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Imagen 5 . Plancha de atemperamiento de laboratorio. Imagen adquirida en Laboratorio 2 de reproduccion animal UIM, FESC, UNAM, México

emp. Display

La sala de extracciéon debe ser un lugar
tranquilo y sin distracciones, evitando al
maximo la presencia de personas que
resulten extranas para los perros y
alteren su actitud. Ademas, lo ideal es
realizar la coleccion de la muestra
seminal, en un lugar cercano a donde se
llevara a cabo el procedimiento tanto de
evaluacion como de procesamiento.
Debemos utilizar guantes de latex para
evitar el contacto con el semen de
manera de evitar el posible contagio de
infecciones zoondéticas (Brucella canis).
Todo el material que sera utilizado
debera ser estéril y mantenerse
atemperado a 37°C para evitar el dano
de los espermatozoides por el shock
térmico o shock de frio (2, 3).



Coleccion de

semen




Recoleccion del
semen

Como primer paso y antes de iniciar la colecta, el animal debera ser
higienizado en su region abdominal y prepucial con abundante agua.
Posteriormente, se debe secar el area con el fin de evitar la contaminacion y
alteracion de la muestra seminal a evaluar y/o preservar (1).

Existen tres métodos de coleccidon de semen de uso rutinario:
Electroeyaculacion

Extraccién manual sin vagina artificial y mano enguantada
Extraccién manual con vagina artificial

Imagen 6. Recoleccién de semen técnica manual con manha de recoleccién. Imagen adquirida en
Laboratorio 2 de reproduccion animal UIM, FESC, UNAM, México




Electroeyaculacion

No es una técnica de eleccion en el canino,
puede utilizarse en animales muy agresivos,
timidos o que no puedan completar el reflejo
de ereccion-eyaculacion por extraccion manual,
requiriendo ademas, la anestesia general del
animal (1).

Imagen 7. Electroeyaculador. Imagen adquirida de Anditecnia Andina de Tecnologias. Insemind@ion artificial Caninos en: https://anditecnica.com/ciencias-agrope as/inseminacion-

artificial-caninos/



La toma de muestra manual con mano enguantada, sin
vagina artificial, es la técnica de eleccion en los
caninos. Algunos animales logran rapidamente
completar el reflejo de ereccidon-eyaculacion y en
otros debemos ir entrenando el animal para realizar la
maniobra exitosamente, citandolo dos o mas veces
para su entrenamiento. La colecta seminal puede
realizarse estimulando al macho con presencia de una
hembra en estro o permitiendo que el animal huela un
trozo de gasa o algoddon embebido en secreciones
vaginales de una hembra en celo (1).

Imagen 8. Material para extraccién de mesen manual 1) Guantes 2) Pipetas de recoleccién graduada 3) Manga de recoleccion 4)
Lubricante no espermicida. Imagen adquirida en Laboratorio 2 de reproducciéon animal UIM, FESC, UNAM, México




Imagen 9. Extraccion de semen en bulldog por técnica manual con manga. Imagen adquirida

en Laboratorio 2 de reproduccion animal UIM, FESC, UNAM, México

Obtencion manual semen

El operador, si es diestro, se acerca al animal por el lado
izquierdo y comienza la estimulacién con movimientos de
friccion del prepucio sobre el bulbo del pene hacia atras y
hacia delante con la mano derecha. Cuando comienza la
ingurgitacién, se eliminara la pequena fraccién pre-
espermatica transparente, en forma de gotas. Esta
secrecion coincide, la mayoria de las veces, con la
protrusién peneana. En este momento se debe deslizar el
prepucio hacia atras del bulbo del pene de manera que, el
orificio prepucial quede por detras de él para evitar
posteriores efectos de compresion-dolor del bulbo
ingurgitado sobre el prepucio lo que interrumpira el reflejo
de ereccion y eyaculacion. Seguidamente se colocan los
dedos indice y pulgar detras del bulbo, realizando presion
constante o alternada sobre el pene, semejando de esta
forma las contracciones vaginales de la hembra (4).



En estos momentos y generalmente acompanado de movimientos de
empuje mas 0 menos evidentes segun el perro, la secreciéon cambiara de
aspecto y color siendo blanca opalescente, lo que nos indicara que
estamos ante la eliminacion de la fraccion espermatica rica en
espermatozoides. Esta fraccion sera la que colectaremos en caso de
requerir la muestra para un espermograma. Debe recogerse el semen en
un frasco estéril, atemperado a 37°C, preferiblemente plastico y de boca
ancha para evitar la pérdida de muestra y lesiones por friccion del pene
0 glande durante la recoleccion. Luego de la eyaculacién de la fraccion
espermatica ‘el animal comenzara a hacer movimientos intentando
levantar la_pata trasera a modo de intento de hacer el giro por encima
de la perra para lograr la posicion de desmonte del servicio natural. En
ese momento, el operador rotara el pene 180° en sentido caudal
sosteniendolo desde atras entre los miembros posteriores del animal

simulando la fase de abotonamiento (1).

Imagen 10. Extraccion de semen en bulldog por técnica manual con manga. Imagen adquirida en
Laboratorio 2 de reproduccion animal UIM, FESC, UNAM, México



El fluido prostatico generalmente no se colecta
cuando se va a realizar solo un espermograma de
rutina o cuando el semen se desea conservar
refrigerado o congelado. Esta fraccion aporta poca
concentracion espermatica y si puede ser utilizada
cuando se realizara una inseminaciéon con semen
fresco, siempre y cuando sea claro, transparente y
no muestre signos de patologia. Asimismo, esta
ultima fracciéon es importante ya que sirve como
medio protector del semen y aumenta su volumen
(2). Una vez completada la toma de muestra, se

comprueba la des-ingurgitacion del pene y su
correcta retraccion al interior del prepucio para
permitir que el propietario se retire con el animal
sin que éste pueda correr riesgo de lesiones (1).

Imagen 11. Technique of electro-ejaculation in the cat (the probe is inserted in the rectum while an

eppendorf tube is placed over the top of the penis to collect the semen). Imagen adquirida de T.
Rijsselaere y Van Soom (2010). Semen collection, assessment and artificial insemination in the cat



Obtencion manual semen con vagina artificial

La vagina artificial es un cono de latex al cual se adosa un tubo colector graduado
estéril en lo posible plastico (evita la ruptura) para recoger y medir el volumen del
eyaculado. Se comienza la maniobra con una friccion del prepucio sobre el bulbo
del pene y al iniciar la ereccién peneana se retira el prepucio hacia atras y se
coloca la vagina. Posteriormente, se aplica el estimulo de presion digital suave
sobre toda la circunferencia del pene por detras del bulbo del peneano, de la
misma manera que hemos descripto para la extraccion manual sin vagina
artificial. De esta manera se mantendra la ereccion necesaria para la eyaculacién

(2).




No es la técnica mas utilizada en caninos. Tiene la ventaja de colectar todo el
eyaculado completo hasta el fin de la eyaculacion, pero su desventaja consiste en
no permitir separar las distintas fracciones del semen. Colectar las fracciones del
eyaculado canino separadas nos permite por ejemplo hacer estudios sobre
posibles patologias prostaticas como infecciones (prostatitis bacteriana cronica)
evaluando la tercer fraccidn, trabajar con la fraccion espermatica exclusivamente
al realizar un espermograma. Aunque se ha sugerido que la motilidad
espermatica se ve afectada por los conos de latex, los autores no han
identificado este fendbmeno como un problema (4).






Inmediatamente después de la recoleccion, y siempre
conservando el semen y los materiales a utilizar a 37°C, deben
valorarse una serie de caracteristicas del eyaculado (Ochoa
Torres, 2012). La evaluacién con fines didacticos se divide en

(1):

Evaluacion macroscopica
Evaluacion bioquimica
Evaluacidén microscopica

*Mds detalles en prdctica de evacluacion de semen
Imagen 8. Evaluacién seminal en semen de perro fresco para congelacion con diluyente . Imagen

adquirida en Laboratorio 2 de reproduccién animal UIM, FESC, UNAM, México



@ Aspermia

Ausencia de eyaculado, puede deberse a:
Obstruccion ductal bilateral

Eyaculacion retrograda
Falta en la eyaculacion (interrupcion del reflejo, mala técnica, ambiente inapropiado necesidad de adiestramiento del

animal para la maniobra de extraccion de semen)
Déficit neurologico o de libido

Debe realizarse un nuevo intento de recoleccién de semen al menos 6 horas mas tarde (5).



Q Leucospermia

Leucocitos en el eyaculado. Puede asociarse a infecciones bacterianas de la prdstata, testiculo o
epididimo (5).

(>3 Teratospermia

Cuando hay un elevado porcentaje de anormalidades morfologicas. Los perros normales deberian tener
un 70% o mas de espermatozoides morfologicamente normales. Puede ser causada por afecciones
patologicas como tumores testiculares, orquitis, fiebre, prostatitis (5), quistes o absesos prostaticos,
hipotiroidismo, hipoadrenocorticismo, diabetes mellitus, hipogonadismo, brucelosis, leishmania (10). O
bien, por alta frecuencia de servicios realizados o toma de muestras repetidas en cortos periodos de
tiempo, obteniendo un eyaculado con gran cantidad de espermatozoides maduros (5).



@ Astenospermia

Esta alteracion de la calidad se caracteriza por una disminucién del porcentaje de espermatozoides moviles. En los perros, se
considera astenozoospermia cuando menos del 50% de espermatozoides tienen motilidad progresiva (8). Las posibles causas

pueden ser:

e Exposicion de la muestra a temperaturas distintas a 37°C (9).

e|nflamacidn del tracto urinario o de los 6érganos genitales, como una prostatitis, cistitis, uretritis, etc. (5, 9).
eUn equipo de recoleccion contaminado (5).

oEl inicio de otro problema genital, como los tumores testiculares (5, 9).

eProblemas genéticos, como los sindromes de discinesia ciliar o de Kartagener (5, 9).




Necrospermia

Todos los espermatozoides del eyaculado estan muertos. Puede revertirse en algunas causas infecciosas o si la muestra fue
sometida a estrés térmico. En etiologias hormonodependientes, puede ser posible revertirla (5).

© Oligospermia

Se presenta cuando hay muy pocos espermatozoides en el eyaculado. Un recuento espermatico menor a 200 millones de
espermatozoides/eyaculado en perros que pesan mas de 4,5 Kg. se considera anormal (5). Puede ocurrir oligospermia por:

Estacional en verano por estrés térmico.

Fiebre (5).

Hipoplasia testicular (6).

Degeneracion testicular (7).

Orquitis: Brucella canis. Distemper, inflamacion de las vias urinarias (8)



‘ Hematospermia

La presencia de sangre en el eyaculado, por hipertrofia prostatica benigna, quistes paraprostaticos en
comunicacion con la uretra, prostatitis bacterianas, tumores, o debido a un traumatismo durante la recoleccion
o la copula (11). Los perros con sangre en el eyaculado no son necesariamente inféertiles (9).

==, Aglutinacion espermatica

Los espermatozoides se ven aglutinados, unidos en grupos lo que ocasiona alteracion de su motilidad. Puede
observarse en perros afectados por infecciones cronicas por ejemplo con Brucella canis y en orquitis
autoinmune (5).




@ Oligo-asteno-teratozoospermia (OAT)

Se habla de OAT cuando el eyaculado presenta un numero disminuido de espermatozoides, espermatozoides
anormales y la motilidad espermatica reducida. El procedimiento diagnostico de un perro infértil con OAT se
basa en un examen clinico completo, ecografia, evaluaciéon hormonal, cultivos bacteriolégicos del semen vy
test seroldgico de Brucella canis. Esto ultimo es muy importante y siempre se debe realizar, especialmente si
se observa aglutinacion espermatica (9). EL diagnostico de OAT es urgente, ya que puede ser reversible solo
durante un periodo corto de tiempo. Su tratamiento dependera de la etiologia, que puede ser muy variada
(10).
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Imagen 9. Gato observando pantalla. Fotografia tomada por Hugo Olguin Yanez en Cuautitlan lzcalli

México



La evaluacién de semen felino ha sido motivo de diversas investigaciones en la ultima década
no solo por el interés de los investigadores en la reproduccion del gato doméstico sino
también por su uso como modelo experimental para el estudio de felinos silvestres. Es asi
que en los ultimos anos se han comunicado algunas particularidades fisiologicas de los gatos
domeésticos como por ejemplo la estacionalidad reproductiva y la fotorrefractariedad que
habian sido descriptas varios anos atras en otras especies fotoperiddicas (13, 14).
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La extraccion y posterior evaluacién de semen brinda una valiosa informacion sobre la calidad de un eyaculado, permitiendo
estimar la capacidad fecundante del mismo. Por otro lado, permite el diagnostico de algunas enfermedades reproductivas. Las
técnicas que se utilizan para la obtencion de semen en los felinos domesticos son extraccidon con vagina artificial y
electroeyaculacion (13, 14), siendo esta ultima la de eleccidn en esta especie. Otros metodos, como la cateterizacion uretral o
la recuperacion espermatica son usados con menos frecuencia. Los espermatozoides obtenidos por recuperacion de la cola del
epididimo permiten conservar material genético posmortem y son ampliamente utilizados en investigacion (14).

Imagen 10y 11. Evaluacion de semen por microoscopia directa para evaluar motilidad espermatica. Imagen adquirida en Laboratorio 2 de reproduccion animal UIM, FESC, UNAM, México




Recoleccion

de semen




Extraccion mediante vagina artificial

La obtencién de semen mediante vagina-artificial (VA) si bien no requiere sujecion fisica o quimica, lo que
podria verse como una gran ventaja, requiere una hembra en celo o un maniquy/(por ejemplo un muneco de
peluche) y entrenamiento previo del macho. Los animales bien sociabilizados’y entrenados desde cachorros
logran ser preparados mas facilmente para eyacular con esta técnica. Asi mismo son pocos los animales que

responden al entrenamiento y logran eyacularcon la VA (14, 17).

(b) |

Imagen 12. (a) Vagina Artificial (VA) usada para recoleccion de semen en gatos (b) Tapa de
gotero de administrador de medicina usado como parte superior de VA (c) Tapa de gotero
cortada para unirse a microtube (Eppendorf) de 1.5 ml. Imagen adquirida de: Ackermann
(2020). Training tom cats for semen collection using an artificial vagina: a retrospective
study.




Para realizar la colecta de semen con VA
el operador debe estar familiarizado con la
fisiologia del servicio felino. La VA puede
fabricarse  utilizando un tubo tipo
ependorf, previo a la obtencion de la
muestra la VA debe ser atemperada a
37°C, luego se colocara sobre el pene del
macho cuando este realice la monta, para
colectar el eyaculado (14). La eyaculacion
en el gato ocurre muy rapidamente por lo
cual el operador debe estar muy atento y
colocar la VA en el momento justo que el
animal realiza la estocada, de lo contrario
se perdera el eyaculado (1).

Imagen 13. Recoleccion de semen usando vagina artificial. En ésta recoleccidn se usé un gato de juguete como simulador para estimular al gato macho y la muestra fué colectada durante la monta.
Imagen Obtenida de Imagen adquirida de: Ackermann (2020). Training tom cats for semen collection using an artificial vagina: a retrospective study.



Extraccion mediante electroeyaculacion

La obtencion de semen mediante
electroeyaculacion requiere el wuso de un
anestesico general, por lo tanto debe realizarse
en apimales'sanos (1, 17). Las drogas de uso mas
frecuente son “la ketamina (25 mg/kg i.m)
combinada con xilazina (1 mg/kg im), o

medetomidina (140 pghi.m). Se debe contar con
un electroeyaculador, el cual esta compuesto por

und fuente de VOl-taJe y un VéStagO en EI- Cual' S€ Imagen 14. Electroeyaculador con electrodo rectal. Imagen obtenida de
.« 7 Axnér y Linde (2003). Evaluacion y recoleccion de semen, e inseminacion
encuentran los electrodos que conduciran los artificial en el gato.

estimulos eléctricos (1).



El vastago lubricado se introduce en el recto con los electrodos hacia la pared ventral del mismo, aproximadamente
unos 5-7 cm para posicionarlo a nivel de la prdstata, luego se realiza la exteriorizacion del pene colocando sobre el
mismo un tubo tipo eppendorf. Una vez posicionado el vastago y el ependorf se comienza con la descarga de
estimulos eléctricos. Existen distintos protocolos de electroeyaculacion en felinos los cuales varian tanto en el
numero de impulsos como en los voltios utilizados en cada serie. Uno de los protocolos maas utilizado consta de 80
estimulos divididos en 3 series con un descanso de 2-3 minutos entre ellas. El voltaje utilizado va 2 a 5 voltios, si el

estimulo es correcto y el vastago se encuentra bien posicionado, se observa la extensidn de los miembros posteriores
(15).

Imagen 15. Vagina artificial . Imagen obtenida de
Axnéry Linde (2003). Evaluacion y recoleccion de semen, e inseminacion
artificial en el gato.




Mediante electroeyaculacion se obtiene una muestra de mayor volumen pero con menor concentracion espermatica que cuando la
muestra es colectada mediante vagina artificial (16). EL numero de espermatozoides eyaculados dependera del voltaje y numero
de estimulos, pero el volumen no se vera afectado por el protocolo utilizado (18). La| muestra obtenida mediante
electroeyaculaciéon puede tener un pH mas alto que la obtenida mediante VA, probablemente por la mayor cantidad de secrecién

proveniente de las glandulas accesorias (14).
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Imagen 17. Esquema de la anatomia del aparato reproductor del gato macho.
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Imagen 18. Sedator (Medetomidina) 1 mg/ml solucién inyectablepara perros y gatos.

Se ha observado que la eyaculacidon
retrograda de una parte del eyaculado

ocurre durante la eyaculacion felina en

forma fisiologica. Investigadores han
numero de

espermatozoides se pierden debido al flujo

descrito que un alto

retrogrado hacia la vejiga no solo durante la
electroeyaculacion sino también con VA en
el gato domestico (16). La eyaculacion
retrograda de parte del eyaculado ocurrida
en la

coleccion de semen mediante

electroeyaculacion puede reducirse
utilizando medetomidina en lugar de

ketamina (14).




Cateterizacion uretral

Imagen 19. Sonda urinaria tipo Tom cat.

La  extraccion de semen  mediante
cateterizacion uretral (CU), requiere |la
administracion de  drogas  anestesicas
(medetomidina, ketamina) y wuna sonda
urinaria (1.0 mm x 130 com). En el
procedimiento de CU una sonda urinaria tipo
Tom cat® es introducida en la uretra
realizandose una serie de 5 a 7 deslizamientos
luego de lo cual podra observarse el
eyaculado dentro de la sonda. La CU se
caracteriza por alta concentracion, bajo
volumen y bajo pH, la gran ventaja reside en
su poca complejidad (14).



La recuperacion de espermatozoides a partir de la
cola del epididimo, es una técnica sencilla que
permite obtener a partir de la cola del epididimo
espermatozoides maduros y potencialmente
fértiles. Es una herramienta valiosa a la hora de
conservar material genético de un individuo y
puede ser la unica alternativa para la obtencion
de espermatozoides en algunas situaciones, tales
como muerte subita o enfermedades que
requieran la orquiectomia del animal, esta técnica
cumple un rol fundamental en animales en vias

Jewipipida opesadniay

de extincién, el gato domestico ha sido tomado
como modelo para los felinos silvestres, creando
la necesidad de avanzar en los estudios en esta
especie (13).

Imagen 20. Gato Persa. Imagen adquirida en UltraVe hospital Veterinario. Querétaro, Méx.
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