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EFECTO DE LAADICION DE FLUIDO PROSTATICOAUTOLOGOY
HETEROLOGO SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA DEL
SEMEN CANINO

ErFFecT oF ADDING AuTOLOGOUS OR HETEROLOGOUS PROSTATIC FLUID ON
CANINE SPERM QUALITY

Alfonso Sanchez R.*?, Cristébal Bravo V.!

RESUMEN

Se evalué el efecto de la adicion de fluido prostatico autologo o heterélogo al semen
canino incubado a 38 °C (termorresistencia) sobre la motilidad y vigor espermatico. Se
colectaron 15 eyaculados de perros Bulldog inglés adultos, mediante manipulacion digital,
recuperando por separado la fraccién espermatica y las fracciones prostaticas. Estas
Gltimas fueron procesadas y conservadas a -18 °C. Se hizo un espermiograma a cada
eyaculado y se fraccionaron en tres partes de 0.5 ml, agregandoseles 1 ml de fluido
prostatico autélogo, fluido prostatico heterélogo o suero fisiolégico. Las muestras fue-
ron incubadas a 38 °C por 60 minutos, haciendo mediciones de motilidad progresiva y
vigor espermatico a los 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Los resultados mostraron una disminu-
cion lineal de ambos parametros con el tiempo de incubacién en los tres medios, sin haber
diferencia estadistica entre medios o entre tiempos de incubacion. Se concluye que la
motilidad progresivay el vigor espermatico de semen canino diluido con fluido prostatico
autologo o heterologo fueron similares al semen diluido con suero fisioldgico.

Palabras clave: semen canino, fluido prostatico, termorresistencia espermatica

ABSTRACT

The effect of adding autologous or heterologous prostatic fluid in canine sperm and
incubated at 38 °C (thermoresistance) on sperm motility and spermatic vigor was evaluated.
Fifteen ejaculates were collected from mature English bulldog by digital manipulation.
The sperm fraction and the prostatic fractions were kept separated during the collection.
Prostatic fluids were processed and stored at -18 °C. An spermiogram was done for each
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ejaculate and then distributed in three aliquots of 0.5 ml and added 1 ml of autologous
prostatic fluid, heterologous prostatic fluid or saline solution. The samples were incubated
at 38 °C for 60 minutes measuring the progressive motility and spermatic vigor at 0, 15, 30,
45 and 60 minutes. The results showed a lineal decreased for both parameters during the
evaluation period, and without statistical difference between treatments or times of
incubation. It is concluded that the progressive motility and spermatic vigor of canine
semen diluted with prostatic fluid either analogous or heterologous were similar to those

on saline solution.

Key words: canine semen, prostatic fluid, spermatic thermal resistance

En la actualidad, dado que la crianza de
perros es una aficion y mercado de distribu-
cion mundial, la adecuada evaluacion de los
reproductores y del semen, la preservacion
del esperma y la inseminacion artificial (1A)
se han constituido en temas de alto interés,
tanto para médicos veterinarios como para
criadores.

En la mayoria de especies de interés
zootécnico, la 1A es una biotecnologia em-
pleada fundamentalmente para acelerar el
mejoramiento genético; sin embargo, en la
reproduccion canina tiene, ademas, una serie
de aplicaciones clinicas, destacandose como
una herramienta para la solucion de proble-
mas fisicos en el apareamiento, caracteristi-
cos de razas tales como el Bulldog Inglés
(Sanchez et al., 2006). La IA se ha converti-
do en una préctica habitual en el manejo
reproductivo canino, reportandose que alre-
dedor del 65% de las inseminaciones se rea-
lizan con semen recién recolectado y deposi-
tado con un catéter a nivel vaginal (Linde-
Forsberg, 2006).

El volumen del eyaculado canino varia
de acuerdo al tamafio de los reproductores, y
fluctta entre 1 y 40 ml. Presenta tres frac-
ciones, siendo la primera y la tercera de ori-
gen prostatico y la segunda es la fraccion rica
0 espermatica que contiene a los
espermatozoides. Hasta el 90% del volumen
total del eyaculado puede estar constituido
por fluido prostatico (Farstad, 2010).
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El volumen de semen apropiado para
realizar la IA se encuentraentre 2y 8 ml. En
aquellos casos en que el volumen seminal sea
pequefio, como puede ocurrir con razas pe-
qguefias 0 en machos con alteraciones
prostaticas, se recomienda incorporar un
diluyente seminal o fluido prostéatico a la se-
gunda fraccién del eyaculado (Linde-
Forsberg, 2006).

En la clinica reproductiva, especialmente
en la valoracion androldgica y para la IA, se
debe evaluar la calidad seminal para deter-
minar la fertilidad potencial de los
reproductores. En el caso del canino, al igual
gue en otras especies, se consideran
pardmetros tales como motilidad progresiva,
morfologia espermatica y concentracién
espermatica (Root Kustritz, 2007). No obs-
tante, uno de los desafios para el trabajo de
terreno o en la clinica diaria es la busqueda
de técnicas simples de evaluacion. Una prue-
ba sencilla y de bajo costo es la prueba de
termorresistencia espermatica, desarrollada
por Dimitropulus (1967) para la valoracién
de la fertilidad potencial de espermatozoides
bovinos.

Considerando la posibilidad de aumen-
tar el volumen de las dosis de semen sin alte-
rar la calidad espermatica, el presente estu-
dio tuvo por objetivo evaluar el efecto de la
adicion de fluido prostatico autdlogo, fluido
prostatico heter6logo y suero fisioldgico al
semen canino incubado a 38 °C (termore-
sistencia) sobre la motilidad espermatica.
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Obtencion de Semen

El estudio se realizé en el Hospital Cli-
nico Veterinario de la Universidad Santo To-
mas, Sede Vifia del Mar, Chile. Se utilizaron
cinco canes machos adultos de la raza
Bulldog Inglés, clinicamente sanos. Los ca-
nes tenian entre 1.5 a 3.5 afios y 25.7 + 2.7
kg de peso corporal.

Se colectd un total de 15 eyaculados.
El semen se recolectd6 mediante el método
de manipulacion digital en un vaso temperado
a 38 °C. La fraccion espermatica y el fluido
prostatico fueron recuperados en vasos co-
lectores distintos.

Espermiograma

Los eyaculados fueron evaluados segln
el procedimiento descrito por England y Allen
(1989) y Sanchez et al. (2006), registrando-
se volumen, color, pH, motilidad progresiva
(porcentaje de espermatozoides con movi-
miento de avance progresivo), vigor
espermatico (intensidad del movimiento, me-
dido en una escala de 0 a 5, donde 0: sin mo-
vimiento, 5: fuerte movimiento de avance),
vitalidad espermatica, concentracion y mor-
fologia espermatica.

Fluido Prostatico

Se hicieron colectas previas de semen
para la obtencion de fluido prostéatico,
obteniéndose de la tercera fraccion del
eyaculado entre 3 y 5 ml de cada macho.
Una vez colectado, el fluido prostatico fue
depositado en tubos plasticos estériles y
centrifugados a 3000 rpm por 5 min. El
sobrenadante se paso a través de un filtro de
membrana para jeringa de 25 mm de diame-
tro y poros de 0.45 um. El filtrado se transfi-
ri6 en volimenes de 1 ml a microtubos y se
almacen¢ a -18 °C (Néthling y Volkmann,
1993).
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Para los fines de este estudio, se consi-
dera como fluido prostético autélogo (FPA)
aquel que corresponde al mismo dador de la
fraccion espermatica y fluido prostatico
heter6logo (FPH) aquel que corresponde a
un dador distinto al de la fraccion espermética.

Preparacion de las Muestras

Previo a la obtencién de cada eyaculado
se descongel6 un vial de FPAy otro de FPH.
Para esto, los viales fueron puestos en bafio
maria a temperatura controlada de 37 °C por
5 min.

Cada fraccion espermatica colectada
(n=15) se dividio en tres alicuotas de 0.5 ml
cada una y depositadas en tubos de
microcentrifugado. Se agreg6 1 ml de FPA, FPH
o suero fisiolégico (cloruro de sodio 0.9 %) en
las alicuotas correspondientes. La concen-
tracion espermatica en cada muestra diluida
a incubar (1.5 ml) fluctud entre 125 x 10% y
175 x 106 espermatozoides.

Prueba de Termorresistencia Esperma-
tica

Las muestras fueron incubadas por una
hora en un bafio controlado a 38 °C, adaptan-
do la técnica original (Dimitropulus, 1967).
La motilidad progresiva y el vigor espermatico
fueron evaluados inmediatamente después de
realizada la dilucion de la fraccion
espermatica (tiempo 0) y a los 15, 30, 45y 60
minutos. La evaluacién de la motilidad se rea-
lizé en forma paralela en cada tiempo para
las tres muestras de cada eyaculado, toman-
do una gota de cada dilucion y colocandola
sobre un portaobjeto temperado a 38 °C. Las
muestras fueron observadas en un micros-
copio de campo claro, con objetivos de 40X y
100Xy un ocular de 10X.

Andlisis Estadistico
Los datos fueron transformados a valo-

res angulares (angulo = arcoseno x) para lle-
varlos a la distribucion normal (Zar, 1999).
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Se empled el andlisis de varianza para deter-
minar diferencias estadisticas en la motilidad
espermatica segun el tiempo de incubacion
(0, 15, 30, 45 y 60 min) y la prueba de Tukey
para determinar diferencias entre tratamien-
tos. Asimismo, se hizo el analisis de correla-
cion de Pearson para la comparacion en los
tiempos de evaluacion. Se trabajo con el pro-
grama estadistico Prism® v. 3.0.

REsuLTADOS

Los machos respondieron satisfactoria-
mente al método de extraccion de semen y
las variables seminales se ubicaron dentro de
los rangos descritos como normales para la
especie (Cuadro 1) (England y Allen, 1989;
Root Kustritz, 2007).

En la prueba de termorresistencia esper-
matica, la motilidad progresiva y el vigor
espermatico mostraron una disminucion lineal
segun el tiempo de incubacion en los tres
medios utilizados como dilutores (p<0.05), sin
haber diferencia significativa entre dilutores
(Cuadros 2 y 3). No obstante, cabe destacar
gue la motilidad progresiva en los esper-

matozoides incubados con suero fisiol6gico
fue levemente superior a la motilidad obser-
vada con fluido prostatico en todos los tiem-
pos de incubacioén (Cuadro 2).

Discusion

La prueba de termorresistencia esper-
matica tiene por principio la exposicion de los
espermatozoides a las condiciones fisiologi-
cas de temperatura del tracto genital femeni-
no, a fin de estimar su capacidad de mante-
ner la motilidad espermatica (Dimitropulus,
1967). La temperatura intravaginal canina
fluctta entre 37.5 y 38.5 °C (Maeder et al.,
2012). En la deposicion del semen a través
de la monta natural o inseminacion
intravaginal tradicional, los espermatozoides
se encuentran expuestos a dichas tempera-
turas hasta que ocurra la migracion hacia las
porciones anteriores del tracto genital
(England et al., 2006). En este proceso, el
fluido prostatico como componente del plas-
ma seminal tiene, entre otras funciones, faci-
litar el avance de los espermatozoides y pro-
tegerlos de las condiciones adversas del am-
biente vaginal (Farstad, 2010).

Cuadro 1. Caracteristicas de semen fresco (n=15 eyaculados) de cinco perros Bulldog

Inglés sexualmente activos

Variable seminal Promedio Ds:g:g;?n
Volumen (ml) 2.6 0.5

pH 6.5 0.3
Concentracién espermatica (x10%/ml) 328 30.7
Espermatozoides totales (x10°) 626 158.2
Motilidad progresiva (%) 85 5.1
Vigor espermético (0-5) 4.6 0.5
Espermatozoides vivos (%) 929 1.8
Espermatozoides normales (%) 85.1 3.6
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Cuadro 2. Motilidad progresiva (%) (media + d.e.) de espermatozoides caninos diluidos en
suero fisiolégico, fluido prostatico autélogo o heterélogo e incubados a 38 °C

(n=15 eyaculados)

fl'lempo_t?e o Fluido prostatico Fluido prostatico
incubacion Suero fisiologico . .
. autélogo hetero6logo
(minutos)
0 85.4+4.38 85.2+5.8 85.0 +5.0
15 79.0+7.9 78.5+8.1 76.2 £ 8.5
30 70.0 £10.2 68.7 +10.8 65.1+11.0
45 60.1+12.4 578 £13.1 524+ 12.8
60 50.3+14.2 48.8 +15.3 46.5+16.0

Cuadro 3. Vigor espermético’ (media + d.e.) de espermatozoides caninos diluidos en suero
fisiologico, fluido prostético autélogo o heterdlogo e incubados a 38 °C (n=15

eyaculados)

Tlempo_Qe o Fluido prostatico Fluido prostatico
incubacion Suero fisiologico . .
. autélogo heter6logo
(minutos)
0 45+04 43+05 4.2+ 05
15 42104 42 +05 4.0+ 06
30 36+05 35104 3.4+05
45 32+£03 3.1+£03 3.0+ 04
60 2.7+05 27+05 25+ 06

Y Intensidad del movimiento espermatico individual (0-5). 0: sin movimiento, 1: movimiento de flagelo
sin avance, 2: movimiento en circulo, 3: avance sinuoso y lento, 4: avance moderado, 5: avance

fuerte

Los medios empleados en el presente
estudio fueron ensayados para comparar su
capacidad de favorecer o proteger a los
espermatozoides en el tracto genital femeni-
no y proponerlos como opcion para aumen-
tar el volumen de las dosis de semen en la
IA. Los resultados mostraron un comporta-
miento similar de los tres medios durante los
60 minutos de la prueba de termorresistencia,
indicando la ausencia de un efecto positivo
sobre la motilidad progresiva y el vigor
espermatico del fluido prostatico adicional que
fuera empleado como diluyente. Por otro lado,
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la disminucion de estos parametros durante
el proceso de incubacion podria atribuirse a
un rapido agotamiento del oxigeno disponible
dado el metabolismo aerdbico de los
espermatozoides (O’Connell et al., 2002).

En la préctica de la IA con semen fres-
co es habitual colectar la fraccion espermatica
y parte de la tercera fraccion del eyaculado
con el proposito aumentar el volumen de las
dosis de semen (Linde-Forsberg, 2006). En
el presente estudio, la adicion de un mayor
volumen de fluido prostatico, autélogo o
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heter6logo, no mejoré la motilidad ni el vigor
espermatico en comparacion con el uso de
suero fisiolégico.

La funcion precisa del fluido prostatico
canino en el tracto reproductor de la hembra
es una interrogante y ademas, motivo de con-
troversia (England et al., 2012). Es poco lo
gue se conoce sobre el efecto del fluido
prostatico en la funcién espermatica, tanto
en semen fresco como en semen refrigerado
o congelado (Farstad, 2010). England (1993)
y Rota et al. (1995) describen un detrimento
significativo de la motilidad progresiva de
espermatozoides almacenados con fluido
prostatico en condiciones de congelacion y
refrigeracion, respectivamente, recomendan-
do el fraccionamiento y centrifugacion del
semen a fin de eliminar el plasma seminal.
Sin embargo, N6thling y Volkmann (1993) y
Nothling et al. (2005) destacan que la incor-
poracion de fluido prostatico autdlogo al se-
men congelado-descongelado mejora las ca-
racteristicas de motilidad progresiva y la fer-
tilidad del mismo. Asimismo, Hori et al. (2009)
trabajando con espermatozoides epididimarios
caninos recuperados con fluido prostatico y
England et al. (2012) utilizando fluido
prostatico en semen descongelado para
inseminaciones transcervicales describen un
efecto positivo sobre la calidad espermatica
y la fertilidad.

CONCLUSIONES

La motilidad progresiva y el vigor
espermatico de semen canino diluido con flui-
do prostatico autélogo o heterélogo fueron
similares al semen diluido con suero fisiol6gi-
co en la prueba de termorresistencia.
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