previo a la IA el semen refrigerado debe alcanzar
lentamente la temperatura ambiente (Dumond y Fontbonne,
1993; Fosberg, 1996). La utilizacién de semen refrigerado con
diluyentes protectores como el tris-buffer con el agregado de
20 % de yema de huevo permite conservar espermatozoides
con buena capacidad fecundante por un periodo de tiempo
suficiente para trasladar el semen e inseminar animales
ubicados en localizaciones geogrdficas distantes. Esto hace
posible la IA de una hembra con el semen de un macho que se
encuentre en otra provincia u otro pais limitrofe o cercano con
minimo gasto y baja complejidad de manejo. De esta manera
se amplian las posibilidades de uso de un reproductor,
permitiendo la comercializaciéon de semen y facilitando el
intercambio genético entre diferentes establecimientos. La
simplicidad de manejo del semen refrigerado y su bajo costo,
lo convierten en una excelente opcidn para nuestro pais.

Inseminacion artificial con semen congelado
La congelacién de semen canino es un procedimiento que no

puede realizarse en la prdctica veterinaria diaria ya que
requiere equipos especiales y personal especializado en el

drea (Morrow, 1980; Kirk, 1989; Morton y Bruce, 1989;
England, 1993; Smith, 1986). El uso de semen congelado
puede implementarse respetando algunas normas bdsicas
manejo y descongelado del mismo. Mediante la congelacion es
posible el uso del semen de un macho cuando este ya no puede
ser usado como reproductor, inseminar una hembra que se
encuentre en una localizacién geogrdafica distante y almacenar
semen en épocas en las cuales el reproductor no sea requerido
para servicios. Asi mismo un banco de semen puede constituir
un importante reservorio genético para la cinofilia y la
conservacién de razas en las que la poblacién pueda disminuir
drdasticamente en el futuro.

El semen canino puede congelarse en pastillas o pajuelas de
0,5 o 0,25 ml. Las pastillas, dificiles de identificar, se usan
ocasionalmente a diferencia de las pajuelas que son preferidas
por su mds fdcil identificacion y mejor manejo en el
descongelado (Fosberg y Fosberg, 1989; Nothling y Volkman,
1997; Dobrinski et al., 1993; Hori et al., 2011). Controles
periddicos del termo de almacenamiento que aseguren un
volumen de nitrégeno que permita una buena conservacién del
semen y una reducida exposicion del mismo a temperatura
ambiente fuera del nitrégeno durante el manejo de pajuelas o
pastillas permitird conservarlo en buenas condiciones para su
posterior uso. Cada tipo de almacenamiento (pastillas,
pajuelas) requiere diferentes condiciones de descongelado.
Las pastillas se descongelan a 37 °C utilizando usualmente
solucién salina de cloruro o citrato de sodio como diluyente. Las
pajuelas de 0,5 ml se descongelan en bafio térmico a 37 °C
durante 1 minuto o a 75 °C durante 6 segundos, mientras que
las minipajuelas (0,25 ml) deben descongelarse a 75°C
durante 5 segundos (Kirk, 1989; Smith, 1986). La mayoria de
los autores logran mejores resultados utilizando inseminacién
infrauterina (mediante  laparotomia, laparoscopia o
cateterismo cervical) para el uso de semen congelado
(Fosberg, 1991; Silva et al., 1996). Los porcentajes de prefiez
obtenidos con el uso de inseminacién intrauterina varian entre
60% y 90 % (Dumond y Fontbonne, 1993; Wilson, 1993;
Nothling y Volkman, 1997; Silva et al., 1996; Fosberg et al.,
1999). Los resultados obtenidos por los diferentes autores son
muy variables, esto puede explicarse por la variabilidad
existente entre diluyentes, envasado y metodologia de
congelacién y descongelacién utilizadas (Tabla 1).

Tabla I: Porcentajes de prefiez en la perra obtenidos realizando IA con semen congelado

Autor Técnica de |IA Diluyente utilizado . Hen?brus Porcent~0|e de Tamafio de

inseminadas prefiez camada
Silva et al., Intrauterina, Diluyente (Laiciphos o
(1996) Laparoscépica 478, IMV) 3 60% nd
Fosberg et al., Intrauterina, . o
(1999) Laparoscopica Diluyente (CLONE) 19 58% 6+2
Fosberg et al., Intrauterina, . o
(1999) catéter noruego Diluyente (CLONE) 167 84% 54+3
(F]";*;‘f;)g etal, Vaginal Diluyente (CLONE) 141 59% 4427
Nothling et al., . . o

+
(1993) Vaginal Triladyl 10 60% 2,4+2,8
Fastard (1984) Infr?uterma, Tris base 30 67% 55
catéter noruego
Andersen (1972) Vaginal, Tris base 8 0% nd
Andersen (1972) Intrauterina, quirdrgica Tris base 1 100% 3
. . o

Rota (1998) Intrauterina, Tris base con 0,5% 5 100% 2,2+20

Transcervical endoscédpica

de Equex STM paste
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Por otra parte, la técnica de inseminacién intrauterina utilizada
varia con la disponibilidad de material, equipos vy
entrenamiento de cada especialista (Fosberg, 1991; Silva et
al., 1996; Fosberg et al, 1999). Nothling informa buenos
resultados (87,5 % de prefiez) con el uso de IA intravaginal
mediante el agregado de fraccién prostdtica al semen luego
del descongelado (Nothling y Volkman, 1993). Hasta el
momento, esta experiencia no ha sido reproducida por otros
autores con éxito. El tamafio de camada promedio alcanza
valores entre 2,8 y 5,4 utilizando IA transcervical (Fosberg et
al, 1999; Goinzel-Apel, 1999; Szdasz et al, 2000) 4,8
mediante la aplicacién de IA intrauterina quirdrgica (Gonzel-
Apel, 1999) y 4,6 IA vaginal (Nétling et al,1995). Los
resultados obtenidos en IA con semen congelado (porcentaje
de prefiez y tamafio de camada) son inferiores a los obtenidos
en IA con semen fresco, sin embargo, son lo suficientemente
buenos, como para estimular su uso en especial cuando un
reproductor es realmente valioso. El uso de semen con bajo
porcentaje de espermatozoides viables al descongelado y las
fallas en la determinacién del momento de mayor fertilidad
son dos factores criticos cuando se trabaja con semen
congelado (Watson, 2000; Salamon y Maxwell, 2000;
Fastard, 1984; Fastard y Andersen-Berg, 1989). El proceso de
congelacién — descongelacién resulta en una reducida
fertilidad comparada con la del semen fresco. Se ha
comprobado que esto resulta de una combinacién tanto de
pérdida de viabilidad como de dafio de la poblacién
espermdtica sobreviviente. Se estima que entre el 40 y 50%
de la poblacién de espermatozoides no sobrevive al proceso
de congelacién - descongelacién. Por otro lado, parte de la
poblacién de espermatozoides que sobreviven habrén sufrido
dafios que los convierten en incapaces de fecundar (Watson,
2000). Por lo tanto, la IA debe ser realizada con un nimero de
espermatozoides vivos y competentes al descongelado,
suficientes para obtener una alta probabilidad de fertilizacién.
Es por esto que debe considerarse un protocolo de
criopreservaciéon que no sélo logre una gran poblacién de
sobrevivientes sino también la integridad de las células que la
conforman (Tsutsui et al., 1989). En el perro se estima que 200
X 106 espermatozoides viables al descongelado son
necesarios para obtener tasas aceptables de prefiez (Jhonston
et al., 2001).

En la clinica reproductiva, el semen congelado es usado
frecuentemente en Estados Unidos, ocasionalmente en Europa
y muy raramente en Sud América; sin embargo, la aplicacién
de esta biotecnologia se encuentra en amplio desarrollo. La
congelacién de semen canino aplicando metodologias que
permitan obtener porcentajes aceptables de espermatozoides
viables al descongelado hard posible introducir esta
biotecnologia en nuestro medio. Si bien el proceso de
congelacién de semen canino requiere un moderado costo,
equipamiento, infraestructura y entrenamiento del operador,
su utilizacién mediante IA puede ser aplicada en la prdctica
diaria mediante el uso de técnicas de |A intrauterinas sencillas
(IA quirdrgica) que no requieren mds entrenamiento que el
necesario para realizar una ovariectomia, prdctica de rutina
en el ejercicio profesional diario.

Técnicas de inseminacién

En el servicio natural el macho realiza la eyaculacién dentro de
la vagina de la hembra. En la IA el depésito del esperma en
el tracto genital femenino puede realizarse dentro de la
vagina o dentro del cuerpo del Utero dependiendo de la
calidad del semen y del uso de semen fresco, refrigerado o
congelado. Cuanto mds alto en el tracto genital femenino sea
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realizada la  inseminacién, menos  espermatozoides
necesitaremos para lograr la fertilizacién (Salamon y Maxwell,
2000). Esto fue demostrado claramente en los ovinos, especie
en la cual la A intrauterina requiere una dosis inseminante 10
veces menor que la cervical posterior (Watson, 2000). Cuando
se trabaja con semen fresco se utiliza IA intravaginal,
reservando la via intrauterina cuando se trabaja con semen
hipospérmico. La IA intravaginal es una técnica sencilla que se
aplica también con semen refrigerado. Cuando se trabaja con
semen congelado la IA es usualmente intrauterina (Wilson,
1993; Fosberg, 1991; Silva et al., 1996), aunque algunos
autores obtienen buenos resultados con |A intravaginal
(Nothling y Volkman, 1997).

Inseminacién artificial intravaginal

En la IA intravaginal el semen serd depositado en la vagina
craneal la hembra mediante un catéter de longitud acorde al
tamafio del animal. La vagina de la hembra canina es de una
longitud apreciable (10 a 12 cm en una Beagle de 10 kg de
peso), y varia enormemente con la raza considerada. Es asi
que el tamaiio de los catéteres también tendrd gran variacion.
El catéter se introducird a través de los labios vulvares,
evitando la fosa del clitoris, dirigiéndose primero hacia dorsal
para luego dirigirse hacia craneal adecudndose a la anatomia
de la hembra canina. Una vez que el catéter se encuentra en
el fondo de la vaging, el semen es impulsado a través de él
mediante una jeringa y depositado en vagina craneal (Figura
1y 2). Luego el catéter es retirado y la hembra es mantenida
10 a 15 minutos con el tren posterior sobreelevado (Ettinger y
Feldman, 1995).

Figura 2: Inseminacién intravaginal con semen refrigerado

La totalidad del material utilizado deberd estar estéril, libre
de sustancias que alteren la viabilidad espermdtica y
precalentado a 37 °C para evitar alterar la calidad del
eyaculado (Marshall y Hugh, 1990).

Inseminacién artificial intrauterina
La inseminacién artificial intrauterina puede realizarse

depositando el semen en el Gtero, a través de la cateterizacion
de cérvix o inoculdndolo directamente en el cuerpo o cuernos
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uterinos en forma quirirgica. La elecciéon de la técnica
dependerd de la calidad y tipo de semen utilizado, como se
traté anteriormente, y de los equipos disponibles.

Inseminacién artificial intrauvterina transcervical

La IA intrauterina puede realizarse mediante la cateterizacion
del cuello uterino con catéteres de 20 a 50 cm de longitud y
0,5 mm de didmetro, con la punta protegida por una cubierta
de nylon (catéter Noruego; Figura 3). Con la hembra en
estacién, el operador fija el cérvix entre sus dedos a través de
la pared abdominal, con la otra mano introduce el catéter
hasta la regién del cuello, retira la cubierta de nylon y penetra
el cuello uterino para depositar el semen en el cuerpo del Utero.
No es necesario sedar al animal, pero el operador necesita
entrenamiento previo para realizar correctamente la técnica
(Fosberg, 1991). La cateterizacién del cuello puede realizarse
visualizando el cérvix con ayuda de un endoscopio (Wilson,
1993; Hayashi, 2013; Romagnoli, 2014). Este método permite
al operador visualizar el cuello facilitando la maniobra de
cateterizacién uterina. La hembra no necesita sedacién, el
operador requiere cierto entrenamiento y el equipamiento
posee un costo considerable.

Figura 3: Caterer Noruego, pequefio, mediano y grande.

Inseminacién artificial intrauterina quirdrgica

Puede realizarse mediante laparotomia, con anestesia general
o epidural. Se deposita lentamente el semen en el cuerpo o
cuernos uterinos mediante una jeringa y una aguja calibre 21,
con el bisel hacia arriba y una inclinacién de 45°C (Figura 4).
Es una prdctica sencilla pero el nimero de inseminaciones es
limitado y deben extremarse las medidas para evitar
infecciones (Dumond y Fontbonne, 1993; Held, 1997). También
puede realizarse mediante laparoscopia, técnica utilizada
rutinariamente en ginecologia humana. Sin embargo, el costo
de los equipos hace que esta técnica haya sido utilizada sélo
ocasionalmente (Wildt, 1986).

CONCLUSIONES

Si bien la |IA con semen fresco es una prdctica usada
rutinariamente en la reproduccién de pequefios animales, no
ocurre lo mismo con la |A con semen criopreservado
(refrigerado o congelado). Sin embargo, el continuo estudio de
los factores que posibilitan una mejor criopreservacién de
semen relacionados con los procesos de refrigerado,
congelado y descongelado, posibilitardn en el futuro la
aplicacion frecuente de esa biotecnologia.
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La utilizacién de diluyentes que permitan conservar el semen
canino a 4 °C, logrando altos porcentajes de espermatozoides
vivos con motilidad progresiva e integridad acrosémica
durante 2 a 5 dias, hard posible el traslado de semen a
diferentes puntos de nuestro pais e incluso a paises limitrofes o
cercanos. Esto evitard el traslado de animales para la
realizacién de servicio natural, disminuyendo los costos y
esfuerzo que esto implica. Es importante destacar que el
proceso de refrigeracién de semen canino es de bajo costo y
fécil realizacién, pudiendo implementarse con minimo
equipamiento y moderado entrenamiento del operador. Por
otro lado, el semen refrigerado puede utilizarse realizando 1A
intravaginal, técnica poco costosa y de baja complejidad. La
implementacién de técnicas de refrigeraciéon de semen e
inseminacién artificial con semen refrigerado en nuestro pais
permitird a los médicos veterinarios de prdctica privada
brindar un nuevo servicio, aumentar sus ingresos y mejorar su
practica diaria. Procesos adecuados de dilucién, eleccién
correcta del buffer y crioprotectores, tiempo suficiente de
equilibrio, curvas apropiadas de congelado y descongelado,
determinardn un porcentaje reducido de células con membrana
espermdtica dafiada y una mayor sobrevida de los
espermatozoides en el tracto genital femenino. La conservacién
de la integridad estructural y de la fisiologia espermdatica
forman parte de los factores que permiten altos porcentajes
de prefiez y tamafio de camada mayores. Con el desarrollo
de la criopreservacion de semen junto con la determinacién
exacta del momento de mayor fertilidad de la hembra y una
adecuada técnica de IA, esta biotecnologia brindard grandes
posibilidades en el futuro. Por otra parte, la congelacién de
semen canino aplicando metodologias que permitan obtener
porcentajes aceptables de espermatozoides viables al
descongelado hard posible introducir esta biotecnologia en
nuestro medio. Si bien el proceso de congelacién de semen
canino requiere un moderado costo, equipamiento,
infraestructura y entrenamiento del operador, su utilizacion
mediante |A puede ser aplicada en la prdctica diaria mediante
el uso de técnicas de IA intrauterinas sencillas (IA quirdrgica)
que no requieren mds entrenamiento que el necesario para
realizar una ovariectomia, prdctica de rutina en el ejercicio
profesional.

Figura 4: Inseminacién intrauterina quirdrgica
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