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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del peso corporal, la deposicion
de oxitocina en el utero en la inseminacion artificial (Al), la citologia vaginal, la
concentracion sérica de progesterona (P4) en la Al, el volumen de semen y las
células espermaticas totales por IA en el pocentaje de partos y tamafio de la
camada de perras Bulldog inglés después de la deposicion de semen quirdrgico
intrauterino. Setenta y ocho perras Bulldog inglés fueron inseminadas
artificialmente mediante infusion de semen (el niumero de células esperméticas
inseminadas oscilé entre 300 y 2500 x 10°) en el cuerpo uterino con semen fresco
sin extensor y bajo anestesia general. El pocentaje de partos fue mayor (P < 0.05)
en las perras con > 23 kg que en las perras con < 23 kg (83.9 vs 63.8%). El
pocentaje de partos fue mayor (P < 0.05) en perras con > 45% de epitelio
cornificado vaginal en la IA (82.6%) que en las que tuvieron < 45% de epitelio
cornificado completado (56.3%). Los pocentajes de partos se vieron influenciadas
por el volumen de semen en la IA (54.3% vs 86.1% para perras que recibieron <
4 mL o >4 mL de semen; P > 0.01). El tamafio de la camada fue mayor (P < 0.05)
en las perras > 23 kg que en los animales mas livianos (3.72 £ 1.79y 2.30 + 1.46
crias por camada, respectivamente). El tamafio de la camada no se vio
influenciado por la concentracién de espermatozoides, el volumen del semen, la
citologia vaginal, la concentracién sérica de P4 y la infusién de oxitocina en el
atero en la 1A (P > 0,1). Los resultados de este estudio indican que el aumento
del peso corporal de las perras de Bulldog Inglés esta relacionado con mayores
pocentajes de crianza y mayor tamafio de la camada. Ademas, > 45% de las
células vaginales cornificadas superficiales (escamosas) en Al y > 4 mL de

volumen de semen maximizan los pocentajes de crianza en esta raza de perros.

Palabras clave: Semen fresco de perro, inseminacién artificial, tamafio de la

camada, oxitocina, porcentaje de parto.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of body weight, oxytocin
deposition in the uterus at artificial insemination (Al), vaginal cytology, serum
progesterone (P4) concentration at Al, semen volume and total sperm cells per
Al on whelping rate and litter size of English Bulldog bitches following intrauterine
surgical semen deposition. Seventy-eight English Bulldog bitches were artificially
inseminated via semen infusion (number of sperm cells inseminated ranged from
300 to 2500 x 10°) at the uterine body with fresh semen without extender and
under general anesthesia. Whelping rate was greater (P < 0.05) in bitches with >
23 kg than bitches with < 23 kg (83.9 vs 63.8%). Whelping rate was greater (P <
0.05) in bitches with > 45% vaginal cornified epithelium at artificial insemination
(Al) (82.6%) than animals with < 45% completed cornified epithelium (56.3%).
Whelping rates were influenced by the semen volume at Al (54.3 % vs 86.1 % for
bitches receiving <4 mL or > 4 mL of semen; P > 0.01). Litter size was greater (P
< 0.05) in bitches >23 kg than lighter animals (3.72 £ 1.79 and 2.30 + 1.46 pups
per litter, respectively). Litter size was not influenced by sperm concentration,
semen volume, vaginal cytology, serum P4 concentration and infusion of oxytocin
in the uterus at Al (P > 0.1). The results of this study indicate that increasing body
weight of English Bulldog bitches is related to higher whelping rates and larger
litter size. Also, > 45% of superficial cornified vaginal cells (squamous) at Al and

> 4 mL semen volume maximize whelping rates in this breed of dogs.

Key words: Dog fresh semen, artificial insemination, litter size, oxytocin, whelping

rate.



INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una técnica de reproduccion asistida que se ha
convertido en un medio de reproduccion muy comun para muchas razas de
perros (Thomassen et al., 2009; Mason, 2016). La IA es en realidad una
necesidad en los Bulldog inglés, debido a que pocos ejemplares pueden
aparearse naturalmente por su conformacion anatémica (Packer et al., 2012) y
su incapacidad para regular su temperatura a través del jadeo si se produce una
"atadura" prolongada entre el macho y la hembra durante el apareamiento
natural, lo cual se ve agravado por el sindrome de la via aérea braquicefalica,
comun en esta raza (Kaye et al., 2015).

En perras, la IA utilizando semen fresco o congelado ha existido durante varias
décadas, pero con los afios esta técnica ha mejorado, lo que ha resultado en un
aumento de los pocentajes de concepcion (Mason, 2018). Algunos factores
criticos para el éxito de esta técnica reproductiva son la definicion del tiempo
Optimo para la 1A'y el surgimiento de métodos para evaluar este plazo de tiempo.
Ademas, se ha establecido que el semen congelado / descongelado debe
depositarse en el utero en lugar de la via vaginal (Daskin et al., 2003; Gobello y
Corrada, 2003; Hye et al., 2007).

Las opciones para la deposicion de semen intrauterino son por inseminacion
transcervical o quirdrgica. Dado que la cateterizacion del cuello uterino en la perra
es un procedimiento desafiante y merece habilidad y experiencia, para muchos
meédicos, la opcion quirdrgica es el método preferido porque es facil de realizar,
no requiere herramientas especiales de inseminacion, aunque necesita buenas
habilidades quirdrgicas y la deposicion de semen se realiza una sola vez. La
inseminacioén quirdrgica tiene algunos inconvenientes, incluido el riesgo asociado
con la anestesia general y la cirugia y el hecho de que solo se puede hacer una

sola inseminacion.



No obstante, para los Bulldog inglés la inseminacion artificial est4 indicada
porque muchos de ellos no pueden aparearse o parir de forma natural. El
conocimiento de algunos factores que afectan la fertilidad de esta raza de perros
cuando se utiliza la IA quirargica es incompleto, ademas, el éxito en relacion con
el embarazo es limitado y consiste en tamafios de muestra pequefos cuando se

usa inseminacion intrauterina.



Hipotesis

La citologia vaginal, la concentracion sérica de progesterona (P4), la deposicion
de oxitocina en el Utero durante la inseminacion artificial (Al), el volumen de
semen y las células espermaticas totales por IA posterior a la deposicién de
semen quirargico intrauterino, influird en el pocentaje de partos y tamafio de la

camada de perras Bulldog inglés.
Objetivo general
Evaluar la citologia vaginal, las concentraciones séricas de progesterona, el peso

corporal, las caracteristicas del semen y el efecto del uso de oxitocina, en el

pocentaje de partos y el tamafio de la camada de perras Bulldog Inglés.



REVISION DE LITERATURA

Importancia de las Botecnologias Reproductivas

Las técnicas de reproduccion asistida pueden ir desde la simple asistencia a un
apareamiento natural en un ambiente controlado hasta la clonacion, estas
técnicas son esenciales para mejorar el rendimiento reproductivo, ayudar a la
preservacion de la biodiversidad e incentivar el desarrollo de la investigacion,
para ello se puede recurrir al empleo de la inseminacion artificial, la maduracion,
la fertilizacion, la produccion y transferencia de embriones y la crioconservacion

de gametos en animales con valor comercial o afectivo (Gobello y Corrada, 2003).

Las especificidades de la anatomia, fisiologia y biologia de la reproduccion
canina requieren numerosas adaptaciones, aunque la mayoria de las técnicas
son poco eficientes, el interés significativo para el perro como animales de
compainiia, asi como las ventajas asociadas con este gran modelo animal para
enfermedades humanas o como un modelo para la proteccion de especies de
carnivoros en peligro de extincién, deben conducir a procedimientos mas
avanzados, como en humanos o bovinos, y a un progreso significativo en las

biotecnologias de reproduccion canina (Verstegen et al., 2011).

En afios recientes, las biotecnologias reproductivas comenzaron a reemplazar
las técnicas convencionales, la aparicion y aplicacion de tecnologias
reproductivas modernas han abierto muchas areas de estudio y manipulacién de
los fenédmenos reproductivos tanto in vitro como in vivo, para mejorar el

rendimiento reproductivo (Ilvanova-Kicheva et al., 2015; Choudhary et al., 2016).



Cienciay aplicacion de la crianza de animales de compafiia.

Oldenbroek y Waaij (2014), mencionan que desde hace 250 afios la humanidad
comenzo a crear razas con ayuda de la seleccion artificial. Hoy en dia, la cria de
animales de compafia, especificamente en perros, los programas de crianza son
manejados por criadores individuales que colaboran en la creacion de un libro de
registros o una asociacion de criadores (Figura 1). El objetivo de la cria de
animales busca mejorar rasgos importantes al cambiar sus habilidades
genéticas, estos rasgos estan determinados por los requisitos y deseos de la
sociedad que podrian cambiar con el tiempo. No obstante, existen aspectos muy

importantes que deben ser considerados en la cria de animales:

1. Para que la crianza selectiva tenga éxito, es esencial que el rasgo bajo
seleccion sea heredable.

2. Que los animales tengan diferentes antecedentes genéticos para que la
seleccion sea posible

3. La direccion de seleccion esta definida por los humanos y ellos deciden
qué animales pueden aparearse y producir miembros de la proxima
generacion.

4. El éxito de la cria de animales puede juzgarse observando un cambio en
el fenotipo promedio de la poblacion de una generacién a la siguiente.

5. El éxito puede medirse como el resultado acumulativo de multiples
generaciones de seleccién y las decisiones de mejoramiento se toman con

el futuro en mente.

Las estrategias y esfuerzos para controlar la reproduccion en animales de
compafia han enfatizado la perpetuacion de habilidades superiores y otros
rasgos "deseables”. Estos objetivos se logran mediante la cria selectiva. Mientras
gue en el pasado la reproduccion selectiva realizada por medios "naturales"
requeria mucho tiempo para hacer cambios perceptibles, hoy en dia, la mejora

selectiva es asistida por varias tecnologias de reproduccion asistida combinadas



con enfoques biotecnoldgicos avanzados (Basrur y King, 2005). Ademas, las
especificidades de la fisiologia reproductiva de los caninos domésticos requieren
numerosas adaptaciones a los procedimientos de reproduccion asistida que se
utilizan de manera eficiente en otras especies. Por ejemplo, las técnicas que han
demostrado ser eficientes en felinos resultan en tasas de produccién bajas
cuando se aplican a los perros. A pesar de la falta de conocimientos
fundamentales sobre la fisiologia reproductiva de las perras, las necesidades que
surgen de estos campos probablemente actuaran como un potente impulso para
progresar las biotecnologias reproductivas en el perro (Chastant-Maillard et al.,
2010).

1. Definicion del sistema de produccion » 2. Definicion del propdsito de la crianza

'f\ ) J
b ' ' / 3. Compilacion de informacion
7. Definicion del sistema de producion N K4 - Fenofipos
h \ / 1 - Relacionesfamiliares
‘ y - Genotipos
Programa de crianza
| I \
— / | \ — -
6. Diseminacion ) 4, Determinacion del criterio de seleccion
- Estructura del programa de crianza ' { - Modelo genético
- Cuzas | -~ Estimacion del valor de [a crianza
\

3. Selecciony apareamiento
- Prediccionde la respuesta de seleccion
- Consecuenciasde las decisiones de apareamienio

Figura 1. Estrategia de los programas de crianza, modificado de Oldenbroek y
Waaij (2014).



Etapas del ciclo estral de la perra

En esta especie el ciclo estral se divide en cuatro fases: proestro, estro, metaestro
y anestro, aunque algunas veces se prefiere el término diestro en lugar de
metaestro, durante la fase luteal (Linde-Forsberg, 2001; Hasegan et al., 2012).
En la Figura 2, se puede apreciar el comportamiento de las hormonas durante el
ciclo, mientras que en el Cuadro 1 se describen algunas particularidades del

mismo.

25-50 ng/mL

Estrégenos
LH

I La progesterona cae a ;
i 2ng/mL36-48 h
antes del parto

’ i 5ng/mL | .
--—— /;/_ _ =30 -20 -10 0 10 20 30 40 50, “ 60
i I ng/mt Ovulacion . _._ PR ~ Parto

| Dias |

Figura 2. Comportamiento de las hormonas durante las diferentes fases del ciclo

estral en la perra, modificado de Saleh y Shamkhi (2018).



Cuadro 1. Atributos de las etapas del ciclo estral de la perra, adaptado de Reddy et al. (2011); Hasegan et al. (2012), Root-
Kustritz (2012) y Nagashima et al. (2016).

Caracteristica

Cambios fisicos

Secrecion vulvar

Comportamiento

Eventos endocrinos

Fase

Proestro
Inicia con de sangrado
vulvar, hasta la primera

aceptacion de copula, su
duracion media es de 9 dias,
pero muestra una variacion
considerable, de 0 a 27 dias

Vulva hinchada y turgente

Sero-sanguinolenta

Los machos  muestran
interés; las perras no
permitirdn la monta o

apareamiento

Desarrollo folicular; aumento
de la concentracion sérica de
estrégenos

Estro

La duracidn de esta fase es
altamente variable (3 a 21
dias), puede darse o no la
fecundacion y gestacién

Vulva suave al tacto

Color pajizo

La perra permite la monta y
el apareamiento

Caida de los estrégenos
con aumento subsecuente
de LH y ovulacién; aumento

Metaestro o Diestro
Inicia cuando la perra ya no
esta dispuesta a aceptar al
macho, hay una fase litea
de progesterona circulante
elevada (presencia de
cuerpos lateos activos),
tiene una duracion media
de 70 dias, hacia el final del
diestro, la funcion del
cuerpo luteo disminuye a
medida que la perra entra
en un periodo prolongado
de anestro (perras
prefadas 62-64 dias,
perras no gestantes 49-79
dias)

Posible desarrollo mamario
con gestacion verdadera o
pseudociesis

Flujo mucoide leve en la
etapa temprana

Ninguno

La progesterona aumenta y
al final cae abruptamente
(perras gestantes) o]

Anestro

Fase entre el final del
metaestro y el comienzo del
proestro, se caracteriza por
la falta de cualquier
comportamiento sexual o
actividad gonadal, incluso,
las concentraciones de
progesterona circulante
llegan a su punto mas bajo,
tiene una duracion es
variable, de 1 a 10 meses

Ninguno

No se observa

Ninguno

La hormona foliculo
estimulante se encuentra
relativamente elevada en



Citologia vaginal

Incremento gradual en el
porcentaje de células
cornificadas, disminucion de
células polimorfonucleares
(a: Eritrocitos 'y céulas
parabasales)

preovulatorio de
progesterona

Mas del 50% de células
cornificadas se observan

anucleares, no hay
presencia de sin
polimorfonucleares (b:

Células superficiales)

disminuye  gradualmente
(perras no gestantes). La
produccion de
progesterona es
compatible con la secrecion
de LH y prolactina

Retorno abrupto a células
epiteliales no codificadas,
gran numero de PMN al
inicio de la etapa (c: Células
intermedias y neutréfilos)

todo momento, las
concentraciones de homona
luteinizante aumentan en la
etapa posterior a la
estimulacién con estrégeno

Células  epiteliales  no
codificadas, presencia
ocasional de
polimorfonucleares (d:
Célula parabasal)

L]

d)
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Anatomia de los organos genitales de la perra

En una perra no gestante, los ovarios y el Utero se encuentran dentro de la
cavidad abdominal. El cuello uterino, la vagina y el vestibulo conducen a través
de la cavidad pélvica y el perineo hacia el exterior del cuerpo. Durante la
gestacion, el peso de los fetos en desarrollo empuja el cuello uterino hacia abajo
sobre el borde del borde pélvico hacia la cavidad abdominal. Las perras son
especies multiparas, y su tracto bicorne (es decir, con dos cuernos) esta disefiado
para llevar varios fetos a la vez. Los dos cuernos uterinos son largos y se unen
en la linea media para formar un pequefo cuerpo uterino, como se ilustra en la
figura 3 (Aspinall, 2014;).

Ovario

Cuerno uterino

Vejiga
= \ Uréter
Cuerpo uterino
Cérvix
\
\ 7/
W Vagina
11
1
L Orificio uretral
externo
Vestibulo

Clitoris v

Vulva /\\\ r
Figura 3. Partes del tracto reproductivo de la hembra, modificado de Aspinall
(2014).
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El sistema reproductivo de la perra desempefia funciones tales como la
produccion de 6vulos, los cuales, una vez fertilizados pueden convertirse en
fetos, que al momento del parto utilizaran esta estructura para llegar fuera del
cuerpo. Por otra parte, existe una secrecion hormonal para crear el entorno
adecuado para la produccion de oOvulos y la supervivencia de los fetos en
desarrollo (Aspinall, 2011).

Fisiologia de la reproduccién en perras

A diferencia de otros canidos silvestres, la fisiologia reproductiva canina tiene
caracteristicas Unicas, presenta una estacionalidad modificada por los efectos de
la domesticacion (Gobello y Corrada, 2003), con uno, dos o incluso tres ciclos
estrales y que trae a consecuencia la gran variacion en su duracion entre las
distintas perras, el periodo combinado de proestro y estro puede durar de 7 a 27
dias o mas, lo que hace que sea dificil decidir cuando realizar el apareamiento o
la inseminacion artificial (Linde-Forsberg, 2001).

Los eventos reproductivos, estan orquestados por el hipotdlamo que, en parte,
produce y libera la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), esta a su vez
influye en la glandula pituitaria para secretar la hormona estimulante del foliculo
(FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas hormonas gonadotréficas inducen el
desarrollo folicular ovérico y la ovulacion. El eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal se
regula a través de mecanismos de retroalimentacién intrincados (Figura 4), por
lo que las hormonas gonadales, al alcanzar una cierta concentracion a traves de
la retroalimentacion negativa regulan la liberacion adicional de GnRH, y por lo
tanto FSH y LH (Linde-Forsberg, 2001).
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Durante la fase media y tardia del anestro, hay un aumento en la secrecién de la
hormona liberadora de gonadotropina hipotalamica (GnRH) que provoca un
aumento en la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la liberacion de LH
episodica. La FSH desempefia un papel crucial en el inicio de la foliculogénesis
y la aparicion de proestro. Hacia el final del proestro, la oleada de LH estimula un
rapido aumento de los foliculos maduros y la luteinizacion preovulatoria que lleva
a la ovulaciéon de 40 a 50 h después del pico de LH. El comportamiento del estro
y la ovulacion se producen en presencia de la disminucién de los estrégenos

circulantes (Hasegan et al., 2012).

Por dltimo, la glandula pituitaria anterior secreta la hormona estimulante del
foliculo (FSH), que estimula las células germinales en el ovario, para que se
conviertan en foliculos maduros y segreguen estrogeno. El estrégeno prepara el
tracto para el coito e inicia el comportamiento asociado con el estro. La glandula
pituitaria anterior también secreta hormona luteinizante (LH) para hacer que los
foliculos liberen sus 6vulos; el tejido restante se luteiniza para formar los cuerpos
luteos. Cada cuerpo luteo secreta progesterona, que estimula el revestimiento
del tracto reproductivo para prepararse para la implantacion y nutricién de los

ovulos fertilizados y también afecta las glandulas mamarias (Aspinall, 2014).
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vasos '/
portales )/ Pituitaria

anterior

) Circulacion
Estradiol sistémica
Retroalimentacion — (temprana)

Retroalimentacion + (mitad del ciclo)

Gonadotrofos

Inhibina
Retroalimentacion -
(folicular tardia)

Foliculo
0 ovarico

\ Célula de la

granulosa

Andrdgenos

Célula de la
tecainterna

Figura 4. Interaccién hipotalamo-hipofisis-ovario durante la fase folicular del ciclo

estral en la perra, modificado de Linde-Forsberg (2001).

El patrén secretor de LH en estro se caracteriza por aumentos frecuentes de corta
duracion, a diferencia de las otras especies de mamiferos, la duracion del
aumento de LH en la perra es relativamente larga, con un rango de 1 a 5 dias.
Es posible emplear los niveles de LH como la técnica ideal para determinar con
precision el periodo de ovulacién, ya que el pico de LH induce la ovulacion vy, por
lo tanto, generalmente se declara como el "Dia cero" del ciclo sexual de la perra.

Al comienzo del proestro, la concentracion basal de FSH en plasma es elevada,
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pero se vuelve relativamente baja durante la progresion de la fase folicular.
Concurrente o ligeramente anterior al pico de LH, se produce un aumento
preovulatorio en FSH que dura aproximadamente tres veces mas que el pico de
LH preovulatorio. Durante el proestro, a medida que los foliculos terciarios se
desarrollan dentro de los ovarios, producen estradiol, lo que lleva a niveles
plasmaticos maximos en el proestro tardio. Sin embargo, estos niveles maximos
de estradiol difieren considerablemente entre los ciclos de celo (entre perra y
perra), tan pronto como se produce el aumento de LH, se produce una
disminucién en la concentracion plasmatica de estradiol 17, los valores basales

ocurren alrededor de 80 h después del pico de LH (Hasegan et al., 2012).

Durante el proestro, las concentraciones de P4 en plasma permanecen bajas
inicialmente, pero fluctian. Al comienzo de la oleada de LH preovulatoria, las
células de la granulosa comienzan a luteinizarse y secretar P4. La relacion
temporal exacta entre el aumento inicial en la concentracion de P4 en plasmay
el aumento de LH preovulatorio es incierta. De hecho, el aumento inicial en las
concentraciones de P4 puede ocurrir justo antes, concomitantemente o justo
después del inicio de la oleada de LH, la concentracién de P4 en plasma puede
mantenerse en el mismo nivel durante 3 a 4 dias antes de volver a aumentar.
Tipicamente en el momento del aumento de LH o al dia siguiente, se observa
que la concentracibn de P4 es de 2.0 ng/mL. Durante el metaestro, las
concentraciones plasmaticas de P4 son altas y por lo general, se estancan a los
10 a 30 dias después de la ovulacion. En las perras no prefiadas, la secrecion de
progesterona disminuye lentamente y alcanza un nivel basal aproximadamente
75 dias después del inicio de la fase lutea (Hasegan et al., 2012). En la Figura 5
se puede observar el comportamiento de algunas hormonas durante el ciclo

estral de la perra.
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Figura 5. Cambios en las concentraciones sanguineas de progesterona,
estrogeno y hormona luteinizante, en relacién con la ovulacion, y los periodos

fértiles y de fertilizacién de la perra, modificado de Linde-Forsberg (2001).

Gestacion

En primera instancia, los ovocitos se ovulan en la etapa de vesicula germinal y
requieren de 48-72 h adicionales en el oviducto para reanudar la meiosis y
convertirse en competentes para la fertilizacion (Nagashima et al., 2016). Una
vez que se realiza la fertilizacién, el desarrollo prenatal se divide en tres periodos:
ovulo, embrién y feto (Figura 6). El periodo del évulo se caracteriza por un
blastocisto, que esta libre en el tubo uterino y migra al Utero. Después de la
fertilizacion del 6vulo en el tubo uterino, el cigoto comienza a dividirse
rapidamente. El periodo del embriébn comienza con la implantacién del blastocisto
y termina con la finalizacién de la organogénesis. Durante la gastrulacién o
formacion de la capa germinal la blastula de una sola capa se convierte en una
estructura trilaminar que consiste en una capa ectodérmica, una mesodérmica y
una capa endodérmica. El ectodermo se diferencia en epidermis y tejido neural,

el endodermo forma el revestimiento de los tractos gastrointestinal y respiratorio,
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y desde la capa mesodérmica media se forman el sistema esquelético, muscular
urogenital, circulatorio y de soporte. Los érganos y tejidos de importancia
reproductiva (glandulas mamarias, hipotalamo, l6bulos pituitarios, pene, vagina y
clitoris) se derivan del ectodermo. Las gonadas, utero, cuello uterino, vagina
craneal, epididimo y glandulas sexuales accesorias se derivan del mesodermo.
El embridén se desarrolla en una secuencia cefalocaudal, que comienza con los
pliegues de la cabeza, luego el cierre del tubo neural, seguido de aparicion de
fisuras branquiales, placa ocular, masa cardiaca y crecimiento de las yemas de
las extremidades. Durante esta etapa, las Unicas caracteristicas distinguibles por
ultrasonografia son el movimiento el latido del corazon y el area anecoica en la
cabeza. Por ultimo, en el periodo del feto es el tiempo durante el cual aparecen

los rasgos caracteristicos y se produce un rapido crecimiento (Pretzer, 2008).

Ivanova y Georgiev (2018), mencionan que la fisiologia de la gestacion canina es
un evento de caracteristicas muy variadas. La duracién de la gestacion en las
perras es relativamente consistente cuando se mide desde el dia de la ovulacion,
pero es muy variable cuando se mide desde el dia de la reproduccién. En la gran
mayoria de las perras, el parto ocurre entre los 64-66 dias después de la oleada
ovulatoria de la LH. Esta ultima representa la liberacion aguda de LH de la
hipdfisis en el proestro tardio o en el estro temprano. La oleada de LH
desencadena el evento de ovulacién y, dado que el dia del aumento de LH se
puede medir 0 estimar con una precision razonable, los eventos de tiempo de ese
dia y su uso como punto de referencia (Dia 0) pueden ser utiles. En contraste, al
utilizar el dia del apareamiento como punto de referencia, como se observa en
los casos de un solo apareamiento o inseminacion, el parto puede ocurrir desde
los 56 y hasta 68 dias después. De manera similar, se puede encontrar una gran
variacion en la duracion aparente de la gestacion cuando se cuenta desde el
primero de los apareamientos multiples o el ultimo de los apareamientos

multiples, los extremos encontrados difieren en dos semanas (Concannon, 2000).



17

Implantacion del blastocistoy finalizaciénde la organogénesis

Longitud: 19
mm, formacion
de parpados,
oido externo,

Aparecen los rasgos
caracteristicosy se
produce un rapido
crecimiento

Finalizaciénde la

pelos - .
sensoriales. organogenesis
Los intestinos embrionaria.
Longitud: superan su El feto se puede
14 mm, espacio reconocer como un
cresta disponibleen el canino.
mamaria abdomeny se Cara_cterlstlcas
presente, hernian en el EXtemas' desarr'ollo de
elementos tallo umbilical. la plgmentaC|on,eI
vertebrales, Se observan crec|m|ento del pelg y
formacion cinco pares de garras, cierre y fusion
. de la lamina ) pezones, dedos de Ips_parpados,'el
_ Fuacmn_e' dental Longitud: 17 y un tubérculo crecimientodel O.IC'iO
implantacion mm, se genital externo, elongacion
Longitud: 10 mm, observa la prominente del tronco y
Los se observan las primera diferenciaciénsexual
cigotos prominencias de osificacion
toman un los miembros, en cuatro Longitud: 27 mm.
intervalo placas de huesos: Osificacion-huesos:
de7a10 formacionde los mandibula, nasales, incisivos,
dias para oidos, ojos y los maxilar, palatinos, cigomaticos,
llegarala procesos hueso parietales, costillasy
union mandibulary frontal y la mitad del eje de
uterotubal maxilar clavicula varios huesos largos Parto
Dias 0 2 17 19 23 25 28 30 64 66
Periodos Ovulo Embrién Feto

Figura 6. Secuencia del desarrollo prenatal, adaptado de Pretzer (2008).
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En la perra, las concentraciones séricas de progesterona no son confiables para
el diagndstico de gestacion. Esto se debe a la prolongacién de las fases lateas,
independientemente del embarazo, que dan como resultado concentraciones
elevadas de progesterona en circulacion. Las concentraciones de progesterona
también aumentan con el embarazo, pero se metabolizan rapidamente por la
placenta, lo que da lugar a concentraciones similares de progesterona en
circulacion como en las perras no gestantes (Lamm y Maklaski, 2012). El
ultrasonido es una de las formas mas sensibles y confiables de deteccion de
gestacion (Figura 7). El diagnostico debe intentarse alrededor de 25 a 30 dias
después del aumento de LH. Las estructuras fetales mas pequefias se hacen

evidentes entre 17-20 dias después del aumento de LH (Aissi, 2008).

Figura 7. Diagnéstico de gestacion de una perra Bulldog Inglés de 2.5 afios.
Tomado de Sanchez et al., (2010).

Es recomendable realizar un seguimiento durante la gestacion, pero se
recomienda especificamente en los casos en los que se haya elegido parto por
cesarea. Dentro de los factores esenciales en los que se requiere un monitoreo
se incluye a perras con un embarazo uUnico, animales de raza gigante con

camadas pequeiias, perras con camadas grandes donde existe preocupacion por
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fatiga uterina o inercia uterina secundaria, hembras con antecedentes de distocia;
ademas de pacientes con gestacion de alto riesgo que incluyen procesos tales
como diabetes mellitus gestacional, toxemia del embarazo o aquellos que han
entrado en trabajo de parto prematuro que ha sido interrumpido con agentes
tocoliticos como la progesterona o la terbutalina, y deben someterse a una
monitorizacion hormonal y ecografica, con el objetivo es apoyar la gestacion
hasta el punto mas temprano en que los neonatos puedan sobrevivir en un
ambiente extrauterino sin comprometer la salud de la perra mas alla de la

recuperacion (Lamm y Maklosky, 2012).

Parto

Hacia el final de la gestacion, hay una caida de 1 °C en la temperatura rectal, por
lo general unas 24 h antes del comienzo de los eventos que conducen al parto,
el cual se produce en tres etapas. La primera etapa consiste en contracciones
uterinas regulares y progresivas que duran entre 10-24 h y culminan en dilatacién
cervical. Mmomento en el que la perra puede observarse inquieta y solitaria,
puede perder el apetito, ocurrir vomito y manifestar el comportamiento de
anidacion. La etapa dos consiste en contracciones musculares abdominales
visibles para expulsar a los fetos dentro de las 4 h durante las cuales la perra
esta en cuclillas o acostada. Se considera una emergencia veterinaria si la perra
no expulsa y a sus cachorros dentro de las 2 h posteriores al inicio de esta etapa
y puede haber un descanso. Después del nacimiento del primer cachorro puede
haber otro reposo, pero si su periodo dura mas de 4 h sin que nazca otro
cachorro, se necesita asistencia veterinaria. La tercera etapa del parto se define
como la entrega de la placenta, que puede estar adherida al cachorro, o puede
ser posterior al parto. Esto ocurre normalmente de 5-10 minutos después del
nacimiento del cachorro. Si se entregan varios cachorros en sucesion rapida, se
pueden administrar varias placentas al mismo tiempo. Las perras normalmente
se alternan entre las etapas 2 y 3 hasta que se completa el parto de todos los
fetos y la placenta (Ajala et al., 2014).
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Inseminacion Artificial (IA)

De las técnicas de reproduccion asistida empleadas en la actualidad, la IA es el
primer y mas importante medio para lograr el mejoramiento genético (Thomassen
y Farstad, 2009). Este procedimiento, consiste en recolectar semen de machos y
usarlo para impregnar hembras. El éxito y la popularidad de esta técnica son el
resultado del establecimiento de métodos para identificar a los machos con el
mérito genético mas alto y de los criterios desarrollados para la caracterizacion
del semen. Por lo tanto, los donantes de semen se seleccionan de machos
clasificados como meritorios sobre la base de una combinacion de parametros
para las pruebas de progenie. Por otra parte, el método de procesamiento del
semen (fresco, refrigerado o congelado) y el sitio de depdsito del semen (vaginal,
cervical o intrauterino) dependen de la situacién especifica de cada especie

animal (Basrur y King, 2005).

En perras, se emplean principalmente cuatro técnicas para la IA. El semen se
puede depositar profundamente en la vagina o en el Utero, ya sea por
cateterizacion transcervical o por cirugia, y finalmente por IA intratubal, que
también requiere cirugia (Makloski, 2012). La IA vaginal se puede realizar
utilizando un catéter de plastico simple al cual se le adjunta una jeringa de plastico
desechable simple que contiene el semen, o pueden emplearse catéteres que
pueden obtenerse con un proveedor comercial. La IA intrauterina, tiene buenos
resultados independientemente del tipo de semen utilizado (congelado o
descongelado), el cual se deposita en el utero. La IA transcervical puede
realizarse mediante el empleo de un equipo que consiste en un catéter de acero
inoxidable y un tubo guia de plastico. El tubo guia se utiliza para proteger y
estabilizar el catéter y para estirar la vagina y proteger la mucosa vaginal contra
dafios durante la insercién del catéter. El cuello uterino se fija a través de la
palpacion abdominal y el semen se deposita por inseminacion intrauterina

mediante la insercion del catéter a traves del cuello uterino. Por ultimo, se puede
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emplar la IA quirdrgica y laparoscopica, procedimiento que asegura el depdésito
adecuado del semen dentro del Gtero (Thomassen y Farstad, 2009). En el Cuadro
2, se resumen las caracteristicas de algunos estudios en los que se emplean

distintos métodos de inseminacion artificial.
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Cuadro 2. Particularidades de estudios donde se aplican las técnicas de IA.

n* Semen Procedimiento Observaciones Referencia
Entre los animales prefiados Tsutsui et al.
21 Congelado Intratubal se aborts el 33,3% (2003)
Se produjo parto normal a los .
. . : Klinc et al.
1 Congelado Intravaginal 63 dias posteriore a la (2005)
inseminacion
Los porcentajes de
: gestacion, para las perras Nothling et al.
24 Congelado Intravaginal inseminadas fueron del 83% (2005)
y 60%, respectivamente
El porcentaje de partos fue
Intravaginal vs  mayor con la inseminacion Thomassen et al.
526  Congelado : . . .
intrauterino intrauterina  que con la (2006)
inseminacion intravaginal
Los porcentajes de partos
fueron significativamente
Intratubal vs mas altas en los grupos con Jin-Kim et al.
30 Congelado . . . N .
intrauterina inseminacion intrauterina que (2007)
en los grupos con
inseminacion intratubal
0
_ Se obtuvo un 90% de partos Macedo et al.
10 Fresco Transcervical  del total de perras
¢ i (2012)
inseminadas
De las 13 perras del grupo 1,
confirmadas como gestantes
mediante ultrasonido, una no
Laparotomiay llevé su gestacion a término, Mason y Rous
115 Congelado transcervical mientras que de las 39 perras (2014)
confirmadas como gestantes
en el grupo 2, seis no llevaron
su gestacion a término
i 0,
_ En este estudio, el 88/9 de Ohtaki et al.
33 Congelado Transvaginal las perras tuvo gestacién a (2014)
término
El porcentaje de partos fue
significativamente menor en
. las perras inseminadas con
Intrauterina, .
Frescoy . semen congelado y Hollinshead y Hanlon
1203 transcervical y
congelado vaginal descongelado en (2017)
9 comparacion con las perras
en las que se empled semen
fresco.
La incapacidad para
cateterizar el cuello uterino
20  Congelado Transcervical  €" algunas perras también  Sathiamoorthy et al.

pudo ser un factor para el
nulo porcentaje de
concepcion después de la IA

(2017)

*Cantidad de perras inseminadas
NOTA: En todos los casos, para considerar que hubo una gestacion exitosa se considero el total de partos.
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Manejo hormonal del desempefio reproductivo en perras

Se han estudiado diversos métodos potenciales, usando varios compuestos tales
como los agonistas de la dopamina, entre los que encontramos a la bromocriptina
(Sirivaidyapong, 2011), cabergolina (Shinde et al., 2014), los agonistas de la
GnRH como la desdorelina (Lanna et al., 2010), estradiol, PGF2a (Rodas-Ruiz et
al., 2015), FSH (Schafer-Somi, 2015), eCG y GnRH (Rezende et al., 2018). En
algunos casos no se han logrado concepciones satisfactorias; no obstante, se
han observado efectos secundarios desagradables, como anorexia y vomitos. Se
sabe que el uso del agonista de la GnRH produce un desarrollo folicular suficiente
para producir proestro, estro y ovulacién espontanea, debido a que su proceso
es similar a la estimulacion natural de la glandula pituitaria, provocando la
liberaciéon de FSH y LH, dando como resultado la gestacion en cinco de ocho
perras inducidas por la implantacion en la mucosa vulvar. También se ha
observado que la administracion del agonista de la GnRH, produce altos
porcentajes de induccion del proestro, ovulacidn espontanea y gestacion; sin
embargo, la induccion de estro fértil en las perras sigue siendo un reto
(Sirivaidyapong, 2011) debido a caracteristicas que difieren de las de otras
especies (Rezende et al., 2018), lo que hace necesario realizar mas

investigaciones con otras opciones para mejorar el desempefio reproductivo.

Oxitocina: su papel en lareproducciony en la IA

La oxitocina fue descubierta en 1906 el fisiélogo y farmacologo Henry Dale, quien
observd que los extractos de la glandula pituitaria posterior humana causaban
contracciones en el Utero de una gata embarazada (Arrowsmith y Wray, 2014),
este personaje acufié el nombre oxitocina de las palabras del griego 6§Ug oxys
"rapido" y Tékog tokos "nacimiento” que significa "nacimiento rapido” (Viero et al.,
2010).
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Quimicamente, la oxitocina es una hormona neurohipofisaria peptidica que
consta de nueve aminodcidos, es secretada por las células neurosecretoras
meganocelulares en los nucleos supradpticos y paraventriculares del hipotalamo,
la cual se almacena en la hipofisis posterior hasta su liberacion en el torrente
sanguineo. La secrecibn de oxitocina por las terminaciones nerviosas
neurosecretoras esta regulada por la actividad eléctrica de las células de
oxitocina en el hipotalamo, las cuales, al ser afectadas por el potencial de accion
gue se propaga por los axones a las terminaciones nerviosas de las vesiculas
que contienen oxitocina, liberan la hormona por exocitosis. Antes de la liberacion
de oxitocina, es necesario separarla de la neurofisina-l, mediante un proceso
progresivo a través de la enzima peptidilglicina a-amidante monooxigenasa, la
cual, mediante un proceso de hidrdlisis, liberan el nanopéptido de oxitocina activo
(Assad et al., 2016).

La oxitocina también es producida por fuentes no neuronales. El desarrollo de
técnicas para identificar las transcripciones del ARNm de oxitocina y sus
receptores ha proporcionado pruebas concluyentes para respaldar la sintesis
local de oxitocina dentro del tracto reproductivo. En el caso de las hembras, la
oxitocina no solo se sintetiza en los érganos del tracto reproductivo, incluido el
oviducto y el Gtero, sino que también se sintetiza en el cuerpo lateo en el caso de
las bufalas, las vacas y las yeguas, lo que sugiere un papel paracrino cerca de

los sitios de produccion (Assad et al., 2016).

Dentro de las acciones periféricas de la oxitocina en la hembra, se reportan sus
efectos sobre reflejo de bajada de la leche en hembras lactantes, parto, involucion
uterina, proliferacion celular. La relacion entre la oxitocina y la respuesta sexual
no esta clara, pero se especula que los efectos de la oxitocina sobre la
contractibilidad muscular pueden facilitar el transporte de espermatozoides y
ovulos mejorando el desempeiio reproductivo (Assad et al., 2016).
Generalmente, la hormona se administra a una dosis de 10 U por via intravenosa

0 20-40 U por via intramuscular. Cuando se administra por via intravenosa, las
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contracciones uterinas se observan después un minuto, mientras que por via
intramuscular entre 3-5 minutos, alcanzando un estado estable después de 40
minutos. El metabolismo se produce rapidamente a través del higado y el plasma

por la enzima oxitocinasa, con una vida media de 1 a 5 minutos (Kabilan, 2014).

La investigacién sobre la oxitocina en especies de animales domesticos tales:
como perros, cerdos, vacas, ovejas estd aumentando rapidamente; sin embargo,
la mayoria de los experimentos actuales se basan en las implicaciones directas
sobre el comportamiento social y bienestar animal, debido a su fuerta asociacion
con el estado mental (Chen y Sato, 2017; Rault et al., 2017). En relacion, a los
aspectos reproductivos que involucran a la hormona, se sabe que es el agente
uterotdénico enddégeno mas potente y es capaz de estimular las contracciones
uterinas cuando se administra por infusion intravenosa a dosis de 1 a 2 mU/min.,
donde la frecuencia y amplitud de las contracciones uterinas inducidas son
idénticas a las que ocurren durante el parto espontaneo (Asgari-Safdar y Moradi-
Kor, 2014).

Existen diversos estudios en los que se evalla la efectividad de la oxitocina con
la produccion lactea (Marnet y McKusick, 2001; Tancin y Bruckmaier, 2001), asi
como su asociacion con el proceso del parto (Taverne y van der Weijden, 2008),
mientras que también ha sido utilizada en la busqueda de mejorar los pardmetros
reproductivos tales como el porcentaje de gestacion en vacas (Gumen et al.,
2011; Romo-Valdez et al., 2017). Ademas, se ha probado que la adicion de
oxitocina mejora el transporte de esperma al oviducto y tasas de concepcién
(Okazakiet al., 2014).

Se sabe que el transporte de esperma dentro del tracto reproductivo de la perra
es rapido y esta influenciado por el método de deposicibon de semen
(apareamiento natural o inseminacion artificial) y por el momento de reproduccién
en relacion con el dia de la ovulaciéon (Rijsselaere et al., 2014). Por otra parte,

durante el ciclo estral normal, la oxitocina puede ser responsable del transporte
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de espermatozoides u ovocitos, o del movimiento de productos secretores por la

contraccion del musculo liso uterino (Prapaiwan et al., 2015).
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MATERIALES Y METODOS

Deteccion del estro

Esta investigacion se llevé a cabo en una unidad de reproduccion comercial en
el norte de México. Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo
de conformidad con el comité de ética de la Escuela de Veterinaria de la
Universidad Agraria Autonoma Antonio Narro. En el estudio se incluyeron setenta
y ocho perras Bulldog inglés normales y saludables. Los animales tenian de uno
a tres afos de edad con al menos un parto previo y pesaban entre 15.6 y 29.5 kg
(media + desviacion estandar, 22.1 + 3.7). Se consider6é que todas las perras
estaban en estro, debido a que se observé inflamacién de la vulva, abundancia
de células superficiales anucleadas en sus frotis vaginales (> 70%), descargas
vaginales serosanguinolentas, niveles séricos de progesterona (P4)> 12 ng / mL

y bandereo del rabo.

Cada frotis vaginal se evalu6 bajo microscopia Optica (magnificacion de 200 x)
para el tipo de células epiteliales vaginales presentes con el fin de determinar la
etapa del ciclo del estro. El estro se defini6 citolégicamente cuando el predominio
de las células superficiales estaba presente y, en la mayoria de los casos, se
habia sometido a una cornificacion completa. Para la citologia vaginal (vestibulo),
se utilizaron tres aplicadores esterilizados con una punta de algodén de 15 cm,
los cuales se introducen uno por uno, deslizandolo suavemente sobre la
superficie de la mucosa vaginal en un angulo de aproximado de 45 grados. Una
vez recogidas las células, se colocaron en un portaobjetos de vidrio haciendo
rodar ligeramente el hisopo de algodén. Para la evaluacion microscopica, las
células recogidas se tifieron con tincion Diff-Quik. Ademas, se evaluaron las
concentraciones séricas de P4 cada tercer dia. Se recolectaron muestras de
sangre de 10 mL cada dos dias (entre las 08.00 y las 09.00 h) de cada perra
mediante venopuncion yugular, el criterio para comenzar la colecta de sangre fue
la observacion evidente de la vulva inflamada y se continuaron hasta obtener

concentraciones séricas de P4 = 8.0 ng/mL. La sangre se extrajo en tubos para
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suero al vacio y se dejé coagular a 25 °C durante 30 minutos y luego se centrifugo
durante 5 minutos a 1500 g. Las muestras de suero se analizaron por
guimioluminiscencia con el uso del kit P4 1l (Roche Diagnostics, Meylan, Francia).
El dia en que la concentracion de suero P4 alcanzo6 4.8 a 7.2 ng/mL se consideré
como el dia de la ovulacion. La IA se realizd aproximadamente tres dias después
del dia de ovulacién previsto a partir del nivel de P4 en suero periférico
(Hollinshead y Hanlon, 2019).

Procedimiento de lainseminacién artificial

Previo a la cirugia, cada perra se sometié a un examen clinico y una evaluacion
preanestésica, utilizando solo las hembras clasificadas en la categoria de riesgo
anestésico | de acuerdo a los lineamientos de la Sociedad Americana de
Anesthesiblogos (ASA, por sus siglas en inglés). La IA se realizé bajo anestesia
general y en decubito dorsal. Se afeitdé el abdomen ventral y, después de la
preparacion quirdrgica de rutina, se realiz6 una incision de 4-6 cm en la linea alba
entre el pubis y el ombligo. El Gtero se sujetd y se elevé a través de la incision y
posteriormente se insertd un catéter de 24 G x % pulgadas, que se acoplo a una
jeringa que contenia el semen (300 a 2500 x 106 células esperméticas totales).
Este se depositd lentamente en el lumen del cuerpo uterino en un angulo de 45°
con el bisel de la aguja hacia arriba. Después de retirar la aguja, los hisopos
quirargicos humedecidos (solucion salina) se mantuvieron sobre el lugar de la
inyeccion durante un minuto para evitar el secado. Se usaron pinzas de lengua
estériles para comprimir las paredes laterales del cuello uterino con la finalidad
de prevenir el reflujo del semen hacia la vagina. Finalmente, el Gtero se colocé
de nuevo en su sitio y el abdomen se cerr6 con métodos rutinarios de cirugia
abdominal. Para prevenir el reflujo de semen, las perras se colocaron con los
cuartos traseros elevados mientras se recuperaban de la anestesia. Durante la
IA, algunas de las perras recibieron 20 Ul de oxitocina directamente en el lumen
del Utero. Se registro la ocurrencia de partos luego de la inseminacion quirdrgica
y el nUmero de crias producidas por perra incluyé aquellas que murieron en el

momento inmediato del parto.
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Colectay evaluacién de semen

Para la recoleccion de semen se empled una perra en estro y se indujo la
eyaculacion del perro mediante la manipulacién manual del pene. Se recolecté el
semen de 10 perros diferentes, en tubos de plastico de 15 mL unido a un cono
de goma de latex blando y esterilizado. El semen recolectado (mezcla de tres
fracciones) se evalu6 para determinar la motilidad y concentracion del esperma.
La motilidad de los espermatozoides (porcentaje de espermatozoides maviles)
se evalud colocando una gota de semen en un portaobjetos de microscopio
calentado y se observé en un microscopio optico (100x). La concentracion se
midi6 llenando una pipeta capilar con 1,98 mL de diluyente a base de
formaldehido y semen (20 microlitros) y luego inundando una camara de
hemocitometro (0,100 mm) con la mezcla de semen / diluyente. En el estudio solo
se utilizaron muestras que presentaron un volumen = 1,5 mL, una concentracion

> 125 x 106 espermatozoides / mL, y motilidad espermatica = 70%.

Diagnéstico de la gestacion por ultrasonido

El diagnoéstico de gestacion se realizd entre los dias 23 y 25 posteriores a la IA.
Las hembras fueron examinadas para determinar el latido del corazéon de los
fetos, mientras la hembra estaba de pie con la sonda colocada en el abdomen
ventral o latera, para este procedimiento se utilizé un ultrasonido en modo B
equipado con una sonda de 7.5 MHz (LOGIQ 7; GE Medical System, EE. UU.).

Pariciéon de los cachorros y cuidados neonatales

El procedimiento de cesarea se programo entre los dias 56 a 61 y se utilizé el
método quirdrgico estandar para este proceso (Batista et al.,, 2014).
Inmediatamente después del parto uterino, las crias se secaron suavemente con
una toalla a temperatura ambiente (30-35 ° C). Sus vias respiratorias superiores
(boca y nariz) se limpiaron a fondo; se retiraron las membranas fetales y se

prenzo el corddn umbilical con ayuda de unas pinzas. Luego, los cachorros fueron
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evaluados para detectar deformidades fisicas y los cachorros con defectos de
nacimiento no recibieron atencibn neonatal continua. Las dos medidas
principales del desempefio reproductivo (variables dependientes) de interés
fueron el pocentaje de parto y el tamafio de la camada. El pocentaje de partos se
defini6 como el niumero total de perras que parieron al menos un cachorro (vivo
o muerto) dividido por el nimero total de perras inseminadas x 100. El tamafio
de la camada se definio6 como el numero total de cachorros nacidos en cada
camada (vivo o muerto). El tamafio de la camada se registré solo en 50 perras.
Se registraron todas las malformaciones presentes en cachorros, asi como el

numero de cachorros muertos.

Analisis estadistico

La unidad de analisis fue la perra; ninguna de las perras contribuyd a mas de un
estro. Se evaluaron los siguientes determinantes potenciales del parto y el
tamafio de la camada: deposicion de oxitocina en el Gtero en Al (si 0 no), peso
corporal de perra en la Al (mayor o menor que 23 kg), porcentaje de diferentes
categorias de células epiteliales vaginales en Al (dicotomizado) variables; se
utilizaron medias porcentuales como punto de corte), concentraciones séricas de
P4 en la IA (mayor o menor que 14 ng / mL), volumen de semen (mayor o0 menor
que 4 mL / inseminacion) y numero total de células esperméaticas inseminadas
(mayor o menor que 1500 x 106 células espermaticas). Para analizar los factores
gue contribuyen al pocentaje de parto (rasgo binario), se utilizé el procedimiento
HPGENSELECT de SAS, aplicando un procedimiento de regresion para eliminar
todas las variables no significativas. Ademas, se emple6 un enlace de distribucién

binaria.

El modelo completo preliminar incluyd las variables explicativas descritas
anteriormente. No se encontraron interacciones significativas entre las fuentes de
variacion; por lo tanto, el modelo final incluyé sélo los efectos principales. Se
obtuvieron estadisticas descriptivas con el procedimiento FREQ de SAS (SAS

Inst. Inc., Cary, NC). Este procedimiento también se utiliz6 para calcular los
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intervalos de confianza del 95% para los pocentajes de parto. Los datos del
tamafo de la camada se analizaron para determinar su distribucién gaussiana y
los coeficientes de asimetria y curtosis (PROC UNIVARIATE en SAS) para medir
la asimetria de distribucion y el punto maximo. Esta variable no estaba
normalmente distribuida; por lo tanto, el tamafio de la camada se analiz6 con la
prueba de Wilcoxon (PROC NPARIWAY de SAS) para probar la hipotesis nula

de que no hubo diferencias en el tamafio de la camada entre los grupos.
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RESULTADOS

De las 78 perras que fueron inseminadas quirdargicamente con semen fresco y
sin diluir, 56 (71.8%) parieron camadas con un tamafio promedio de 3.04 + 1.76
crias con una gran variacion entre las perras. El parto de cachorros muertos fue
de 7.23%, la mayoria de ellos asociados con anasarca. El paladar hendido se
presentd en el 2.6% de los cachorros, mientras que el 8,6% de los cachorros
presentaron anasarca. Los cachorros con hernias inguinales o umbilicales
comprendieron el 4.6% de todos los animales paridos. Se detectd piometra en al
menos uno de los cuernos uterinos en el 7.1% de las perras durante el

procedimiento de cesérea.

La aplicaciéon de oxitocina en el Utero en la IA no afecto el pocentaje de parto ni
el tamafo de la camada (P > 0.1). El pocentaje de crias obtenida con perras que
pesaban <23 kg, fue menor (P < 0.05) que las perras con peso corporal (PC) >
23 kg (Cuadro 3). Las perras inseminadas con > 45% de células escamosas
(cornificadas) en los frotis vaginales fueron significativamente mas propensas (P
< 0.05) a parir que las inseminadas con <45% de células escamosas. Se
observaron menos partos (P < 0.05) en las perras en las que se depositaron <4
mL de semen que en las perras inseminadas con =4 mL de semen. Las células
de esperma totales depositadas en el Gtero no afectaron el pocentaje de parto y
el tamafio de la camada (P > 0.1). Las perras inseminadas con concentraciones
séricas de P4 > 14 ng / mL tuvieron la misma probabilidad de quedar gestantes
gue aquellas perras inseminadas con concentraciones séricas de P4 < 14 ng /
mL. La Unica variable asociada con el tamafio de la camada fue el PC (Cuadro
4); cuanto mas pesadas son las perras al momento de la Al, mayor es el tamafio

de la camada.
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Cuadro 3. Pocentaje de partos en funcién de los potenciales determinantes del

parto en 78 inseminaciones intrauterinas quirargicas en perras Bulldog inglés.

Variables Porcentage 95% IC
Aplicacién de oxitocina en el Utero

Si 42.1(8/19) 20.2-66.5

No 72.9 (43/59) 59.7 —83.6
Peso corporal (kg)

<23 63.8 (30/47)2 48.5-77.3

> 23 83.9 (26/31)> 66.3 —94.6
Células intermedias pequefas (%)

<3 69.4 (34/49) 54.6-81.8

>3 75.9 (22/29) 56.5-89.7
Células intermedias grandes (%)

<12 66.7 (30/45) 51.1-80.0

> 12 78.8 (26/33) 61.1-91.0
Células superficiales parcialmente cornificadas (%)

<40 73.5(25/34) 55.6-87.1

> 40 70.5 (31/44) 54.8-83.2
Células superficiales completamente cornificadas (%)

> 45 82.6 (38/46)* 68.6 —92.2

<45 56.3 (18/32)> 37.3-73.6
Progesterona sérica (ng/mL)

<14 76.5 (26/34) 58.8 —89.3

> 14 68.2 (30/44) 52.4-81.4
Volimen de semen (mL)

<4 54.3 (19/35)* 36.7-71.1

>4 86.1 (37/43)®8 72.1-94.7
Total de células de esperma aplicadas en el Gtero (x 10°)

< 1500 75.6 (31/41) 59.7 —87.6

> 1500 67.6 (25/37) 50.2-82.0

IC, intervalo de confianza
abgn columnas, las medias con diferente superindice difieren (P < 0.05).
ABEn columnas, las medias con diferente superindice difieren (P < 0.01).
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Cuadro 4. Tamafio de la camada en funcion de los determinantes potenciales de
crias multiples en 50 inseminaciones intrauterinas quirdrgicas en perras Bulldog

inglés.

Variables n Tamano de Rango 95% IC
camada
Aplicacion de oxitocina en el Utero
Si 39 2.75+1.50 1- 0.36 —5.14
No 11 2.97 +1.63 - 2.44 - 3.50
Peso corporal (kg)
<23 25 2.30 + 1.462 - 1.75-2.96
>23 25 3.72£1.79b - 2.98 - 4.46
Células intermedias pequeias (%)
<3 30 3.00+1.83 - 2.31-3.68
>3 20 3.10+1.68 - 2.31-3.89
Células intermedias grandes (%)
<12 24 3.04+1.94 - 2.22 - 3.86
>12 26 3.03+1.61 - 2.38 - 3.69
Células superficiales parcialmente
cornificadas (%)
<40 28 3.00+1.92 - 2.14-3.85
> 40 22 3.07+1.65 - 243-3.71
Células  superficiales  completamente
cornificadas (%)
<35 13 3.00+1.76 - 2.41 -3.59
> 35 37 3.15+1.82 — 2.05-4.25
Progesterona sérica (ng/mL)
<14 23 3.04+1.92 - 2.21 -3.87
> 14 27 3.05+1.65 - 2.38 - 3.69
Volumen de semen (mL)
<4 23 3.23+2.07 - 2.16 —4.30
>4 27 2.93+1.59 - 2.37-3.50
Total de células de esperma aplicadas en
el atero (x 109)
<1500 28 3.11+1.93 - 2.35-3.86
> 1500 22 2.95+1.55 - 2.26 - 3.64

IC, intervalo de confianza

aEn columnas, las medias con diferente superindice difieren (P < 0.01).



35

DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que se puede esperar un alto pocentaje
de partos después de la IA intrauterina en las perras Bulldog inglés, con una dosis
Gnica de semen fresco que contiene un numero adecuado de espermatozoides
moviles progresivamente. El pocentaje de partos del presente estudio es muy
cercana al 73.1% obtenido por Burgess et al. (2012) después de las
inseminaciones intrauterinas asistidas por celiotomia en una gran variedad de
razas de perros. Especificamente en perras Bulldog inglés en el estudio
mencionado anteriormente, el pocentaje de partos obtenida fue de 87.5%, que
es 18 puntos porcentuales més alto que el valor obtenido en el presente estudio.
Otros estudios que utilizan la deposicidbn de semen intrauterino quirdrgico han
informado pocentajes de parto de entre el 46% y el 100% (Tsutsui et al., 1989;
Silva et al., 1995; Ogasa et al., 2011). Sin embargo, las comparaciones entre los
estudios anteriores que utilizan la inseminacion intrauterina bajo anestesia
general son dificiles de comparar con el presente estudio, debido a la reduccién
en el numero de perras y diferentes procedimientos utilizados. Otra variable de
confusiéon es el uso de semen fresco, fresco, frio o congelado. A pesar de las
limitaciones en la comparacion de los estudios con IA intrauterina, el pocentaje
de partos en el presente estudio es comparable o mejor a otros estudios en los
se utiliz6 inseminacion intrauterina (Linde-Forsberg et al., 1999; Nizanski, 2005).

En el presente estudio, las perras mas pesadas presentaron un mayor pocentaje
de partos que las perras mas ligeras. Se ha observado que los animales con bajo
peso tuvieron un menor porcentaje de gestacién que las perras con puntaje de
condicion corporal ideal (Ortega-Pacheco et al., 2007), aunque el bajo peso en
las perras no es una limitacién para el nimero de ovulaciones y los ciclos del
estro normal en comparacion con las perras de peso ideal (Lawler et al., 1999;
Ortega-Pacheco et al., 2007). El hecho de que el pocentaje de reproduccion y el
peso corporal tienden a asociarse con los Bulldog inglés indica que, a su vez, se
correlacionan con las diferencias entre la poblacion en relacion a la ingesta de

nutrientes - energia y / o en la eficiencia de los procesos fisiolégicos.
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En el presente estudio, un mayor porcentaje de células superficiales vy
anucleares, completamente cornificadas en la vagina en la IA se relacion6 con
mayores porcentajes de parto. Durante el monitoreo de P4 en suero se observo
que los niveles de esta hormona continuaron aumentando en todas las perras por
encima de 5 ng / mL, lo que confirma la ovulacion y la luteinizacion (Hollinshead
y Hanlon, 2019). El hecho de que algunas perras tuvieran < 45% de células
vaginales cornificadas y la aparicién de células nucleadas redondas que indican
el inicio del "vaciamiento epitelial vaginal" y las altas concentraciones séricas de
P4 en la Al sugieren que algunas perras fueron sometidas a la Al cuando el
diestrus se acercaba (Antonov, 2017) y, por lo tanto, probablemente no fueron
inseminadas en el momento adecuado, resultando en una disminucion del
porcentaje de partos. Sin embargo, vale la pena mencionar que la confiabilidad
de la citologia vaginal para determinar el periodo de apareamiento 6ptimo es
controvertida porque el apareamiento de acuerdo con los hallazgos citolégicos
daria como resultado que solo el 28% de las perras se aparearan en el momento
adecuado (Hiemstra et al., 2001). Ademas, la citologia vaginal para estimar la
etapa del ciclo reproductivo varia entre los técnicos (Moxon et al., 2010) y los
estudios (Groppetti et al., 2015). Por lo tanto, parece que la infertilidad en la perra
estd altamente relacionada con practicas de manejo de reproduccién
inapropiadas en lugar de una incapacidad para concebir o llevar una camada a

término.

En el presente estudio, hubo una relacién positiva entre el volumen de semen 'y
los embarazos obtenidos. Por lo tanto, parece que los factores ligados al semen
aumentan la probabilidad de una prefiez exitosa en perras. Esto esta respaldado
por estudios que demuestran que la adicion de suero seminal o factores
seminales puede mejorar el éxito del embarazo en diferentes mamiferos
(Bromfield, 2014). Durante décadas, se pensd que la Unica funcion del suero
seminal era un medio de transporte para que las células espermaticas cruzaran

el tracto reproductivo femenino y proporcionaran sustratos metabolicos para
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sostener la viabilidad de los espermatozoides. Sin embargo, las evidencias
sugieren que el suero seminal tiene un papel importante en la mejora del éxito
temprano de la gestacion, mediante la modulacion de las adaptaciones celulares
y moleculares del entorno uterino esencial para facilitar los resultados de una
gestacion exitosa (Bromfield, 2016). De acuerdo con nuestro resultado, se
recomendaria un volumen de semen de al menos 4 mL por dosis para la

inseminacion intrauterina quirdrgica utilizando semen fresco no diluido.

El tamafio medio de la camada en este estudio fue de 3.04 (£ 1.76 DE), lo cual
no concuerda con lo observado por Burgess et al. (2012), quienes encontraron
un promedio de 5.8 cachorros por camada para las perras Bulldog inglés. Asi
mismo, Wydooghe et al. (2013) registraron una media de 6.0 cachorros para esta
raza, mientras que Borge et al. (2011) encontraron un tamafio promedio de
camada de 5.4 cachorros (37 camadas) para el Bulldog Inglés. En este ultimo
estudio, el 8,2% de las crias neonatales tenian una patologia fetal, principalmente
palatosquisis y anasarca, una cifra muy similar a la observada en nuestro estudio.
Se ha observado que tanto para la palatosquisis (Wydooghe et al., 2013) como
para las crias con anasarca (Hopper et al.,, 2004) existe una predisposicion
familiar, ya que estas malformaciones ocurren cuando se utilizan ciertos perros
machos. Sin embargo, esta vision no esta del todo apoyada por el presente
estudio porque las malformaciones observadas fueron altas a pesar de que se
utilizé semen de 10 machos no relacionados. El bajo tamafio medio de la camada
gue se observé en el estudio se debid, en parte, a cuatro casos de piometra que

coexisten con la gestacion; en todos estos casos solo se obtuvo un cachorro.

En el presente estudio, las perras con mayor peso corporal tuvieron camadas
mas grandes, lo que esta de acuerdo con las observaciones de otros
investigadores (Thomassen et al., 2006; Borge et al., 2011; Burgess et al., 2012),
donde se documenta que el tamafo de la camada se ve afectado por el peso o
tamano de la perra. Se ha observado que las perras de tamafo mediano y grande

tuvieron mas ovulaciones que las de tamafio pequefio (Ortega-Pacheco et al.,
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2007), aunque el tamafo de la camada no corresponde necesariamente al
namero de cuerpos luteos debido a la mortalidad embrionaria (Ortega-Pacheco
et al., 2006). Estudios anteriores han demostrado una correlacion entre la calidad
del semen y el tamafio de la camada (Linde-Forsberg et al., 1989; Hollinshead y
Hanlon, 2019), con camadas mas pequefas en las que el semen utilizado es de
calidad inferior, congelado / descongelado. Sin embargo, bajo las condiciones de
este estudio donde el volumen de semen y el total de espermatozoides utilizados
por inseminacién eran mucho mas altos que los publicados anteriormente,
guedando claro que la calidad y cantidad de semen maximizaba el tamafio de la

camada.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este ensayo clinico refuerzan la observacion de que se puede
esperar un pocentaje de parto aceptable después de la inseminacion artificial
intrauterina quirdrgica de la perra Bulldog inglés con semen fresco que contiene
un numero adecuado de espermatozoides moviles progresivamente. Ademas,
estos hallazgos proporcionan evidencia de que los pocentajes de crianza y el
tamafo de la camada mejoran con el peso corporal de las perras >23 kg. Es
importante destacar que estos hallazgos indican que los pocentajes de crianza
con inseminacion intrauterina se maximizan con la aplicacién de 24 mL de semen

con mas de 300 x 10° células espermaticas progresivamente moviles.
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