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RESUMEN

El perro sin pelo del Peru es una raza reconocida como patrimonio cultural de la
nacion. Para poder preservar y conocer esta raza es importante conocer las
caracteristicas seminales normales. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
caracterizar el semen del perro sin pelo del Perd en un grupo de machos
clinicamente normales. Quince machos de raza Perro sin pelo del Pera de
edades entre 1 a 5 afos, inscritos en el Kennel Club Peruano fueron utilizados
para colectar semen (n = 15) mediante manipulacion digital. Inicialmente se
realiz6 un espermatograma basico y se registré el volumen, color, la motilidad y
concentracion espermatica. Posteriormente se evalu6 la funcionalidad y se
utilizaron 3 alicuotas de 100 uL de cada muestra para evaluar (1) viabilidad
espermatica (SYBR-14 y loduro de Propidio), (2) Potencial de membrana
mitrocondrial (PMM) (MitoTraker Deep Red FM), y (3) integridad acrosomal
(FITC-PSA/PI). Cada alicuota fue incubaba a 38°C por 10 minutos en oscuridad.
Las lecturas fueron realizadas utilizando un citbmetro de flujo con sistema
analizador de imagenes, adquiriendo 10 mil eventos compatibles con
espermatozoides. Se consideraron espermatozoides vivos a aquellos que
presentaron fluorescencia verde (SYBR14), espermatozoides muertos a
aguellos que presentaron fluorescencia roja (Pl), espermatozoides con alto PMM
a aquellos que presentaron fluorescencia naranja (Mito Tracker) en la pieza
media y espermatozoides con dafio acrosomal a aquellos que presentaron
fluorescencia verde (FITC-PSA) en la regién acrosomal. El valor promedio para
el volumen fue de 6.13 mL + 5.01, el color fue blanquecino, la motilidad tuvo un
valor promedio de 66.67+ 18.87 %, la concentracion espermatica tuvo un valor
promedio de 262.7 x 10% + 36.78x10° espermatozoides/mL. Los valores
obtenidos mediante citometria de flujo fueron 77.74% * 17.62% de viabilidad
espermatica; 85.95% + 12.91% de PMM y 73.95% * 25.13% viabilidad/integridad
acrosomal. Estos resultados representan el primer reporte sobre las
caracteristicas seminales de esta raza y podrian constituir una base para futuras
investigaciones, como también valores de referencia para una mejor seleccion
de machos reproductores orientados a la preservacion del perro sin pelo del

Perd.

Palabras clave: Perro sin pelo del Pert, semen, citometria de flujo.
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ABSTRACT

The hairless dog of Peru is a race recognized as the nation's cultural heritage. In
order to preserve and know this breed it is important to know the normal seminal
characteristics. Therefore, the objective of this study was to characterize the
semen of the Peruvian hairless dog in a group of clinically normal males. Fifteen
breed males of Peruvian hairless dog aged between 1 and 5 years, enrolled in
the Peruvian Kennel Club were used to collect semen (n = 15) by digital
manipulation. Initially, a basic spermatogram was performed and volume, color,
motility and sperm concentration were recorded. Subsequently, the functionality
was evaluated and 3 aliquots of 100 pL of each sample were used to evaluate
(1) sperm viability (SYBR-14 and Propidium lodide), (2) Mitochondrial membrane
potential (MMP) (MitoTraker Deep Red FM), and (3) acrosomal integrity (FITC-
PSA / Pl). Each aliquot was incubated at 38 ° C for 10 minutes in the dark. The
readings were made using a flow cytometer with an image analyzer system,
acquiring 10,000 events compatible with sperm. Live spermatozoa were those
that showed green fluorescence (SYBR14), killed spermatozoa to those that
showed red fluorescence (Pl), spermatozoa with high PMM to those that showed
orange fluorescence (Mito Tracker) in the middle piece and sperm with acrosomal
damage to those that presented green fluorescence (FITC-PSA) in the acrosomal
region. The average value for the volume was 6.13 mL = 5.01, the color was
white, the motility had an average value of 66.67 + 18.87%, and the sperm
concentration had an average value of 262.7 x 108 + 36.78x106 sperm / mL. The
values obtained by flow cytometry were 77.74% + 17.62% sperm viability; 85.95%
+ 12.91% of PMM and 73.95% + 25.13% viability / acrosomal integrity. These
results represent the first report on the semen characteristics of this breed and
could constitute a basis for future research, as well as reference values for a
better selection of breeding males oriented to the preservation of the Peruvian

hairless dog.

Key words: Peruvian hairless dog, semen, flow cytometry.
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l. INTRODUCCION

La raza canina “Perro sin Pelo del Peru” fue reconocida como patrimonio
nacional por ser una raza oriunda del Perud, reconocida por la Federacion
Cinoldgica Internacional (FCI) el 12 de junio de 1985 como nueva raza. A esta
raza se le atribuye ciertas propiedades curativas. Se dice que, en el antiguo Peru,
existen representaciones de estos perros en ceramicas, pinturas rupestres y
cuadros en diferentes culturas. Se cree que estos perros eran acomparnantes en
rituales y también eran perros que acompafiaban a sus duefios en trabajos de
caseria. En el periodo incaico, estos perros eran guardados en los palacios y
solo se soltaban de noche para que no se junten con otros perros, ya que estos
perros pertenecian a la realeza. Existia una buena seleccion de esta raza y solo

se podian reproducir entre ellos (Osorio y Galvez, 2015; FCI, 2013).

Los ejemplares de esta raza canina, en especial los de tamafio grande, tienen
un gran numero de camadas que superan las 6 crias por parto, y esto podria ser
por el factor macho o hembra. En la actualidad no se tienen parametros ni datos,
tanto en el macho como en la hembra en el aspecto de la reproduccioén, pero
existe la tendencia equivocada de responsabilizar a la hembra cada vez que
tenemos malos indices reproductivos o no esperados, no obstante, el macho
tiene un rol importante en la fertilidad de los canidos y mas aun cuando un macho

debe cubrir varias hembras (Tello et al., 1988).

En la actualidad muchos criadores realizan una evaluacion de fertilidad de sus
machos reproductores, para lo cual se necesita evaluar los parametros
seminales: tanto macroscoépica y microscopicamente (Tello et al., 1988); como
son el color, que debe ser blanco lechoso de aspecto cremoso. Este color
dependera de la concentracién espermatica (Angulo, 2011) y de la raza, como
en el Pastor Aleman tiene un color blanco brilloso (Tello et al, 1988) y con aspecto
acuoso. Este color también puede variar por la presencia de sangre o por el
hecho que esté contaminado (Lissette, 2012). El semen tiene un olor

caracteristico que se denomina “Sui generis” (Angulo, 2011).

El volumen del semen se expresa en mL y esta influenciado por la raza, por
ejemplo, en el Pastor Aleman, considerado de raza grande, tiene un promedio
de 22,90 mL (Tello et al, 1988) y en razas pequefas el valor es menor.
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Otros factores que influyen en el volumen son: edad, excitacion del animal, peso

del animal; teniendo como promedio de volumen seminal para la especie de 1 a
30 mL, el pH promedio es de 6,3 a 6,7 (Fernandez et al, 2015). En el aspecto
microscopico, la concentracion de los espermatozoides se ve influenciado por la
raza. Por ejemplo, en la raza Pastor Aleman tenemos una concentracion de
439,6x108/mL, Pastor de Mallinois 456,3x108/mL (Reatiaga, 2015) y Syberian
Husky 338x10%/mL (Sanchez y Rulbibar, 2001). Estos valores nos indican
claramente la diferencia de concentracion espermatica por razas, se toma para
todas las razas como promedio de concentracion espermatica 300 a 2000
x108/mL de espermatozoides (Angulo, 2011). La motilidad espermatica también
se ve influenciado por la raza. La cual se mide en porcentajes (%). Por ejemplo,
en las razas Boxer y Labrador, tenemos una motilidad progresiva de 83,8%, en
Pastor Belga Mallinois 83,3%, en el Pastor Aleman 78,4% y en otras razas un
80% (Reatiaga, 2015; Lissette, 2012).

Otro parametro medible es la morfologia de los espermatozoides. Se puede dar
alteraciones en los testiculos o en el epididimo y el manejo, pero también se
demostro que existe una diferencia entre razas. Se mide en porcentaje, teniendo
valores como: en el Pastor Aleman con 78%, en el Dalmata 88%, en el Labrador
80%, en el San Bernardo con 75%. Se recomienda que no baje de 70% de

espermatozoides morfolégicamente sanos en los perros (Angulo, 2011).

Las evidencias de la variacién de caracteristicas seminales en otras razas
caninas hacen pensar que el semen del Perro sin Pelo del Peru, también podia
presentar caracteristicas particulares aun no descritas. Por lo tanto, el objetivo
del presente estudio fue caracterizar los aspectos basicos y funcionales del

semen de la raza del Perro sin Pelo del Perd.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1 Historia del Perro sin Pelo del Peru

El perro sin pelo del Pert también conocido en el norte del Perd como viringos,
ccala o calatos, sechura o chimo por la cultura Chimu (Weiss, 1970), en la ciudad
del Cusco se le conoce como perro orquideo debido a que el color se le asemeja

a algunas variedades de orquideas (Maniero, 2015).

Existen varias hipotesis sobre la llegada o la aparicidén de estos perros en el Peru.
Existen diferentes hipotesis como el del Xoloitzcuintle o mejor conocido como el
perro calato mexicano. Todos los datos disponibles, indican que su origen fue en
el occidente de México y posteriormente se disperso a la region Maya y al centro
de México (Valadez y Mestre, 2007). Se cree que los antiguos Aztecas llevaron
al Xoloitzcuintle del territorio mexicano al andino hace unos 3300 afios
aproximadamente (Vasquez et al., 2016), donde hubo contacto cultural entre
Mesoamérica y Sudamérica, lo que se confirma con las pruebas esculturales,
porque se encontraron vasijas similares en La Libertad, Pera, Anahuac, México
y Quito, Ecuador (Vasquez et al., 2016). Otro registro arqueobotanico que nos
hace pensar que hubo contacto entre culturas, son los restos macrobotanicos de
maiz (Bird, 1990).

Por lo tanto, se cree que la primera colonia fundadora del perro mexicano habria
llegado aproximadamente hace 3300 afios a territorio peruano (Vasquez et al.,
2016). Esta raza habria tenido acogida por sus peculiaridades morfolégicas y el
culto que se les brindaba. Se cree que una colonia fundadora de Xoloitcunintle
fue el origen del perro sin pelo del Peru y, a partir de esta colonia, se forma una

nueva raza primitiva.

El aislamiento geografico que tuvo esta raza facilita la deriva genética y se
produjeron mutaciones genéticas, que provocaron cambios en el fenotipo del
perro (Maniero, 2015). En el periodo incaico, se cree que eran muy comunes los
de color negro y gris, sin embargo, cuando nacia uno de color cobre o dorado,
era presagio de buena suerte para la comunidad y los sacrificaban en ofrenda a
sus dioses y solo los de la nobleza podian tener perros calatos (Osorio y Galvez,
2015), hasta que en cierta ocasion un gobernador prohibi6 el sacrificio de estos

14
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ejemplares porque eran de color del Dios sol y de esta forma se salvo de ser

extinto esta variedad del perro sin pelo del Pera (Maniero, 2015).

El perro sin pelo del Pera vivia en palacios, templos y lugares sagrados donde
eran venerados. En la actualidad, se pueden encontrar cerdmicas que
representan al perro sin pelo del Pert en el Museo Nacional de Arqueologia,
Antropologia e Historia del Perd, con ello se puede comprobar que el perro sin
pelo del Perl estaba en todo el territorio del Tahuantisuyo. También se
encontraron ceramicas representando al perro sin pelo del Pera en diferentes
culturas pre incas, como las culturas Moche, Vicus, Chancay y Chimu (Vasquez
et al., 2016). Una vez que ocurrié la conquista por los espafioles, esta raza
empezd a ser sacrificada, porque pensaban que servia para realizar brujeria y
actos diabdlicos, incluso casi llegando a la extincion de esta raza canina. Hubo
un pequeio grupo de pobladores que rescataron a algunos perros sin pelo del
Pert y vivieron algunos siglos mas. En el siglo XX, estos ejemplares fueron
criados por hacendados de La Libertad y Piura, mas no faltaron personas que
preservaron la raza hasta nuestros dias. En la actualidad se pueden observar
ejemplares en las calles del norte del Perd como por ejemplo Piura (Maniero,
2015; Vasquez et al., 2016). También en la actualidad existen criaderos que se
dedican exclusivamente a la crianza de esta raza y su preservacion respetando

los pardmetros del estandar (Maniero, 2015).
a. Estandar del Perro Sin Pelo Del Peru

El encargado de realizar el estandar de esta raza fue el Cinélogo Ermano
Maniero, siendo aprobado por la FCI el 12 de junio de 1985, como de origen
peruano, con el nombre de Perro sin Pelo del Perq, el cual, hasta la fecha, tuvo

5 actualizaciones (Maniero, 2015).

El perro sin pelo del Peru es utilizado como perro de compafia. Pertenecen al
grupo 5 perros tipo Spitz y tipo primitivo, sin prueba de trabajo (FCI, 2013) y el

estandar de la raza es como se menciona en el Cuadro N°1.
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Cuadro N°1. Estandar del Perro Sin Pelo del Peru.

Caracteristicas Descripcion

Es un perro esbelto, elegante cuyo aspecto expresa

Apariencia general velocidad, fuerza y armonia.

Relacién altura — cruz es de 1:1, en hembras el cuerpo
Proporciones es ligeramente mas largo que los machos.

importantes

Es noble y afectuoso, pero desconfiado con los extrafios.

Temperamento

De conformacion lupoide.

Craneo: Mesocéfalo ortoide, es ancho afilandose a la
punta de la nariz, stop poco marcado.

Cabeza Region facial: trufa bien pigmentada, la mordida debe ser
en tijera. En la variedad sin pelo, se acepta la falta de
algunas piezas dentarias, las orejas deberian ser erectas
en atencion y, en reposo, ligeramente tiradas hacia atras.

El cuello deberia ser ancho, arqueado vy
aproximadamente del mismo largo que la cabeza.

Cuello y piel La piel debe ser pegada, fina, elastica. El color en la
variedad desnuda se acepta en negro, negro ceniza,
cobre, bronce, marron oscuro, negro con manchas

excepto albinos.

Miembros anteriores: deberian ser aplomados, los codos

no deben sobresalir, los pies son ligeramente largos con

Miembros anteriores y | membranas interdigitales bien desarrolladas y color de
posteriores ufias negros de preferencia.

Miembros posteriores: musculos elasticos y redondos

notorios en las nalgas, visto de atras debe de ser bien

aplomado.

Pequefio: deberian ser de tamafio de 25-40 cms a la cruz
y de peso entre 4-8 Kg.
Tamafio y peso Mediano: deberian ser de tamarfio de 41-51 cms. ala cruz

y de peso entre 8-12 Kg.
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Grande: deberian ser de tamafo de 51-65 cms a la cruz
y de peso entre 12-30 Kg.

b. Importancia del Perro sin Pelo del Pera.

El perro sin pelo del Perl es una raza originaria de nuestro pais, fue reconocida
como patrimonio de la nacion. Esta raza esté siendo modificada genéticamente
por la irresponsable crianza de algunos criadores, modificando asi mas de dos
mil aflos de pureza genética. Esta raza y la mitologia que lo rodea es parte del

origen de muchas civilizaciones del Peru (Maniero, 2015).

El 22 de octubre del 2001, el Congreso de la Republica declar6 al perro sin pelo
del Pert como Patrimonio Nacional mediante la ley N°27537. Tres afios después
se cred un comité nacional que se encarga de la proteccion del perro sin pelo del
Peru conformado por entidades publicas y privadas. El 12 de junio del 2006, se
declar6 que, esa fecha, seria el dia del perro sin pelo del Pert (Osorio y Galvez,
2015).

El perro sin pelo del Pert debe ser conservado como era en la antigiiedad o
como los perros originarios, porque son piezas fundamentales para el
entendimiento de nuestra historia. Una de las caracteristicas mas resaltantes, es
la temperatura de esta raza, que esta entre 38.5° C — 42°C. Al tener la piel
desnuda da la sensacion de mayor temperatura. El perro sin pelo del Peru se
usaba como calentador natural por su temperatura elevada y se cree que alivia
dolores como reumatismo y artritis. En la actualidad los médicos humanos
recomiendan criar esta raza a las personas alérgicas al pelo, personas con
problemas bronquiales y asma, pues al no tener pelo no causa problemas
respiratorios (Osorio y Galvez, 2015; Maniero, 2015). Sin embargo, se realizé un
estudio en el perro sin pelo del Pert y se demostrd que tiene una temperatura
de 38.53°C, que se encuentra dentro del rango de la temperatura para la especie
que va desde 37.5°C — 39.5°C, dicho promedio encontrado de la temperatura es

lo normal o ideal para la especie (Fiestas, 2014).
2.2 Anatomia del aparato reproductor canino macho.

El aparato reproductor del canino estd compuesto por los siguientes 6rganos:
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- Uretra: Se divide en dos: uretra pelviana y uretra esponjosa. Su funcion
es transportar orina y espermatozoides de forma separada (Sorribas,
2005).

- Pene: Es el 6rgano copulador del macho (Stornelli y De la Sota, 2008).Es
un érgano con doble funcionalidad: dejar el semen dentro de la hembra 'y
expulsar la orina (Galiana y Valencia, 2008). El canino presenta el hueso
peneano o también llamado os penis (Sorribas, 2005)

- Prepucio: Es una vaina de piel que se encarga de envolver al pene en su
porcion distal. Tiene como Unica funcionalidad la proteccion del pene
(Paramo y Balcazar, 2005; Stornelli y De la Sota, 2008).

- Testiculo: Los testiculos son en numero de dos y tienen como funcion
principal la produccion de espermatozoides y testosterona (Galiana y
Valencia, 2008). El origen de los espermatozoides se da en los tabulos
seminiferos que se encuentran dentro de la estructura testicular (Sorribas,
2008).

- Epididimo: Se encuentra ubicada en la parte dorso lateral del testiculo y
se divide en 3 porciones: cabeza, cuerpo y cola (Stornelli y De la Sota,
2008). Su funcion principal es de proveer un ambiente adecuado para la
maduraciéon del espermatozoide, también sirve como reservorio de
espermatozoides (Sorribas, 2008).

- Conducto deferente: Asciende como un componente del cordon
esperméatico. Su Unica funcion es el transporte de espermatozoides
(Sorribas, 2008).

- Prostata: Es la Unica glandula accesoria en el canino (Stornelli y De la
Sota, 2008). El tamafio de este 6rgano varia de acuerdo a la raza y se
encuentra ubicada alrededor del cuello de la vejiga e inicio de la uretra; y
se divide en lobulo izquierdo y derecho. Tiene como funcion principal la
produccion de plasma seminal (Sorribas, 2005) que contribuye al 100%
en la formacién del semen, ya que esta es la Unica glandula accesoria que

poseen los perros (Galiana y Valencia, 2008).
2.3 Fisiologia de la reproduccién del macho:

El sistema reproductor del macho esta constituido por los 6rganos sexuales

primarios que estan conformados por los testiculos o goénadas. Luego tenemos
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los 6rganos sexuales secundarios, que son un sistema canicular constituido por
la red de testis, conducto eferente, epididimo, conductos deferentes y glandulas

accesorias, cuya funcion es crear el plasma seminal.

Los testiculos son érganos pares de forma ovalada, se ubican en la region
inguinal y son alojados por las bolsas escrotales que sirven de proteccion, asi
como para una correcta funcion espermatogénica. En el perro el escroto esta
ubicado en un punto medio entre el ano y la region inguinal, siendo las génadas

pequefias y ovoides (Davol, 2001).

Los testiculos son los principales érganos del aparato reproductor masculino,
estos drganos sexuales primarios tienen dos funciones fisioldgicas principales e
importantes, que son: la funcidn exocrina o espematogénica y la endocrina o
produccién de andrégenos. Sin embargo, todas las funciones testiculares se ven

influenciadas por el sistema neuroendocrino (Cunningham y Klein, 2009).
2.3.1 Espermatogénesis

A partir de las células germinativas masculinas que se ubican en los tubulos
seminiferos de los testiculos se forman los espermatozoides (Allen, 1992; Davol,
2001; Cunninghan y Klein, 2009). Existen células llamadas espermatogonias,
gue posteriormente se convierten en espermatozoides. Las espermatogonias se
dividen por mitosis para llegar a ser espermatocitos, posteriormente los
espermatocitos se dividen por meiosis para llegar a ser espermatidas. Las
espermatidas se convierten en espermatozoides por un reagrupamiento de
organelos, teniendo asi que, el nicleo se convierte en la cabeza del
espermatozoide, las mitocondrias y centriolos forman la cola y el aparato de
Golgi forma el acrosoma (Allen, 1992; Cunninghan y Klein, 2009). El ciclo de los
espermatozoides tarda un aproximado de 8 semanas en completarse (Allen,
1992).

La espermatogénesis comienza cuando aun son cachorros, aproximadamente a
los 4 meses de edad, pero no se observan espermatozoides hasta los 10-12
meses de edad en el eyaculado (Allen, 1992).
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La calidad del semen eyaculado es afectada por diferentes factores como: edad,
frecuencia de eyaculacion, excitacion del animal y como la muestra es

manipulada durante la recoleccion y evaluacion (Davol, 2001).
2.3.2 Transporte del semen:

Las dos ultimas semanas los espermatozoides terminan su maduracion en el
epididimo, llegan inmaduros a la cabeza de éste, y terminan su maduracién
durante todo el paso por el epididimo. Al entrar al conducto deferente, pierden la
gota citoplasmaética residual y esta es expulsada del espermatozoide o se va
hacia el extremo distal y, es alli, cuando se le considera maduro. Un extremo del
epididimo se adelgaza y pasa a ser el conducto deferente, para que el

espermatozoide pueda salir del escroto (Allen, 1992; Davol, 2001).
2.3.3 Eyaculacion

Durante la eyaculacion los espermatozoides pasaran del epididimo al conducto
deferente. Posteriormente, a la uretra donde se combinara con el liquido seminal
secretado por la préstata, para luego ser expulsado en la eyaculacion (Davol,
2001).

2.4 Métodos de recoleccidén de semen

La recoleccion de semen se puede realizar con o sin la presencia de una hembra,
esto se puede realizar mediante manipulacion digital, electro-eyaculacion
(Restrepo et al, 2009) o usando una vagina artificial (Roman et al, 2014).

2.4.1 Manipulacién digital

En la técnica de la manipulacion digital, se requiere que la persona esté ubicada
en el lado izquierdo del animal en caso de perros y estimule el pene con la mano
con movimientos de adelante hacia atras. Una vez que protruya el pene, los
dedos deben ubicarse detras del bulbo peneano ejerciendo una ligera presion
simulando las contracciones vaginales de la hembra y posteriormente recolectar

el eyaculado en el recipiente que se va a usar. (Restrepo et al, 2009).
2.4.2 Electro-Eyaculacion

Esta técnica se usa basicamente con fines de investigacion o para realizar

trabajos con animales de zooldgico, ya que es una técnica traumatica y se
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necesita anestesiar al animal y la calidad de la eyaculacion es muy baja: esta

varia entre 0.5 mL y 0.8 mL (Altamirano y Pereira, 2011).

Para esta técnica se requiere un electro-eyaculador que tiene un electrodo, y una
bateria que produce descargas de no mas de 20 voltios. Esto sirve como
estimulador a nivel de los nervios pélvicos simpéticos y parasimpaticos. La
técnica consiste en colocar en un polo del electro eyaculador una pieza metalica
con el grosor de un lapiz y que tenga 10 cm de longitud. Luego dar pequefios
pulsos eléctricos muy leves en la prostata y, la otra pinza, se fija en los sacos
anales y se aplican estimulos eléctricos de 1-3 segundos con descansos de 7-9
segundos, pero como ya se menciong, la cantidad y la calidad del semen es muy
baja (Roman et al, 2014; Altamirano y Pereira, 2011).

2.4.3 Vagina Atrtificial

Mediante esta técnica los animales desarrollan la cadena de reflejos y la
mecanica del coito, aunque no exista copulacion propiamente dicha con la
hembra. Una de las desventajas para poner en practica este método es que se
requiere de animales entrenados y déciles. Pero la recoleccion del semen
mediante vagina artificial nos permite ver la conducta sexual y tener eyaculados
mas limpios y a menor costo. La técnica consiste en un tubo largo de plastico o
goma que se dobla por los extremos y este se llena de agua caliente y aire, con
el fin de proveer un ambiente similar al de la vagina de la perra de esta forma se

logra la eyaculacién del macho (Roman et al, 2014).
2.5 Semen del perro

El semen es el contenido espermatico mas el plasma o liquido seminal (Stornelli
y De la Sota, 2008). El perro tiene una sola glandula accesoria que es la prostata
la cual aporta el 100 % del plasma seminal (Galiana y Valencia, 2008).

El semen canino presenta diferencias significativas en volumen y concentracion
espermatica. Esta diferencia se da por el tamafio y raza de los perros (Feldman
y Nelson, 1996; Stornelli y De la Sota, 2008; Carlotto, 2009).
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2.5.1 Caracteristicas y parametros de evaluacion basicas

a. Volumen
El rango del eyaculado es de 1 — 15 mL, y se ha visto casos de hasta 30 mL
(Angulo, 2011). Esto va depender mucho del tamafio del perro y la raza (Feldman
y Nelson, 1996; Stornelli y De la Sota, 2008; Carlotto, 2009). Por ejemplo,
tenemos al Pastor Aleman, con un promedio de 22.90 mL £14.47 (Tello et al.,
1988), mientras que en los Yorkshire Terrier, va desde 2-3 mL de volumen
seminal (Paramo y Balcazar, 2005).
El eyaculado de los perros se puede dividir en 3 fracciones: la fraccion pre
espermética, que tiene un volumen de 0.2 — 2 mL; la fraccion espermatica, que
tiene un volumen 0 — 4 mL y la fraccién prostatica, que tiene un rango de 3 — 30
mL. Estos valores van a depender mucho del tamafio y la raza del perro.
(Feldman y Nelson, 1996; Stornelli y De la Sota, 2008; Carlotto, 2009; Angulo,
2011).

b. Color
Este parametro debe ser evaluado por observacion directa. El color puede ser
un blanco nacarado, blanquecino, blanco oscuro o opalescente. La intensidad
del color blanco nos refleja la concentracion de espermatozoides. Cualquier
cambio de color puede ser indicio de algun problema en el sistema reproductor.
Pueden existir cambios de color como: amarillo esto nos indicaria la presencia
de orina; el color rojo nos indicaria presencia de sangre y el color verde, nos
indicaria presencia de pus (Stornelli y De la Sota, 2008; Carlotto, 2009; Angulo,
2011).

c. Olor
El olor es algo caracteristico y propio del semen canino, este olor procede de las
glandulas perianales, glandulas prepuciales y sacos anales. En este caso lo que
no se busca es que el semen tenga un olor putrido o amoniaco. Es por eso que,
al olor del semen, se le denomina “Sui generis” (Angulo, 2011; Altamirano y
Pereira, 2011).

d. pH

El pH del semen canino es de 6.5 — 7 (Feldman y Nelson, 1996; Paramo y
Balcazar, 2005), sin embargo (Carlotto, 2009) menciona que cada fracciéon

espermatica tiene diferente pH, fraccion pre espermatica 6.2-6.5, fraccion
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espermatica 6.3-6.6 y la fraccion post espermatica 6.5-7 de pH. Ahora bien, el
pH también depende de la cantidad del eyaculado y si el aparato reproductor
esta sano (Altamirano y Pereira, 2011).

e. Motilidad

En el semen canino la motilidad debe ser mayor o igual al 70 %, con movimiento
de los espermatozoides. Ese porcentaje, se podria decir, es una muestra normal
(Stornelli y De la Sota, 2008; Carlotto, 2009). Este pardmetro es un indicativo
que tienen los espermatozoides para llegar al 6vulo y fertilizarlo (Altamirano y
Pereira, 2011). En el perro no se observan olas como en el semen de los bovinos

y ovinos (Paramo y Balcazar, 2005).

La forma correcta de evaluar este pardmetro es a una temperatura de 37.5°C,
ya que la motilidad se ve completamente afectada, segun el cambio de

temperatura brusca y con la luz del microscopio (Altamirano y Pereira, 2011).

En algunas razas caninas, como por ejemplo: en los Pastores Alemanes, se
encontré6 una motilidad de 65% * 29.91% (Tello et al., 1988). En el Golden
Retriver, Labrador, una motilidad de 89% * 2.5%, Pastor Belga de Mallinois un
83,3% y el Cimarron Uruguayo, con un promedio de 64.2% + 4.9% (Reatiga,
2015; Amaya, 2012; Salinas et al, 2013, Fernandez, 2016).

f. Morfologia

La morfologia es un parametro indispensable para la evaluacion espermatica.
Este parametro esta estrechamente relacionado con la fertilidad canina y con la

motilidad, como en otras especies (Stornelli y De la Sota, 2008;).

Los machos caninos reproductores no deben tener menos del 70% de
espermatozoides anormales, mientras que el 30% sobrante, se puede dividir que
el 10% no debe tener malformaciones primarias, tales como: malformaciones en
cabeza, cola, colas dobles, gota citoplasmatica; y el otro 20% pueden ser
malformaciones secundarias, que podrian ocurrir durante el manejo, o en el
transporte del semen desde el testiculo hasta ser eyaculado. Sin embargo,
Altamirano y Pereira, (2011) dice que un perro normal debe tener un 80% de
espermatozoides normales y un maximo de 20% de espermatozoides

anormales.
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g. Concentracion espermatica

La concentracion espermatica es un parametro muy importante al momento de
evaluar el semen en cualquier especie. La concentracion espermatica es un
aproximado del numero de espermatozoides por mL. Este conteo se realiza en
una camara de Neubauer con la ayuda de un microscopio (Angulo, 2011).

La concentracion puede variar por diferentes factores como son: edad, raza,
estado de salud, nivel de excitacion del perro, tamafio testicular, actividad sexual
y frecuencia del recogido. Un eyaculado normal debe tener entre 200 —1,000
millones de espermatozoides por mililitro. Se requiere minimo de 100 millones

de espermatozoides para prefiar a una perra (Altamirano y Pereira, 2011).

Es asi que en diferentes estudios realizados, se encontr6 que existe una
diferencia entre las diversas razas de perros, teniendo a los Pastores alemanes
con una concentracion de 439.6 x 10%/mL + 237.3, Pastor Belga Mallinoise 456.3

x108 / mL + 237.3 (Reatiaga, 2015), siendo estos perros de raza grande.
2.5.2 Caracteristicas y evaluacion de la funcionalidad.

En la actualidad existen diversos métodos para evaluar los parametros de
funcionalidad o capacidad fecundante, entre los parametros de evaluacion mas

importantes tenemos:
a. Viabilidad espermatica

La técnica para evaluar la funcionalidad de los espermatozoides debe ser
confiable y automatizada. Para evaluar si la membrana plasmatica del
espermatozoide esta integra o dafiada, se basa en la permeabilidad de ciertos
fluorocromos (Shurmann et al, 2002). Para evaluar la viabilidad se usa el loduro
de Propidio (Pl) que marcan los muertos, este fluorocromo es impermeable y
actua cuando la membrana esta dafiada y se une al ADN. Este se conjuga con
tinciones permeables como SYBR-14 y, este actia como marcador de los
espermatozoides vivos que tienen la membrana plasmatica intacta (Brito et al,
2003).

La viabilidad es considerada como el porcentaje de espermatozoides vivos con
la membrana plasmatica integra (Rijsselaere et al, 2002). Estos pueden ser

evaluados mediante citometria de flujo y ser clasificados vivos o muertos. Se
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realizaron algunos estudios en semen canino en donde se encontraron los
siguientes valores 66.8% + 6.8% de espermatozoides viables en los perros de
raza Labrador y Golden Retriver (Treulen et al, 2012), en Chihuahua 57.80% =+

15.19% de espermatozoides viables (Salinas et al, 2014).
b. Potencial de Membrana mitocondrial

Este parametro esta estrechamente relacionado con la fertilidad, estado
energético y la movilidad del espermatozoide. Este es un indicador sensible del
estado energético de los espermatozoides (Salinas, 2013). Al igual que en otras
células, existen dos formas por donde los espermatozoides producen su propia
energia y son: por fosforilacion oxidativa mitocondrial y por la glucdlisis. Sin
embargo, las mitocondrias son la fuente principal de produccién de energia para
la movilizacion de los espermatozoides (Allauca, 2017).

Existen aproximadamente 100 mitocondrias en la pieza media de los
espermatozoides y se pueden utilizar fluorocromos para determinar el potencial
de membrana mitocondrial, como el Mitotracker Deep Red — FM. Este actia
penetrando a la célula y acumulandose en las mitocondrias (Sanchez, 2014). Se
hicieron algunos estudios en semen canino, obteniendo 84.5% * 7.1% de
potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides, en las razas

Golden Retriever y Labrador Retriever (Treulen et al, 2012).
c. Integridad acrosomal

La determinacion de la integridad del acrosoma antes de la reaccion acrosomal,
se ha convertido en parametro muy util para la evaluacién de infertilidad en
reproductores machos (Ugarelli, 2016). El acrosoma tiene un papel muy
importante en la fecundacién, ya que solo los espermatozoides con acrosoma
intacto pueden realizar dicha accion que es la reaccion acrosmal y de forma
sincronizada con la fase de la penetracion del oocito, de esta forma, pasar la
zona pellcida y fusionarse con este, para la formacion del embrion. Cuando se
realizan trabajos de congelamiento de semen, el acrosoma suele alterarse y

tener fertilidad baja (Cabrera y Pantoja, 2012).

La técnica mas usada para determinar la integridad acrosomal es por

fluorescencia, el método mas usado es por las lectinas, que son de origen
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vegetal y estas, tienen la capacidad de unirse a carbohidratos que se encuentran
en el acrosoma, existen diferentes lectinas para la evaluacion de la integridad
acrosomal, como el Pisum sativum (PSA), que puede ser conjugada con Arachis
hypogaea (FITC) (Andrade, 2005). En un estudio realizado en perros de raza
Golden Retriver y Labrador Retriver, se encontré que tienen 35.2% + 3.9% de

espermatozoides con el acrosoma dafiado (Pérez et al, 2012).
2.3.2.1. Citometria de flujo

En las dos ultimas décadas, la citometria de flujo se ha convertido en gran ayuda
para el estudio de poblaciones espermaticas. Para lo cual, se han desarrollado
distintos métodos de tincién y combinaciones de flurocromos y, como resultado
de todos estos avances hoy en dia esta técnica nos ofrece la posibilidad de
realizar multiples andlisis de caracteristicas espermaticas al mismo tiempo en la

misma muestra, de forma rapida, precisa y objetiva.

Entre las caracteristicas espermaticas analizadas mas frecuentemente tenemos:
viabilidad espermética, integridad acrosomal y funcionalidad de las mitocondrias.
También nos permite obtener una muestra de espermatozoides sexados, ya sea

para inseminacion artificial o fecundacion in-vitro (Muifio, 2008).

La citometria de flujo tiene distintas areas en donde puede ser aplicado como:
microbiologia, hematologia, citologia, patologia, biologia; entre otros (Cérdova
et al, 2016). Una de las principales ventajas que tiene la citometria de flujo, en
comparacién con otros métodos de analisis, es que tiene la capacidad para medir
varios parametros de miles de células individuales en pocos minutos (Matas,
1997).

La citometria de flujo es un método rapido, cuantitativo y objetivo del analisis de
las células y, como su propio nombre lo indica, es la medida de las células en un
sistema de flujo (Matas, 1997; Cérdova et al, 2016).

El principio basicamente es hacer pasar células u otras particulas en forma
alineada, una por una, por un haz luminoso, esta medicién es a alta velocidad
(100 - 1,000 particulas por segundo). Esta informaciéon producida, puede ser
agrupada en dos tipos fundamentales: por la dispersiéon de la luz y la emision de

la luz por los flurocromos en la célula o particulas que fueron excitados por el
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rayo luminoso. Luego, las sefiales luminosas detectadas son transformadas en
impulsos eléctricos, que se amplifican y son convertidas en sefiales digitales que,
posteriormente, son procesados por una computadora. Una vez obtenida la
informacion de las poblaciones y subpoblaciones, estos son analizados por
programas especializados que le sean utiles al investigador (Matas, 1997;
Cérdova et al, 2016).

“Las principales caracteristicas analiticas de un citdmetro de flujo son que
pueden medir diferentes parametros celulares, como: forma, tamafio, estructura
y complejidad de propiedades celulares, de particulas tan pequefias como 0.1
um, y también, cualquier componente celular que pueda ser marcado con algun

fluorocromo” (Coérdova et al, 2016).

La citometria de flujo nos indica 3 cosas béasicas en una muestra de experimento:
el tamafio de la célula o particula, la complejidad relativa interna y la intensidad

de la fluorescencia de una forma relativa (Laguado, 2007).

La citometria de flujo en el area de la reproduccion animal en la actualidad, es
un método confiable y econdmico para analizar distintas caracteristicas
espermaticas, como son: viabilidad espermatica, integridad acrosomal y
funcionalidad mitocondrial o potencial de membrana mitocondrial (Cérdova et al,
2016).
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Il MATERIALES Y METODOS
3.1 Criterios de seleccion para tomar muestra de semen.

Se utilizaron perros machos de la raza Sin Pelo del Peru registrados en el Kennel
Club Peruano (KCP), eran machos no menores de 1 afio de edad, que
previamente se les realiz6 un examen clinico para ver si los ejemplares estaban

sanos.

Se descart6 perros mayores de 5 afios, que estén cursando alguna patologia y

que no estén registrados en el KCP.

3.2 Método de coleccion de semen del perro sin pelo del Pera.

Se recolectdé quince (15) eyaculados de perros Sin Pelo del Perd machos,

mediante la técnica de manipulacion digital.

Para realizar esta técnica, solo se necesitd hacer estimulo en el pene del perro
y hacer presidbn con la mano del recolector, para lograr la ereccion y

posteriormente el eyaculado, que fue recolectado en un vaso precipitado.
3.3 Evaluacién basica.
- Volumen

Se recolect6 en un vaso precipitado de 50 mL, y posteriormente se pas6 a una

probeta graduada para medir el volumen en mL.

Se mantuvo la muestra a temperatura ambiente, que tenia el rango de 15°C -
18°C. Una vez que llegaba la muestra al laboratorio, se colocaba en una estufa

gue tenia una temperatura de 38°C.
- Color

Para caracterizar el color, se tomé como referencia los colores mencionados por
los diferentes autores que se menciona en la bibliografia (Angulo, 2011 y Stornelli
y De la Sota, 2008).

Se tuvo como colores principales: Blanco anacarado, blanquecino, blanco

oscuro. Se registré el color que se observo.
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- Motilidad

En el aspecto microscépico para la evaluacion de la motilidad se retiré 10 pL de
cada muestra de semen eyaculado, y se coloc6 sobre una ldmina porta objeto
temperada a 38 °C. Se cubrié con una lamina cubre objeto y se observé en el

microscopio con un objetivo 40X la motilidad.
- Concentracion

La evaluacion de la concentracion espermatica fue realizada diluyendo 1:20 con
agua. Se recuper6 10 pL de cada dilucion y se hizo una lectura en la cAmara de
Neubauer a 40X, realizando el conteo de 5 cuadrantes (extremos y medio). El
nimero de espermatozoides se multiplico por 108 y fue expresado en nimero de

espermatozoides x 108/mL.
3.4 Evaluacion de la funcionalidad.
- Viabilidad

Para la evaluacion de la viabilidad se utilizé LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit (L—
7011, Molecular Probes, Inc.) que contiene: SYBR-14 e loduro de Propidio. Se
prepar6 una solucion Stock de SYBR-14, para llegar a una concentracion de 20
UM,

Se tom6 100 pL de muestra. Se coloco en un tubo eppendorf de 1.5 ml, luego se
agregé 0.5 pL de Solucién Stock de SYBR-14 (20 uM), para obtener una
concentracion final de 100 nM de SYBR-14. Se puso a incubar durante 10
minutos a 38 °C. Adicionalmente se colocé 0.5 L de solucién Stock de loduro
de Propidio (2.4 nM), para llegar a una concentracién final de loduro de Propidio
de 12 uM y se puso a incubar por 10 minutos. Se consideré espermatozoides
vivos a aquellos que presenten fluorescencia verde (SYBR-14) y muertos, a

aquellos que presenten fluorescencia roja (PI).

Las muestras fueron evaluadas mediante citometria de flujo utilizando un equipo
gue tiene un sistema de analizador de imagenes. Se realizo la lectura de diez mil
eventos. Para la excitaciéon del SYBR-14, loduro de Propidio y FITC-PSA, se
utilizé un laser de longitud de onda de 488 nm. La emision de la fluorescencia
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para el SYBR-14, fue leida utilizando el canal de deteccién Ch02 (505 — 560 nm),
la emisién de la fluorescencia para el loduro de Propidio, fue leida utilizando el
canal de deteccién Ch05 (642 — 740 nm).

Cada poblacion, para la viabilidad espermética, fue definida gracias al sistema
analizador de imagenes, que tiene el citbmetro de flujo. Estas poblaciones fueron
separadas o diferenciadas de forma manual y visual, de acuerdo a la

fluorescencia que presentaban los espermatozoides.
- Potencial de membrana mitocondrial

Para evaluar potencial de membrana mitocondrial, se utilizd6 Mito Tracker Deep
Red 633 (M22425, Molecular Probes, Estados Unidos). Se tomé 100 uL de
muestra y se agrego 0.5 pL de solucion de trabajo de Mito Tracker Deep Red
633 (20 uM), se obtuvo una concentracion final de 100 nM y se incubo durante
10 minutos a 38 °C en oscuridad. Se considerd espermatozoides con actividad
mitocondrial aquellos que presentaron fluorescencia roja. Los resultados fueron

expresados en porcentaje de espermatozoides con actividad mitocondrial.

Las muestras fueron evaluadas mediante citometria de flujo utilizando un equipo
gue tiene un sistema de analizador de imagenes. Se realiz6 la lectura de diez mil
eventos. Para la excitacion del Mito Tracker Deep Red 633 se utilizé un laser de
longitud de onda de 642 nm. La emisién de fluorescencia para Mito Tracker Deep
Red 633, fue leida utilizando el canal de deteccion Chll (642 — 740 nm).

Cada poblacion, para el potencial de membrana mitocondrial; fue definida
gracias al sistema analizador de imagenes, que tiene el citbmetro de flujo. Estas
poblaciones fueron separadas o diferenciadas de forma manual y visual, de

acuerdo a la fluorescencia que presentaban los espermatozoides.

- Integridad Acrosomal

Para evaluar la integridad acrosomal se usé la solucion Isoticionato de
fluoresceina conjugado Pisum Sativum (FITC-PSA). Para el control de
vivos/muertos, se usé el Yoduro de Propidio. Cada muestra de 100 uL fue
incubada por 10 minutos a 38°C de la siguiente manera: 100 uL de semen fueron
incubados en 2.5 pL de solucidon de Stock de FITC-PSA (100 pg/ml), para llegar

a una concentracion final de 2.5 pug/ml de FITC-PSA. Adicionalmente se le afladio
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0.5 pL de solucién de Stock de yoduro de Propidio (Img/ml), para llegar a una
concentracion final de 5 pg/ml. Se considerd espermatozoides con el acrosoma
intacto a aquellos que no presentaron fluorescencia verde (FITC-PSA-negativo),
y las muestras que presentaron fluorescencia verde en la region acrosomal

(FITC-PSA positivo) fueron espermatozoides con el acrosoma dafiado.

Las muestras fueron evaluadas mediante citometria de flujo utilizando un equipo
gue tiene un sistema de analizador de imagenes. Se realizo la lectura de diez mil
eventos. Para la excitacion del FITC-PSA, se utilizé un laser de longitud de onda
de 488 nm. La emision de la fluorescencia para el FITC-PSA, fue leida utilizando
el canal de deteccion Ch02 (505 — 560 nm).

Cada poblacién, para la integridad acrosmal; fue definida gracias al sistema
analizador de imagenes, que tiene el citometro de flujo. Estas poblaciones fueron
separadas o diferenciadas de forma manual y visual, de acuerdo a la

fluorescencia que presentaban los espermatozoides.
3.5 Analisis estadistico.

El estudio fue descriptivo, los resultados del presente estudio fueron expresados
en porcentajes y rangos. Las variables fueron presentadas como medias,
desviacion estandar, coeficiente de variacion, intervalo de confianza y
percentiles. Estos fueron realizados, utilizando el software GraphPad Prisma®

version 3.0 (San Diego, Usa).

Se utiliz6 la prueba de Kolmogorov—Smirnov (Test de K-S), para ver si las
variables seguian una distribucion normal. En el caso que el valor de “P” sea

mayor a 0.1, se considerd que si sigue una distribucién normal.
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V. RESULTADOS.

Los datos obtenidos de las muestras evaluadas del espermatograma basico se
observan en el cuadro N°2. Los valores y porcentajes promedios para las
caracteristicas seminales de la raza del perro sin pelo del Pert son: volumen fue
de 6 mL, con una desviacion estandar de 5.09 y un intervalos de confianza (IC)
de 2.78%. Se observd un color blanquecino. Al observar al microscopio, se
encontré una concentracion de 262.66 x 108, con una desviaciéon estandar de
36.78 x 10° espermatozoides por mL y un intervalo de confianza de 20.40%. Asi
mismo la motilidad tuvo 66% de promedio, una desviacion estandar de 18.87 y

un intervalo de confianza de 10.45%.

Los datos obtenidos para evaluar la funcionalidad, fueron realizados utilizando
un citometro de flujo con sistema analizador de imagenes, adquiriendo 10 mil
eventos compatibles con espermatozoides. Los datos obtenidos de las muestras,
se pueden observar en el Cuadro N°3, con SYBR-14 e loduro de Propidio
(viabilidad espermética). Se observdo que hubo un promedio de 77% de
espermatozoides vivos, que tuvieron una desviacion estandar de 17.62% y un
intervalo de confianza de 9.76%. En la Figura N°1, se ve un grafico de puntos
representativos de las muestras obtenidas con SYBR-14/Pl y en la Figura N°2,
se observan imagenes representativas de las muestras evaluadas con SYBR-
14/Pl. Asi mismo, en las muestras evaluadas con Mito Tracker Deep Red FM
(Potencial de membrana mitocondrial), los espermatozoides con alto potencial
de membrana mitocondrial, tuvieron un promedio de 85%, una desviacién
estandar de 12.91% y un intervalo de confianza de 7.15%. En la Figura N°3, se
ve un Histograma representativo para las muestras obtenidas con Mito Tracker
Deep Red FM y en la Figura N°4, se observan imagenes representativas
obtenidas con Mito Tracker Deep Red FM. Por ultimo, en las muestras evaluadas
con FITC-PSA/PI (integridad acrosomal), con espermatozoides vivos y con el
acrosoma intacto tuvieron un promedio de 73%, una desviacion estandar de
25.13 y un intervalo de confianza de 13.91%. En la Figura N°5, se ve una gréfica
de puntos representativos de las muestras obtenidas con FITC-PSA/Ply, en la

Figura N°6, se observa imagenes representativas obtenidas con FITC-PSA/PI.
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Cuadro N°2: Valores promedios de los parametros evaluados del
espermatograma béasico del semen del perro sin pelo del Peru, (N=15).

Variables Volume  Concentracion  Motilidad (%)
nmL (108 /mL)

Promedio 6.1 262.6 66.6
Rango 1-21.5 210.0-320.0 30-95
Desviacion estandar 5.0 36.7 18.8
Intervalo de confianza 95% 2.7 20.4 104
Coeficiente de variacion 81.8 14.0 28.3
25% 35 235.0 57.5
Percentiles 50% 5.0 260.0 60.0
75% 9.0 2975 87.5

Cuadro N°3. Valores promedios de los parametros de funcionalidad del semen

del perro sin pelo del Pera, (N=15).

Variables Viabilidad Potencial de Vivos con el

% membrana acrosoma

mitocondrial % intacto %
Promedio 77.7 85.9 73.9

Rango 39.9-98.3 47.6-99.7 14-93.1
Desviacion estandar 17.6 12.9 25.1
Intervalo de confianza 9.7 7.1 13.9
95%

Coeficiente de variacion 22.6 15.0 33.9
25% 71.6 84.6 74.6
Percentiles 50% 84.4 87.6 82.6
75% 925 95.1 90.4
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Cuadro N°4. Distribucion del porcentaje de la concentracion espermatica,
motilidad espermatica, viabilidad espermatica, potencial de membrana

mitocondrial e integridad acrosomal, (N=15).

Variable Test KS Paso Test de normalidad (P >
0.10)

Volumen 0.204 Si

Concentracion 0.171 Si
espermatica

Motilidad espermética 0.171 Si

Viabilidad espermética 0.180 Si

Potencial de membrana 0.249 Si
mitocondrial

Integridad acrosomal 0.303 Si

Intensidad Ch02

100 0 100 1e3 1e4
I
" Intensidad Ch05

Espermatozoides vivos % 78

Espermatozoides muertos % 21.3

Figura N°1: Grafica de puntos representativos de la evaluacion de la viabilidad
espermatica del semen del perro sin pelo del Peru utilizando SYBR-14/PIl. Se

observan dos poblaciones claramente diferenciadas. En el eje Y se observa la
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intensidad del canal Ch02 (SYBR-14) y en el eje X la intensidad del canal Ch05
(P1)

Ch01/Ch02/Ch05 Ch01/Ch02/Ch05

A

Ch01/Ch02/Ch05 Ch01/Ch02/Ch05

Figura N°2: Imagen de la evaluacién de la viabilidad espermatica del
semen del perro sin pelo del Peru utilizando SYBR -14/PI. A) Los
espermatozoides que tienen fluorescencia verde son considerados vivos
y son los que reaccionaron a SYBR-14. B) Los espermatozoides que
tienen la fluorescencia roja son considerados muertos y son los que
reaccionaron a PI. Siendo ChO01 el canal numero 1, Ch02 el canal nimero

2 y Ch05 el canal numero 5.

Bajo PMM

Normalized Frequency

Alto @MVIM

-100 0 100 1e3 1e4 1€

Intensidad Ch11
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Espermatozoides con alto PMM % | 84.3

Espermatozoides con bajo PMM % | 15.7

Figura N°3: Histograma representativo de la evaluacion del potencial de
membrana mitocondrial espermatica del semen del perro sin pelo del Pera
utilizando Mito tracker Deep red FM. Se observan dos poblaciones claramente

definidas. En el eje Y se observa la intensidad del canal Ch11l (MDR).

Ch01/Ch11 Ch01/Ch11

A

Ch01/Ch11 Ch01/Ch11

Figura N°4: Imagen de la evaluacion del potencial de membrana mitocondrial
espermatica del semen del perro sin pelo del Peru, utilizando Mito tracker Deep
red FM, A) Los espermatozoides que no presentaron fluorescencia color naranja,
son considerados que tienen bajo potencial de membrana mitocondrial, B) Los
espermatozoides que presentaron fluorescencia color naranja, son los que
tienen alto potencial de membrana mitocondrial y que reaccionaron al MDR.

Siendo ChO01 el canal numero 1 y Ch11 el canal nUmero 11.
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Intensidad Ch02
2,
|

Intensidad Ch05

Espermatozoides vivos con reaccién acrosomal % 0.50
Espermatozoides muertos con reaccion acrosomal % 2.88
Espermatozoides vivos con el acrosoma intacto % 75.00
Espermatozoides muertos con el acrosoma intacto % 21.00

Figura N°5: Grafica de puntos representativos de la evaluacion de la integridad
acrosomal espermatica del semen del perro sin pelo del Peru utilizando FITC-
PSA/PI, se observan 4 poblaciones claramente definidas. En el eje Y se observa
la intensidad del canal Ch02 (FITC-PSA) y en el eje X se observa la intensidad
del canal ChO05 (PI).
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Ch02/Ch05 Ch01/Ch02/Ch05

Ch02/Ch05 Ch01/Ch02/Ch05

Ch02/Ch05 Ch01/Ch02/Ch05

Ch02/Ch05 Ch01/Ch02/Ch05

Figura N°6: Imagen de la evaluacion de la integridad acrosomal espermatica del
semen del perro sin pelo del Peru utilizando FICT-PSA/Pl. A) Los
espermatozoides que presentan fluorescencia verde mas roja, son considerados
muertos y con el acrosoma dafiado y reaccionaron a FITC-PSA/PI. B) Los
espermatozoides que presentan solo fluorescencia verde, son considerados
vivos y con el acrosoma dafiado y reaccionar a FITC-PSA. C) Los
espermatozoides que presentan solo fluorescencia roja, son considerados
muertos y con el acrosoma intacto y reaccionaron a PI. D) Los espermatozoides
que no presentan ninguna fluorescencia, son considerados vivos y con el
acrosoma intacto. Siendo ChO1 el canal nimero 1, ChO2 el canal nimero 2 y
ChO05 el canal numero 5.
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V. DISCUSION

La caracteristica del semen de la especie canina es muy variable y esto depende
de la raza, tamafio del perro, estado de salud, edad y el grado de excitacion en
el que se encuentre el individuo (Angulo, 2011). Este es el primer trabajo de
investigacion donde se obtuvo algunos valores de las caracteristicas seminales

del perro sin pelo del Peru.

El color del semen del perro sin pelo del Pert fue 100% blanquecino. Sin
embargo, esto va a depender mucho de otros factores como son: volumen del
eyaculado, concentracion de espermatozoides, si el perro cursa con alguna
enfermedad y la frecuencia con la que se recolecta el semen (Angulo, 2011; Tello
et al, 1988).

Se obtuvo un valor promedio de 6.13 mL + 5.01% de volumen de eyaculado, este
valor es menor al encontrado en la raza Pastor Aleman que tiene un promedio
de 22,91 mL = 14.47% de eyaculado (Tello et al, 1988). Esta diferencia
encontrada podria deberse basicamente al factor raza, peso y tamafio del perro;
ya que un canino de mayor peso y tamafio, tiene la Unica glandula accesoria del
sistema reproductor mas grande. Siendo que, perros pequefios con un peso
menor de 8kg, el tamafio de su préstata es de 2.14 + 0.43 cm; perros medianos
con pesos menores de 18kg, el tamafio de la pristata es de 2.90 + 0.98 cm y
perros grandes con pesos mayores a 18kg, el tamarfio de la prostata es de 3.44
+ 0.72 cm. (Miguel de Priego, 2007).

Al ser la préstata la Unica glandula accesoria en el perro que brinda el liquido
seminal, entendemos que perros de razas grandes tendran mayor volumen
seminal, como es el caso del Pastor Aleman. Pero el valor obtenido en el trabajo
de investigacion se encuentra dentro del rango normal para la especie que va
desde 2.5 ml — 80 mL (Gradil et al, 2006)

La concentracion espermatica que se registrd en este estudio tuvo como
promedio 262.7 x 108 + 36.78 x 108 espermatozoides por mL, esta cifra es mucho
mayor a la descrita en otras razas como el Pastor Aleman 87.45 x106 + 65.15 x
108 espermatozoides por mL (Tello et al, 1988). Estas variaciones en las cifras,
pueden estar influenciada por la raza, tamafio, peso del perro y por el volumen

del eyaculado; ya que a mayor cantidad de liquido seminal, la muestra se
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encuentra mas diluida y, por lo tanto, la muestra va a tener una menor
concentracion. El valor obtenido en este estudio se encuentra dentro del rango
normal para la especie que va desde 4- 400 x 10° espermatozoides por mL
(Gradil et al, 2006).

La motilidad que se encontro en este estudio alcanzo un promedio de 66.67% +
18.87%, lo que es menor a otros valores encontrados en otros estudios, como
los descritos en las razas: Golden Retriver con 85.4% + 1.8% (Perez et al, 2012),
Dogo Canario 90.6% = 0.3 (Alamo-Santana et al, 2007), pero son ligeramente
mayores a los valores encontrados en las razas Cimarron Uruguayo 64,2% =
4.9%(Fernandez, 2016), Pastor Aleman 65% =+ 29.91% (Tello et al, 1988).

Estas diferencias encontradas en los promedios, puede deberse a la forma de
coleccion, la raza y al tiempo en que se realiz6 el andlisis de esta variable, ya
gue es muy importante, debido a que este parametro nos permite valorar si el

espermatozoide puede llegar al 6vulo y fertilizarlo (Altamirano y Pereira, 2011).

En los estudios mencionados el analisis se realiz6 minutos después de la
coleccién, mientras que el analisis que se realiz6 en este trabajo de investigacion
tuvo un tiempo de mayor demora, debido al traslado, (Gradil et al; 2006). Se
menciona que el valor de la motilidad para la especie debe ser mayor a 70% de
motilidad, y cabe mencionar que este valor se da de una forma subjetiva.

La viabilidad espermatica en este estudio fue analizada mediante citometria de
flujo y tuvo un valor promedio de 77.74% + 17.62%. Este valor encontrado, esté
en el rango reportado para otras razas caninas como el Chihuahua que tiene un
promedio de 62.74% = 13.92% (Salinas et al, 2014), el Golden Retriver, el
Labrador y el Pastor Aleman que tienen un promedio de 82.66% + 2.8% de
espermatozoides viables con membrana plasmaética integra (Cheuqueman et al,
2012).

El promedio encontrado para este parametro nos da a entender que tiene una
buena capacidad fecundante, ya que la integridad de membrana plasmatica es
muy importante para algunas funciones metabolicas de los espermatozoides
como: capacitacion, reaccion acrosomal e interaccién con la zona pellucida
(Salinas et al, 2014).
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Este valor también va a depender mucho de la forma de coleccion, traslado,
almacenamiento y el tiempo en el que se procesa la muestra; pues los
espermatozoides que no tengan la membrana plasmética integra, se consideran
espermatozoides que no tienen la capacidad de poder fecundar un ovocito, y
mantener la membrana plasmatica intacta es muy importante para la
sobrevivencia del espermatozoide en el aparato reproductor de la hembra
(Salinas et al, 2013).

El potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides en esta
investigacion fue de 85.95 % + 12.91%. Este parametro también fue analizado
mediante citometria de flujo. Se encontré valores similares reportados en las
razas Pastor Aleman, Golden Retriver y Labrador Retriver que tuvieron un
promedio de 84.5% * 7.1% (Treulen, 2012).

Este parametro es un indicador sensible del estado de funcionalidad de las
mitocondrias. Existe una relacion entre la motilidad y el estado mitocondrial, ya
que las mitocondrias son las productoras de ATP, producidas por la fosforilacién
oxidativa. Esto es importante para que pueda ocurrir una correcta actividad
celular como la motilidad (Salinas et al, 2013). Las mitocondrias son las
organelas mas importantes para evaluar la calidad de un espermatozoide
(Allauca, 2017).

Espermatozoides vivos y con el acrosoma intacto en esta investigacion tuvo un
valor promedio de 73.95% + 25.13%, analizado mediante citometria de flujo, este
valor que se hall6 en la presente investigacién, se encuentra dentro del rango
reportado para otras razas como el Golden Retriver, que tiene un promedio de
67.5% + 3.9% de espermatozoides con el acrosoma intacto (Perez et al, 2012),
Pastor Aleman y Labrador, que tuvieron un valor promedio de 97.5% + 1.3%
(Treulen, 2012).

Este parametro es de mucha importancia, ya que solo los espermatozoides que
tengan el acrosoma intacto pueden realizar la reaccién acrosomal, porque solo
ellos van a tener la capacidad de atravesar la zona pellcida y unirse con este y

formar un embrion (Cabrera y Pantoja, 2012).

El uso de la microscopia es una técnica muy sencilla de bajo costo, no necesita

un ambiente especifico, pero los valores que nos brindan son muy subjetivos y
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dependen mucho de la persona que los interpreta, demora mas tiempo (Ugarelli,
2016). En este trabajo se usé la citometria de flujo para 3 caracteres que son
fundamentales para evaluar la capacidad fecundante de los espermatozoides vy,
de esta forma, obtener valores mas seguros y confiables para la caracterizacion

del semen del Perro sin Pelo del Pera.

Los valores promedios encontrados, que fueron analizados mediante citometria
de flujo, son porcentajes mas altos en comparacion con otras razas de perros
reportadas. Se podria decir, que el perro sin pelo del Pera tiene un alto
porcentaje de espermatozoides vivos con una membrana integra, con un alto
potencial de membrana mitocondrial y que tienen el acrosoma intacto. Todos
estos valores nos podrian indicar que la raza del perro sin pelo de Peru tiene una
alta capacidad fecundante, ya que estos parametros: viabilidad, PMM e
integridad acrosomal, son importantes para el proceso de fertilizacion como lo
menciona (Cabrera y Pantoja, 2012).

El valor de P para los pardmetros como: volumen, concentracion, motilidad,
viabilidad espermatica, PMM e integridad acrosomal, son mayores a 0.10, esto
nos indica que los datos de los parametros mencionados, siguen una distribucién
normal. También se hall6 la desviacion estandar, el cual nos indica qué tan
dispersos estan los datos con respecto al promedio, como por ejemplo, el

volumen seminal es de 6.13 + 5.01 mL.

El coeficiente de variacion también nos indica qué tan dispersos estan los datos
respecto a su media, es muy importante analizar este porque nos indica o sirve
para comparar la variabilidad de los caracteres. Por ejemplo, el volumen seminal
tiene un coeficiente de variacion de 81.84 %, en comparacion de la concentracion
espermatica que tiene 14%, esto nos dice que el volumen tiene mayor dispersiéon
o los valores del volumen son mas heterogéneos que el de la concentracion.
Esto puede darse basicamente por el nivel de excitacion, perros excitados

suelen secretar mas liquido seminal.

También se hallo los rangos para cada parametro indicando cual era el minimo
y maximo que se habia encontrado para cada parametro evaluado, como por
ejemplo el volumen seminal que tiene un rango de 1 — 21.5 mL de volumen

seminal. Los percentiles o cuartiles son: Q1 = 25%, Q2 =50% y Q3 = 75%. Estos
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ordenan un parametro en 4 partes iguales, como por ejemplo: el Q1 nos dice que
el 25% de los datos para el potencial de membrana mitocondrial son menores o
iguales a 84.6; el Q2 o mediana nos dice que la mitad de los valores es menor o
igual que 87.60 y la otra mitad son mayores o iguales; y el Q3 nos dice que el

75% son menores o iguales que 95.15.

Las diferencias encontradas en esta investigacion y los reportados por la
literatura pueden deberse al efecto de la raza, como también al tipo de crianza,

el manejo sanitario, el tamafio de los perros y la edad.
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VI. CONCLUSIONES

Las caracteristicas seminales se encuentran dentro de los valores normales para
la especie, estos resultados representan el primer reporte sobre las
caracteristicas seminales de esta raza y podrian constituir una base para futuras

investigaciones orientadas a la preservacion del perro sin pelo del Peru.
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Vil.  RECOMENDACIONES

Se recomienda que se haga investigaciones o trabajos de criopreservacion del
semen del perro sin pelo del Peru, para poder observar cuanto se alteran los

valores de una muestra fresca.

Si se va a realizar una evaluacion del semen de un perro, es necesario tener en
consideracion el tiempo en que se va realizar el analisis, ya que este es un factor

muy importante y puede alterar algunos resultados en los parametros evaluados.

Para un mejor manejo y estimulacion del macho, es necesario contar con una
perra en celo, con lo cual, se pueda estimular el olfato y el gusto y de esta forma

obtener un eyaculado de mejor calidad.

Se puede utilizar estos valores como referencia para mejorar los criterios de

seleccién de un macho reproductor.
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IX.  ANEXOS.
Anexo N°1 Cuadro con todos los resultados del espermatograma basico y
funcionalidad.

| Analisis de datos de Semen del Perro Sin Pelo del Pert
Macroscopico
Fecha Volumen color Concentraion Motilidad | Viavilidad PMM IA

10/05/2018 2 Blanco lechoso 295 30 72 9.7 14
10/05/2018 5 Blanco lechoso 305 45 46.6 476 17.4
17/05/2018 21.5 Blanco lechoso 230 60 87.4 87.6 79.9
17/05/2018 4.5 Blanco lechoso 210 50 94.7 94.8 92.4
24/05/2018 9 Blanco lechoso 260 85 90.4 84.3 87.2
21/06/2018 4.5 Blanco lechoso 210 60 98.3 95.5 88.2
21/06/2018 1 Blanco lechoso 280 95 86.1 84.9 82.6
21/06/2018 5 Blanco lechoso 240 70 76.8 713 78
5/07/2018 6 Blanco lechoso 320 95 39.9 97.4 61.2
5/07/2018 45 Blanco lechoso 290 55 95.1 89.9 93.1
12/07/2018 6.5 Blanco lechoso 220 60 87.4 923 90.3
12/07/2108 9 Blanco lechoso 240 90 78 78 75
12/07/2018 9.5 Blanco lechoso 300 70 57.8 87.1 90.6
19/07/2018 2.5 Blanco lechoso 290 75 84.4 87.6 85.2
19/07/2018 15 Blanco lechoso 250 60 71.2 91.3 74.2

Anexo N°2. Imagenes obtenidas de la evaluacion de la viabilidad espermatica,
potencial de membrana mitocondrial e integridad acrosomal de todas las

muestras.
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