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RESUMEN

La gonadotrofina coridnica equina (eCG) es una hormona que presenta actividad FSH
y LH ampliamente utilizada en protocolos de inseminacion de ovejas, para inducir la
ovulacién. Sin embargo, existen escasos trabajos que utilicen la eCG para promover la
actividad reproductiva en machos. El objetivo de este estudio fue determinar si la
administracion de eCG a chivos de Gabdn durante la estacién no reproductiva mejora los
parametros seminales del semen fresco, luego de la adicidon de un diluyente y luego de la
descongelacién. Se utilizaron 20 chivos de Gabdn adultos separados en dos grupos: un grupo
fue tratado con eCG (grupo GeCG, n=10) y un grupo control (grupo GCon, n=10) que no
recibio tratamiento. Los chivos del GeCG recibieron una dosis inicial de 800 Ul, seguido por 1
dosis de 500 Ul de eCG, administrada cada 5 dias, durante 4 dias. Se considerd la primera
dosis de eCG como el dia 0 del trabajo. Se colecté semen quincenalmente durante 2 meses
(octubre-diciembre) mediante electroeyaculacion e inmediatamente se evalud la calidad de
la motilidad, el porcentaje de espermatozoides moétiles y el porcentaje de espermatozoides
con motilidad progresiva. Ademds se determind el porcentaje de espermatozoides
morfoldgicamente anormales, asi como la integridad de membrana y del acrosoma. Luego se
adiciond un diluyente comercial (Andromed, Minitube, Alemania) a las muestras seminales y
las mismas fueron congeladas en nitrégeno liquido, para su posterior descongelacién 2
meses mas tarde. Luego de la adicién del diluyente y de la descongelacién de las muestras,
se evaluaron los mismos parametros seminales que en el semen fresco. Para el andlisis de
los datos se consideraron tres etapas: semen fresco, semen fresco con diluyente y semen
posdescongelacién. Los datos fueron comparados mediante ANOVA para mediciones
repetidas tomando como tratamientos la administracién o no de eCG, determinando la
influencia de la fecha de coleccién y la etapa, asi como sus respectivas interacciones. Se
incluyd el promedio de los datos de semen fresco obtenidos previamente a la administracidn
de eCG en cada animal como covariable. La calidad de la motilidad fue mayor en el GeCG
gue en el GCon (P=0,004). La calidad de la motilidad varié de acuerdo a los dias de coleccién
para el GCon (6: 1,84 + 0,15; 21: 2,03 + 0,15; 36: 2,50 + 0,15; 51: 2,14 + 0,15) y para el GeCG
(6: 2,26 £ 0,15; 21: 2,80 + 0,16; 36: 2,62 £+ 0,15; 51: 2,37 + 0,15), (P=0,01), y disminuyd a lo
largo de las etapas (P=0,003). Sin embargo, no hubo interaccién del grupo con los dias de
coleccidn ni con la etapa. El porcentaje de espermatozoides motiles tendié a ser mayor en el
GeCG que en el GCon (P=0,10). Se observd una interaccion entre el tratamiento y los dias de
coleccién (P=0,03), siendo mayor el GeCG en los dias 6 y 21. El porcentaje de
espermatozoides motiles varié a lo largo de los dias de coleccién para el GCon (6: 44,9 +
2,77; 21: 56,1 + 2,72; 36: 61,7 + 2,72; 55,8 + 2,72) y para el GeCG (6: 55,6 + 2,72; 21: 64,3
2,78; 36:59,2 +2,66; 54,2 + 2,66), (P= 0,0008), y disminuyd a lo largo de la etapas (P<0,0001)
pero no existid interaccién entre el grupo y la etapa. Los tratamientos no afectaron el
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva. El porcentaje de espermatozoides
con motilidad progresiva varié a lo largo de los dias de coleccién para el GCon (6: 39,6
2,94; 21: 49,9 + 2,89; 36: 55,8 + 2,89; 49,7 + 2,89) y para el GeCG (6: 46,8 + 2,89; 21: 58,7 +



2,95; 36: 53,6 + 2,84; 49,1 + 2,84), (P=0,0004), y ambos grupos fueron disminuyendo a lo
largo de las etapas (P<0,0001). Sin embargo, no hubo interaccidn del tratamiento con los
dias de coleccion ni con las etapas. El porcentaje de espermatozoides con membrana integra
no difirid entre los grupos. Se observd una interaccidon entre el tratamiento y los dias de
coleccién (P=0,009), siendo mayor el GeCG en el dia 6. El porcentaje de espermatozoides con
membrana integra para el GCon aumento a lo largo de los dias de coleccién y el GeCG
disminuyd a lo largo de los dias de coleccién, disminuyendo también a lo largo de las etapas
(P<0,0001), pero no existid interaccion entre el grupo y la etapa. No se observaron
diferencias entre GeCG y el GCon en el porcentaje de espermatozoides con acrosoma
integro ni en el porcentaje de espermatozoides anormales. El porcentaje de
espermatozoides con acrosoma integro aumento para el GCon y varié para el GeCG a lo
largo de los distintos dias de coleccién (6: 71,8 £1,58; 21: 70,6 + 1,58; 79,4 + 1,61; 51: 73,3
1,55), (P=0,0005), y disminuydé a lo largo de las etapas (P<0,0001), mientras que el
porcentaje de espermatozoides anormales no presenté diferencias. No hubo interaccién de
los grupos con la etapa ni con los distintos dias de coleccion en ninguno de los dos
parametros evaluados. En conclusién, la administracion de eCG en la estacion no
reproductiva mejoré la calidad de la motilidad espermadtica, el porcentaje de
espermatozoides motiles y la integridad de membrana de los espermatozoides en chivos de
Gabon.



1. INTRODUCCION

1.1. Regulacion neuroendocrina de la espermatogénesis

El eje hipotdlamo-hipdfiso-gonadal conecta el sistema nervioso y el enddcrino
(Somoza, 2002) y es el responsable de regular la reproduccién. La GnRH es un decapéptido
gue se secreta en forma pulsatil a través del sistema porta hipotdlamo-hipofisiario y de esta
forma llega a la adenohipdfisis produciendo la liberacién pulsatil de la homorna leutinizante
(LH), mientras que la hormona foliculo estimulante (FSH) es secretada continuamente
(Tilorook y Clarke, 2001; Somoza 2002). La LH y la FSH son responsables de estimular las
gbénadas, los ovarios en la hembra y los testiculos en el macho (Somoza, 2002). La LH actua
sobre las células de Leydig, ubicadas en el testiculo, estimulando la producciéon de
andrégenos, especificamente testosterona. La testosterona llega mediante difusiéon a los
tubulos seminiferos donde estimula la espermatogénesis (Evans y Maxwell, 1990; Bielli,
2002). Por otra parte, el blanco de accion de la FSH es la célula de Sertoli, también ubicada
en el testiculo. La FSH es la encargada de estimular la secrecidén de estrégenos por parte de
la célula de Sertoli. Los andrdgenos se metabolizan a estrégenos, mediante un proceso
denominado aromatizaciéon (Bielli, 2002). Por lo tanto, la FSH va a ser necesaria para
estimular el inicio de la espermatogénesis mientras que la LH es necesaria para que la
actividad espermatogénica sea normal.

1.2. Organizacion testicular y espermatogénesis

El testiculo es la gonada masculina y se encuentra alojado en el interior de la bolsa
escrotal, también llamada escroto. Alli se encuentra cubierto por la tunica albuginea, que es
una capsula fibrosa de tejido conjuntivo grueso. El mediastino testicular esta conformado
por la continuacién de la tunica albuginea, y alli se encuentran la rete testis, los vasos
sanguineos y los conductos eferentes. El epididimo es un tubo alargado que conecta a los
conductos deferentes, donde se almacenan los espermatozoides hasta que adquieren
movilidad (Bielli, 2002).

En el resto del parénquima testicular se encuentran los tubulos seminiferos, que
presentan una estructura tubular contorneada, lugar donde se producen los
espermatozoides. Las espermatogonias (células que van a producir los espermatozoides) se
localizan en la membrana basal de los tubulos seminiferos y una de sus caras (cara convexa)
esta en contacto con las células de Sertoli (Hafez, 1989).

Después de la maduracién sexual del macho, se produce la primera liberacién de
espermatozoides motiles y fértiles, pero el proceso de espermatogénesis comienza durante
la vida fetal. La espermatogénesis ocurre en tres etapas: proliferacion, meiosis vy
espermiogénesis. En la primera etapa, proliferan las espermatogonias, pasando por una
serie de divisiones mitéticas hasta transformarse en espermatogonias en diferenciacién. A
estas espermatogonias se las denominan A, A, As y A4, espermatogonias intermedias y



espermatogonias B. Al final de esta fase ocurre la meiosis, proceso por el que se reduce a la
mitad el material genético luego de dos divisiones celulares sucesivas. Las espermatogonias
B mas diferenciadas son las que van a dar lugar a los espermatocitos primarios
preleptoténicos. En la meiosis | la cromatina pasa por varios estados que son: leptoteno,
cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis. Al culminar la meiosis Il se obtienen
espermatidas redondas (haploides). La ultima etapa es la espermiogénesis, en la que las
espermatidas se convierten en espermatozoides. Una vez que el espermatozoide esta
completo se produce la espermiacién (liberacion del espermatozoide a la luz del tubulo
seminifero por parte de la célula de Sertoli) (Bielli, 2002).

1.3. Estacionalidad reproductiva

La reproduccion no es sdlo consecuencia de mecanismos neuroendocrinos (internos)
sino que también influyen mecanismos externos (Ungerfeld, 2007). Los efectos del medio
ambiente junto con en el potencial genético de los individuos van a determinar el periodo
reproductivo y la intensidad del mismo (Chemineau, 1993). La seleccidn natural es uno de
los factores que se encarga de que la reproduccién se sincronice de modo tal que los
nacimientos se produzcan en un momento ventajoso del afo, para que de esta forma haya
disponibilidad de nutrientes no sélo para la madre sino también para la cria (Malpaux, 1996;
Fosberg, 2002).

1.3.1. Estacionalidad en pequefos rumiantes

Los ovinos y los caprinos se caracterizan por ser especies con reproduccién
estacional. Se les suele llamar reproductores de dias cortos debido a que su estacion
reproductiva comienza cuando las horas de luz disminuyen (Evans y Maxwell, 1990). La
percepcion de las horas de luz se da a través de la retina, y la informacion se transmite por
via nerviosa a la glandula pineal. Estd glandula es la responsable de sintetizar y secretar
melatonina a la circulacién durante las horas de oscuridad (Forsberg, 2002). La melatonina
regula la liberacidn de la GnRH por parte del hipotdlamo y estimula la liberacién de FSH y LH
de la adenohipdfisis, la que a su vez estimula la liberacién de testosterona testicular (Hafez,
1989). Tanto en ovinos como en caprinos, las hembras poseen un periodo de anestro en el
gue hay una disminucién de la frecuencia de los pulsos de LH en comparaciéon con la
estacion reproductiva. La baja pulsatilidad de la LH se debe a mecanismos inhibitorios; por
un lado la retroalimentacidn negativa del estradiol al hipotalamo y por otro lado, el efecto
directo del fotoperiodo (Chemineau y Delgadillo, 1993; Ungerfeld, 2007). Los machos
disminuyen su actividad reproductiva cuando las hembras se encuentran en anestro
estacional, pero esa disminucién no implica que su actividad cese por completo (Menchaca,
2002). En los machos, durante la estacién reproductiva se produce un aumento de la
frecuencia de pulsos de LH y de las concentraciones de FSH y de testosterona (D’Occhio et
al., 1984). Ademads el porcentaje de espermatozoides anormales disminuye y la calidad del



eyaculado, la concentracién espermatica y la motilidad espermatica aumentan (Cupps et al.,
1960; Brown et al., 1991; Forsberg, 2002).

1.3.2. Estacionalidad en caprinos

Los caprinos son una especie con reproduccion poliéstrica estacional (Menchaca,
2002) y su patrén reproductivo va a depender de la latitud en que se encuentre. En nuestra
region, la estacién reproductiva comprende parte del verano y todo el otofo-invierno. Las
razas de origen alpino como Pardo Alpina, Saanen y Toggenburg tienen una estacidon
reproductiva que va desde febrero-marzo a septiembre-octubre, mientras que la razas
africanas y asidticas como la Anglo Nubian tienen una estacién reproductiva mas extendida
de diciembre-enero a septiembre (Menchaca, 2002). Otra raza de origen africano es la cabra
del Gabdn (Okere et al., 1986); en su lugar de origen estas cabras son utilizadas para la
produccién tanto de carne como de leche (Dairy Goat Journal, 2015), pero en nuestro pais
no son utilizadas con fines productivos, pudiéndose encontrar ejemplares en los zoolégicos.
Si bien, el patrén reproductivo de estas cabras no es tan marcado como en otras razas, se
observé un aumento de la actividad reproductiva (mayor concentracion sérica de
testosterona y mejor calidad seminal) desde finales de la primavera hasta mediados del
otofio (Giriboni, 2014).

El chivo de Gabdn (Figura 1), conocido como West African Dwarf Goat (WADG), es
una raza enana, con una altura de tan solo 30 a 50 cm, y un peso de 25 a 35 kg. Su pelaje
suele ser de color negro, chocolate y oro, aunque también es comun que presenten manchas
blancas y otras combinaciones de colores. El enanismo de esta raza es debido a una
mutacion genética que genera acondroplasia, enfermedad que se manifiesta
fenotipicamente con piernas cortas y cuerpo robusto (Dairy Goat Journal, 2015; Farm Animal
Biology, 2015). Esta raza es un buen modelo biolégico de una especie estacional que puede
ser utilizada en protocolos de investigacion de nuevas metodologias reproductivas, y de esta
forma ser extrapolados a otras especies.

Figura 1. Ejemplares de chivos de Gabdn adulto.



1.4. Control de la estacionalidad

En las especies estacionales, como los chivos, el periodo del afio limita fuertemente
la utilizacion del semen de estos machos con fines reproductivos. Por ello se han
desarrollado técnicas que permiten minimizar el efecto de la estacionalidad. Una de las
técnicas utilizadas para promover la actividad reproductiva es la colocacidn de implantes de
melatonina. Estos liberan melatonina en forma constante simulando el efecto de los dias
cortos (O’Callaghan et al., 1991). Si bien los dias cortos estimulan la actividad sexual, la
exposicion prolongada de los animales a los dias cortos, puede causar un periodo refractario,
observandose una disminucién de la actividad sexual. Sin embargo, si se intercala la
exposicién de los animales entre dias cortos y largos, éstos mantienen una actividad
reproductiva satisfactoria durante todo el afio. (Chemineau et al., 1992). En los chivos, la
induccion de la actividad reproductiva puede realizarse mediante la alternancia de dias
cortos y dias largos, lo que permite colectar y utilizar el semen de estos machos durante gran
parte del afio (Chemineau et al., 1992). La desventaja de este método es que, si bien
produce un aumento de los pardmetros reproductivos, estos pueden visualizarse luego de
dos meses de comenzado el tratamiento (Delgadillo et al., 2001). En chivos Creole se indujo
el comportamiento sexual durante la estacién no reproductiva con tratamientos de dias
largos seguidos de la insercion de dos implantes de melatonina (Delgadillo et al., 2001).
Mediante estos tratamientos se observé un aumento del peso testicular y una mayor calidad
espermatica. Ademads se produjo un aumento en la frecuencia de los pulsos de LH y de la
concentracion sérica de testosterona (Chemineau et al., 1992; Delgadillo et al., 2001). Si bien
los implantes de melatonina han tenido buenos resultados, en nuestro pais hay limitaciones
en cuanto a la disponibilidad ya que deben ser importados. Ademas los implantes no acttan
en forma rapida, visualizando sus efectos recién entre los 30 y 70 dias luego de su
implantacion (Buffoni, 2013).

1.5. Congelacion espermdtica

Una forma para disponer de semen durante todo el afio es mediante la
criopreservacién seminal. La congelacién de semen es una técnica de criopreservacion que
permite la conservacion tanto de gametos femeninos como masculinos (Isachenko et al.,
2004). A bajas temperaturas, el metabolismo de las células disminuye, lo que permite la
conservacion de las mismas a largo plazo (Gao y Critser, 2000), permitiendo su utilizacién en
cualquier época del aifo. La congelacidn de semen como método de almacenamiento causa
danos ultraestructurales, bioquimicos y funcionales a los espermatozoides, lo que puede
resultar en una disminucion tanto de la motilidad, como de la viabilidad y la capacidad de
fecundar de esos espermatozoides (Leboeuf et al., 2000). Ademas las caracteristicas
seminales varian a lo largo del afio y esto ocasiona que la repercusién negativa de la
congelacion durante la estacion no reproductiva sea mayor que en la estacion reproductiva.
Las variaciones estacionales también repercuten en la composicién del plasma seminal,



medio en el que se encuentran los espermatozoides (La Falci et al., 2002). A raiz de éstas
dificultades es que se han buscado alternativas para preservar las caracteristicas seminales
del semen colectado durante la estacién no reproductiva.

1.6. Gonadotrofina coridnica equina (eCG o PMSG)

1.6.1. Origeny modo de accion

La eCG es secretada por las copas endometriales de las yeguas aproximadamente
entre los 40 y 120 dias de gestacion (Allen y Moor, 1972). En pequeiios rumiantes es la Unica
hormona glucoproteica capaz de provocar la actividad tanto de la LH como de la FSH, ya que
posee sitios de union a los receptores de ambas hormonas (Christakos y Bahl, 1979).

1.6.2. Estructura

Esta compuesta por dos subunidades, llamadas a y B. En la yegua la primera es igual
a otras glucoproteinas como la FSH, LH y la TSH (hormona estimulante de la tiroides),
mientras que la segunda es la que genera la actividad especifica. Estas subunidades se
mantienen unidas mediante enlaces no covalentes y pueden ser separadas con tratamientos
con urea, guanidina o acido mineral diluido (Hartree y Renwick, 1992). El contenido de
carbohidratos de la hormona es de 41,7%, entre ellos, L-fucosa, D-manosa, galactosa, N-
acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y dacido sidlico (Christakos y Bahl, 1979). En la
subunidad B los contenidos de dacido sidlico y de galactosa son mayores que en la a
(Christakos y Bahl, 1979). La eCG posee una vida media de aproximadamente 5 dias (Murphy
y Martinuk, 1991). Los vinculos de acido sidlico son muy resistentes a las neuraminidasas lo
gue permite una mayor vida media (Kamerling et al., 1990) en comparacién con otras
hormonas glucoproteicas.

1.6.3. Antecedentes del uso de eCG

La eCG ha sido utilizada para inducir la ovulacién y aumentar las tasas de prefiez en
protocolos de inseminacion artificial en ovejas (Luther et al., 2007). Sin embargo en cabras
se ha observado que el uso repetido de eCG para la induccién de la ovulacién podria causar
un descenso en la fertilidad debido a la generacién de anticuerpos anti-eCG (Roy et al.,
1999).

La eCG es capaz de unirse a los receptores de LH y FSH, por lo que podria estimular
indirectamente la espermatogénesis, y aumentar la concentracion sérica de testosterona.
Existen escasos trabajos en los que se ha utilizado la eCG para promover la actividad
reproductiva de los machos. A un venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) azoospermico
(ausencia de espermatozoides) se le administré 5000 Ul de eCG para restaurar la produccion
seminal. La terapia logré restaurar la actividad testicular y reiniciar la espermatogénesis
(Ungerfeld, 2013). En otro trabajo, se administrd peptidina (una droga sintética similar a un
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opioide que actua suprimiendo la actividad gonadal) a ratas, para posteriormente evaluar los
efectos de la administraciéon de 5 Ul de eCG. Dicha administracién permitié mantener la
espermatogénesis (Patil et al., 1998). La administracion de tres dosis de 250 Ul de eCG con
un intervalo de 2 semanas entre cada una en perros con astenozoospermia (disminucion de
la motilidad de los espermatozoides) produjo una mejoria transitoria en la espermatogénesis
(Kawakami et al., 1999). Ademas en carneros se ha demostrado que la administracién de
eCG en estacién no reproductiva, aumenta los niveles de testosterona y la capacidad para
estimular la actividad reproductiva en las hembras (Ungerfeld et al., 2014).



2. HIPOTESIS

La administracion de eGC a chivos durante la estacidn no reproductiva mejora los
pardmetros seminales del semen fresco, luego de adicionar el diluyente y la resistencia de
los espermatozoides a la congelacién-descongelacién.

3. OBIETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar si la administracién de eCG a chivos de la raza Gabdn durante la estacion
no reproductiva mejora la calidad de los parametros seminales del semen fresco, del semen
luego de la adicion del diluyente y del semen posdescongelado.

3.2. Objetivos especificos

Determinar si la administracion de 1 dosis de eCG administradas cada 5 dias, durante 4 dias
mejora:

« lacalidad de la motilidad (escala del 0-5)

« el porcentaje de espermatozoides métiles y con motilidad progresiva
. el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales

« laintegridad de membrana y acrosdmica de los espermatozoides

del semen fresco, y la resistencia de éstos frente a la adicién de un diluyente

(estrés osmotico) y luego de un proceso de congelacidon-descongelacién (estrés
térmico).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Animalesy su manejo

El trabajo se realizé en el Laboratorio de Fisiologia de la Reproduccién, Departamento
de Fisiologia, Facultad de Veterinaria. Se utilizaron 20 chivos adultos de la raza Gabdn los
que fueron adjudicados a 2 grupos: 1) los animales del grupo tratado recibieron 1 dosis de
eCG (GeCG, n=10) cada 5 dias, siendo la primer dosis de 800 Ul (dia 0) y las 4 restantes de
500 Ul de eCG (Novormodn, Syntex, Montevideo, Uruguay) (Figura 2),y 2) un grupo control
al gue no se le administré la hormona (GCon, n=10).

4.2. Coleccion seminal

El semen fue colectado quincenalmente durante 2 meses (octubre-diciembre) en la
estacion no reproductiva (Figura 2). El semen se colecté mediante electroeyaculacion
utilizando una sonda rectal de 300 mm de largo x 9 mm de didmetro, con 3 electrodos
longitudinales de cobre de 30 mm de longitud (modelo 303; P-T Electronics, Oregon,
E.E.U.U) realizando series de 10 pulsos (4-5 s por pulso) de estimulo, con intervalos de
descanso de 2-3 s por serie. La intensidad del voltaje fue en aumento desde 1-6 V hasta la
eyaculacidn. Previo a realizar la electroeyaculacion, se vacié el recto de heces y se lavo el
prepucio para evitar que se contaminara la muestra seminal.

NN

|
I
) 5 10 15 20 dias

-9 6 21 36 51 dias

Figura 2. Representaciéon esquematica de los dias administracion de las dosis de eCG (en la
linea superior) y los dias de coleccién seminal (en la linea inferior) de chivos de Gabodn
durante la estacidon no reproductiva. El cuadro gris representa el periodo de administracién
de la hormona y los valores inyectados en Ul.
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4.3. Evaluacion de semen fresco

Una vez colectado el semen se procedié a la evaluacién inmediata de cada muestra,
manteniendo la misma en bafio maria a 372C. Primero, se midid el pH con tiras
colorimétricas para controlar que no existiera contaminacién con orina. Para evaluar el
porcentaje de espermatozoides con membrana integra se colocaron 10 uL de la muestra en
una solucién hipoosmotica (Jeyendran et al., 1984), incubandose durante 15 min a 372Cy
luego se fijé en formol-citrato. En una solucién hipoosmética el espermatozoide debe lograr
un equilibrio entre el medio interno y el externo; para ello difunde agua hacia el interior y
como consecuencia la cola se hincha y se pliega (Jeyendran et al., 1984). Esta técnica
permite determinar la integridad de membrana de los espermatozoides, considerandose
como vivos aquellos que pliegan su cola a causa de la solucidn en la que se encuentran
(positivos) y muertos aquellos que mantienen su cola recta (negativos).

La motilidad espermadtica se evalud en un microscopio éptico con contraste de fase
(Nikon, modelo Eclipse E200, Shanghai, China con un aumento de 40X) equipado con platina
térmica a 379C. Para ello se diluyd parte de la muestra en leche descremada UHT y se colocd
un cubre objetos sobre la muestra. La calidad de la motilidad se determind, asignando una
escala que va del 0 al 5, siendo 0 cuando no hay movimiento de espermatozoides y 5 cuando
el movimiento es muy rapido (Soler, 2003). También se evalué el porcentaje de
espermatozoides métiles y con motilidad progresiva. Luego se fijé una muestra en formol-
citrato para posteriormente evaluar el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente
anormales y el porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro.

4.4. Adicidn del diluyente y congelacion espermdtica

Para almacenar las muestras en pajuelas de 0,5 mL, se determiné la concentracion de
los espermatozoides en el eyaculado. Primero se extrajeron 10 uL de la muestra fijada en
formol-citrato. Luego se determind la concentracion espermatica con una camara de
Neubauer y el total de espermatozoides en el eyaculado. Esta informacion permitio el
calculo del volumen de diluyente a adicionar.

Las muestras fueron diluidas con un diluyente comercial (Andromed, Minitube,
Tiefenbach, Alemania). Una vez agregado el diluyente se evaluaron las mismas variables que
en el semen fresco, y el semen fue colocado en pajuelas a las que progresivamente se les
disminuyd la temperatura para realizar la curva de enfriamiento. Para ello, las pajuelas
fueron colocadas en un recipiente con agua a temperatura ambiente. Luego, se las colocé en
un freezer donde se controld su temperatura hasta llegar a los 52C. Una vez alcanzados los
59C las pajuelas fueron extraidas del recipiente, se las secé y se las colocd en vapores de
nitréogeno liquido durante 10 min (aproximadamente -80 2C). Posteriormente se colocaron
las pajuelas directamente en nitrégeno liquido (-1962C) y se las conservd en un tanque de
nitrégeno liquido durante 2 meses para su posterior descongelaciéon y evaluacion.
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4.5. Descongelacion espermdtica

El semen se descongelé retirando las pajuelas del nitrégeno liquido, manteniéndolas
durante 10 s a temperatura ambiente y colocandolas a 372C durante 30 s. Luego se secaron
las pajuelas y se cortd uno de los extremos, colocandola en un tubo eppendorf, para
posteriormente cortar el otro extremo para liberar el semen.

Al momento de la descongelacién se evalud la calidad de la motilidad, el porcentaje de
espermatozoides motiles y el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva.
Inmediatamente luego de la descongelacién se realizaron fijaciones para evaluar el
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente anormales, asi como la integridad de
membrana y acrosémica de los espermatozoides.

4.6. Andlisis estadistico

Los datos fueron comparados mediante ANOVA para mediciones repetidas, tomando
como efectos principales el tratamiento (administracién o no de eCG), el momento de
coleccién de las muestras (dias), las etapas de evaluacidn (semen fresco, luego de agregado
el diluyente, y luego de descongelado), asi como sus respectivas interacciones. La media de
los datos del semen fresco de cada animal colectadas previo a la administracion de eCG fue
incluida en el modelo de cada variable como covariable. Los datos se presentan como media
de los minimos cuadrados + EE.
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5. RESULTADOS

La calidad de la motilidad fue mayor en el GeCG que en el GCon (2,52 + 0,08 vs 2,13 +
0,08; respectivamente; P=0,004). La calidad de la motilidad varié de acuerdo a los dias de
colecciéon para el GCon (6: 1,84 + 0,15; 21: 2,03 £ 0,15; 36: 2,50 £ 0,15; 51: 2,14 + 0,15) y
para el GeCG (6: 2,26 £ 0,15; 21: 2,80 + 0,16; 36: 2,62 + 0,15; 51: 2,37 + 0,15), (P=0,01; Figura
3A) y disminuyd a lo largo de las etapas (P=0,003; Figura 3B). Sin embargo, no hubo
interaccion del grupo con los dias de coleccién ni con la etapa.
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Figura 3. Calidad de la motilidad de semen de chivos de Gabdn tratados con eCG (-e-) y no tratados (-A-)
en funcion de los dias de coleccién (para cada dia de coleccidn se promediaron todas las etapas) (A) y en
funcién de las etapas de evaluacidn (para cada etapa se promediaron todos los dias de coleccidn) (B)
(semen fresco, semen luego de la adicidén del diluyente, semen posdescongelacidon). La barra gris en A
indica el periodo de administraciéon de la eCG. Las muestras fueron colectadas durante la estacidon no
reproductiva. Los datos se presentan como media de los minimos cuadrados + EE de la muestra de semen
fresco, luego de agregado el diluyente y posdescongelacion. La primera dosis de eCG se administrd el dia
0. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los dias de coleccion y de las etapas:
P<0,05.
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El porcentaje de espermatozoides moétiles tendié a ser mayor en el GeCG que en el
GCon (58,3 + 1,50 vs 54,6 + 1,51; respectivamente; P=0,10). Se observé una interaccion
entre el tratamiento y los dias de coleccion (P=0,03), siendo mayor el GeCG en los dias 6 y 21
(Figura 4A). El porcentaje de espermatozoides moétiles varié a lo largo de los dias de
coleccién para el GCon (6: 44,9 £ 2,77; 21: 56,1 £ 2,72; 36: 61,7 £ 2,72; 55,8 + 2,72) y para el
GeCG (6: 55,6 + 2,72; 21: 64,3 £ 2,78; 36: 59,2 + 2,66; 54,2 + 2,66), (P=0,0008) y disminuyé a
lo largo de la etapas (P<0,0001) (Figura 4B) pero no existié interaccién entre el grupo y la
etapa.
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Figura 4. Porcentaje de espermatozoides moétiles de semen de chivos de Gabdn tratados con eCG (-e-) y no
tratados (-A-) a lo largo de los dias de coleccion (para cada dia de coleccién se promediaron todas las etapas) (A) y
en funcion de las etapas de evaluacion (para cada etapa se promediaron todos los dias de coleccion) (B) semen
fresco, semen luego de la adicion del diluyente, semen posdescongelacion). La barra gris en A indica el periodo de
administracion de la eCG. Las muestras fueron colectadas durante la estacion no reproductiva. Los datos se
presentan como media de los minimos cuadrados * EE de la muestra de semen fresco, luego de agregado el
diluyente y posdescongelacidén. La primera dosis de eCG se administré el dia 0. Diferentes letras indican
diferencias significativas a lo largo de los dias de coleccidon y de las etapas: P<0,05. Diferencias significativas en la
interaccidn del grupo y los dias de coleccidn se indican como: * (P<0,05) y ** (P<0,01).
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No existieron diferencias entre el GeCG y GCon en el porcentaje de espermatozoides
con motilidad progresiva. El porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva varié a
lo largo de los dias de coleccidn para el GCon (6: 39,6 + 2,94; 21: 49,9 + 2,89; 36: 55,8 + 2,89;
49,7 + 2,89) y para el GeCG (6: 46,8 + 2,89; 21: 58,7 + 2,95; 36: 53,6 + 2,84; 49,1 + 2,84),
(P=0,0004; Figura 5A) y ambos grupos fueron disminuyendo a lo largo de las etapas
(P<0,0001; Figura 5B). Sin embargo, no hubo interaccidon del tratamiento con los dias de
coleccion ni con las etapas.
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Figura 5. Porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva de semen de chivos de Gabdn tratados
con eCG (-e-) y no tratados (-A-) a lo largo de los dias de coleccidon (para cada dia de coleccion se
promediaron todas las etapas) (A) y en funcion de las etapas de evaluacion (para cada etapa de coleccion se
promediaron todos los dias de coleccién) (B) (semen fresco, semen luego de la adicion del diluyente, semen
posdescongelacion). La barra gris en A indica el periodo de administracién de la eCG. Las muestras fueron
colectadas durante la estacidén no reproductiva. Los datos se presentan como media de los minimos
cuadrados + EE de la muestra de semen fresco, luego de agregado el diluyente y posdescongelacion. La
primera dosis de eCG se administré el dia 0. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de
los dias de coleccidn y de las etapas: P<0,05.
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El porcentaje de espermatozoides con membrana integra no difirié entre los grupos.
Se observd una interaccidn entre el tratamiento y los dias de coleccién (P=0,009), siendo
mayor el GeCG en el dia 6 (Figura 6). El porcentaje de espermatozoides con membrana
integra para el GCon aumento a lo largo de los dias de coleccidn y el GeCG disminuyé a lo
largo de los dias de coleccidn, disminuyendo también a lo largo de las etapas (P<0,0001),
pero no existid interaccidn entre el grupo y la etapa., y disminuyd a lo largo de las etapas
(semen fresco: 75,86 + 2,54; semen posdescongelacion: 33,8 + 2,53; P<0,0001) pero no
existid interaccién entre el grupo y la etapa.
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Figura 6. Porcentaje de espermatozoides con membrana integra de semen de chivos de Gabdn tratados
con eCG (-®-) y no tratados (-A-) a lo largo de los dias de coleccidn. La barra gris indica el periodo de
administracion de la eCG. Las muestras fueron colectadas durante la estacién no reproductiva. Los
datos se presentan como media de los minimos cuadrados + EE de la muestra de semen fresco, luego
de agregado el diluyente y posdescongelacion. La primera dosis de eCG se administré el dia 0.
Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los dias de coleccién: P<0,05. Diferencias
significativas en la interaccion del grupo y los dias de coleccion se indican como: * (P<0,05).

No se observaron diferencias entre GeCG y el GCon en el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma integro ni en el porcentaje de espermatozoides anormales.
El porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro aumentd para el GCon y varid a lo
largo de los distintos dias de coleccién para el GeCG (6: 71,8 + 1,58; 21: 70,6 + 1,58; 79,4 +
1,61; 51: 73,3 + 1,55), (P=0,0005; Figura 7A) y disminuyé a lo largo de las etapas (P<0,0001;
Figura 7B), mientras que el porcentaje de espermatozoides anormales no presentd
diferencias. No hubo interaccién de los grupos con la etapa ni con los distintos dias de
coleccidn en ninguno de los dos pardmetros evaluados.
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Figura 7. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro de semen de chivos de Gabon tratados
con eCG (-®-) y no tratados (-A-) a lo largo de los dias de coleccion (para cada dia de coleccién se
promediaron todas las etapas) (A) y en funcién de las etapas de evaluacién (para cada etapa de
coleccién se promediaron todos los dias de coleccion) (B) (semen fresco, semen luego de la adicion del
diluyente, semen posdescongelacidn). La barra gris en A indica el periodo de administracién de la eCG.
Las muestras fueron colectadas durante la estacidon no reproductiva. Los datos se presentan como
media de los minimos cuadrados + EE de la muestra de semen fresco, luego de agregado el diluyente y
posdescongelacidn. La primera dosis de eCG se administrd el dia 0. Diferentes letras indican diferencias
significativas a lo largo de los dias de coleccidon y de las etapas: P<0,05.
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6. DISCUSION

La administracion de eCG a chivos de Gabdén durante la estacidon no reproductiva
(octubre-diciembre) mejoré la calidad seminal, aumentando la calidad de la motilidad, el
porcentaje de espermatozoides mdtiles y la integridad de membrana de los
espermatozoides. Este efecto se produjo inmediatamente de comenzada la administracion
de la hormona, pero luego de cesado el tratamiento no se observaron diferencias
significativas entre los grupos. La melatonina puede aumentar el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva recién a los 45 - 90 dias luego de su implantacién
en carneros (Casao et al., 2010a), mientras que en esta tesis se observdé un aumento de la
calidad seminal ya a los 6 dias de la primera administracién de eCG. Estos resultados son
realmente alentadores, siendo una alternativa rapida, eficaz y de bajo costo para mejorar el
desempeiio reproductivo de los machos durante la estacidon no reproductiva.

Dada la inmediatez del efecto y, que la espermatogénesis dura aproximadamente 48
dias en los chivos (Franca, et al., 1999), se podria descartar que el efecto positivo sea sobre
la misma. Ademas, si fuera sobre las células en sus Ultimas etapas espermatogénicas, el
efecto positivo deberia haberse mantenido por mds tiempo luego de cesar la administracion
de la hormona. Por tanto, parece razonable especular que los efectos positivos de la eCG se
produzcan en el epididimo, afectando a los espermatozoides ya formados y el medio en el
que estan inmersos, y/o en las glandulas anexas, modificando indirectamente Ia
composicion del plasma seminal. El epididimo, es el érgano encargado del transporte, la
maduracién y almacenamiento de los espermatozoides (Zhang et al., 1997; Swider-Al-Amawi
et al., 2010). El epididimo posee receptores de FSH (FSH-R) (Dahia y Rao, 2006; Dahia et al.,
2008) y de LH (LH-R) (Lie et al., 2003; Shayu y Rao, 2006), principalmente en la zona de la
cola.

Swider-Al-Amawi et al. (2010) no sélo observaron la presencia de FSH-R en las células
epiteliales del epididimo de la rata y del humano, sino que también demostraron que la FSH
es capaz de modificar la morfologia de las células epiteliales y de participar en la
esteroidogénesis. Este grupo de trabajo también realizé pruebas con ratones knockout para
FSH-R en el epididimo, constatando que dichos animales presentaban defectos en el
desarrollo de los espermatozoides, lo que demuestra que la presencia de FSH y de FSH-R en
el epididimo son importantes para que el proceso de maduracién de los espermatozoides
ocurra correctamente. Zhang et al. (1997) y Lie et al. (2003) reportaron la presencia de
receptores de LH-R en el epididimo de mono y de ratdn, y su importancia en la morfologia y
en la funcion de dicho érgano. La falta de LH-R en ratones knockout resulta en cambios en la
morfologia de las células epiteliales (Lie et al., 2003). Los LH-R son capaces de reconocer
gonadotrofinas coridnicas debido a la similitud de sus cadenas aminoacidicas (Dufau, 1998) y
estas hormonas van a ser capaces de generar cambios morfoldgicos en las células del
epididimo como ocurre con las células de Leydig (Swider et al. 2003). Por tanto, la eCG
podria haberse unido a los FSH-R y LH-R participando de esta forma en los cambios
morfoldgicos de las células del epididimo y en la correcta maduracién espermatica.
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Cémo se mencioné anteriormente, la eCG también podria estar actuando a nivel de
las glandulas anexas (préstata y vesicula seminal) ya que se ha demostrado que las mismas
poseen LH-R (Reiter et al., 1995; Tao et al., 1995; Tao et al., 1998). Cabe destacar, que las
glandulas anexas estdn implicadas en la producciéon del plasma seminal, por lo que la
administracion de la eCG podria estar repercutiendo indirectamente en la composicién del
mismo. Si bien hay escasa informacién acerca de la composicion del plasma seminal,
Cardozo et al. (2006) observaron que las variaciones en el perfil proteico del plasma seminal
a lo largo del afio se relacionan con variaciones en el porcentaje de espermatozoides
motiles, con la viabilidad espermatica y con la concentracién del eyaculado, siendo éstos
mejores durante la estaciéon reproductiva. A su vez, La Falci et al. (2002) identificaron y
caracterizaron proteinas con afinidad a la heparina (HAP) en chivos Saneen, observando que
su concentracidn en el plasma seminal varia a lo largo del afio. Segln estos investigadores,
las HAP se encuentran en mayor proporcion en estacion no reproductiva, produciendo un
deterioro en el acrosoma y en la motilidad espermatica, por lo que la calidad seminal
disminuye. Por estas razones es que la administracion de eCG podria influir indirectamente
de forma positiva en el plasma seminal, generando un mejor medio para los
espermatozoides, similar a lo que ocurre durante la estaciéon reproductiva.

Por otro lado, en varios estudios se ha demostrado que la administracidon de eCG es
capaz de estimular la secrecidén de testosterona (Hochereau- De Rivers et al., 1990; Price et
al., 1991; Ungerfeld et al., 2014). Si bien en este trabajo no se realizaron las mediciones de
esta hormona, hay que tener en cuenta que no soélo existen variaciones estacionales en la
concentracion sérica de testosterona, sino que la concentracién de dicha hormona en el
plasma seminal también varia a lo largo del afio (Casao et al., 2010b). Cabe destacar, que la
aromatasa metaboliza la testosterona en estrégenos (Simpson et al., 1994) y que éstos
ultimos podrian regular la motilidad espermatica, mediante su aromatizacién en el plasma
seminal. Esto sugiere que la eCG podria haber estimulado la produccion de testosterona
durante el periodo en que se administré la misma, repercutiendo en la concentracion de
estrégenos del plasma seminal y por ende mejorando la motilidad espermatica. Si bien en el
presente trabajo no se evalué la composiciéon del plasma seminal, ni la concentracion de
testosterona, seria interesante evaluarlas para determinar en qué medida pueden ser
modificadas durante el periodo de administracién de la eCG.

Al finalizar la administracidn de la eCG se observé una disminucién inmediata en los
parametros seminales, que luego se estabilizaron rdpidamente a valores similares al GCon.
Es probable que al cesar la administracion hormonal se genere un cambio brusco en la
composicidon del medio en el que se encuentran los espermatozoides, y que por ello, los
parametros seminales disminuyen a valores proximos al GCon.

En sintesis, la administracion de eCG en chivos de Gabon durante la estacion no
reproductiva tuvo un efecto positivo sobre la calidad seminal. Este efecto comenzé
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inmediatamente de iniciado el tratamiento hormonal, y finalizd apenas se dejo de
administrar la hormona.
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7. CONCLUSIONES

La administracién de eCG a chivos durante la estacién no reproductiva aument? la
calidad del semen fresco, con diluyente y posdescongelacion.
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