UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE VETERINARIA

USO DE GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA (eCG) PARA MEJORAR LOS

PARAMETROS SEMINALES, LA CRIORESISTENCIA Y LA CIRCUNFERENCIA

ESCROTAL DE CARNEROS DE DOS RAZAS DURANTE LA ESTACION NO RE-
PRODUCTIVA

Por

Alexsandra Soledad RODRIGUEZ MARTINEZ

Maria Belén VARELA CRUCES

TESIS DE GRADO presentada como uno
de los requisitos para obtener el titulo de

Doctor en Ciencias Veterinarias.

Orientado: Produccién Animal

MODALIDAD: Ensayo Experimental

MONTEVIDEO

URUGUAY

2019



PAGINA DE APROBACION

Tesis de grado aprobada por:

Presidente de mesa:

Segundo miembro (Tutor):

Tercer miembro:

Fecha:

Autores:

Lic. Julia Giriboni

Msc. Florencia Beracochea

Dr. Danilo Fila

Alexsandra Soledad Rodriguez Martinez

Maria Belén Varela Cruces



AGRADECIMIENTOS

A nuestra tutora Florencia Beracochea y co-tutores, Jorgelina Manes y Rodolfo Un-
gerfeld por su orientacion, buena disposicion y paciencia a lo largo de esta trayecto-
ria.

A nuestras compafieras Maria Jesus Frish, Mercedes Ferber y Lucia Fazzio por su

ayuda, apoyo y por hacer de esta experiencia una aventura divertida.

A los funcionarios del INTA Balcarce, Sergio Dinino y Carlos Nieto por su colabora-
cién y paciencia y a Matias Ojeda su orientacién y ayuda durante el trabajo experi-
mental.

A nuestras familias y amigos por darnos fuerza, motivacion, comprension y creer en

nosotras durante este largo camino.

A la Facultad de Veterinaria UdelaR por darnos la oportunidad de formarnos como

profesionales y como personas.

Y a todas aquellas personas que directa o indirectamente influyeron positivamente y

contribuyeron en este importante proceso.



Pagina
PAGINA DE APROBACION ......ouiiiiiiiieieiee ittt 2
AGRADECIMIENTOS ... 3
LISTA DE TABLAS Y FIGURAS ...ttt 6
RESUMEN. ..ottt ettt ettt ettt et et e et e e et e e e e et e e e e e e e eeeeeeeeees 7
SUMMARY ettt 9
1. INTRODUGCCION ....oooviiiiiteciecte et ettt ettt te et et eteete et eete et e etestestesee s 11
2. REVISION BIBLIOGRAFICA .......cocoiiiiieiecieeete ettt 13
2.1. Estacionalidad reprodUCTIVA.........ccceeeerieieereeeeseeee e e e e e e s e e e e e e nr e s e snneeeeas 13
2.2. Control enddcrino estacional de la reproduccion en el macho........eeeeeveecccceneeeeenn. 14
2.3. Metodologias utilizadas para reducir la estacionalidad ...........ccccoceeeeereieeccciineeeennn. 16
2.4. Gonadotrofina COrONICA EQUING .....ccuiiceerrieereeeeeeereee e e e e e e sne e e sne e e ene e e s ne e e eneeeas 18
2.5. Origen y caracteristicas de las razas Texel y Highlander........ccccocooereiieeneieeneceenn. 19
3. HIPOTESIS ...ttt ettt ettt ettt e ettt ne e 21
A, OBJIETIVOS ... i 21
4.1. ODJELIVO GENEIA ....eeeieiieeee et s e e e s e e e s e e e e e e ann s 21
4.2. ObjetiVOS €SPECITICOS ..uureieieeiieiiereiee et e e s sme e e e e ne e e e 21
5. MATERIALES Y METODOS .....ooviiiieceeceeceeeee ettt ettt eae e enens 22
5.1. ANIMAIES Y SU MANEJO ceieeueeereieeeesieseesisssnreeesssesessssnsseeeeessssasssssssssseeeesssssasssnnssnenees 22
5.2. Evaluacion testicular y coleccion seminal ..........occccceeeeieenieiccccceeeeee e 22
5.3. Evaluacion de SEMEN frE@SCO...uuuiiiiiriiriiiirtiesersssre e s s ssse e e s sse e e s ssnn e e s ssne e s s ssnneeeean 23
5.4. Dilucién de las muestras, congelacion y descongelacion de semen ..........ccceeuueee.. 24
TSI AN g F= LR = 2S] r= To 1] 1 o] o PSP 25
L S 1 U | I 1N 5 1 J 26
6.1. CIrcUNferenCia @SCrOtaAl.......ccccurrieeeiiieicccerrr e s e e e e s e s nnneneeees 26
ORI ST =T 0 0 T=T o =] o o P 26
6.3. SEMEN AESCONYEIAUO. .. .uuuueueri s 30
6.4. TaSA € CrHOIESISIENCIA ....uueeeerreeeeeieeeeseserrr e e e e e e s e e s sennnr e e e e e e e s e s e s nnnne e e e e e e e e e e e nnnnnneees 33

TABLA DE CONTENIDO



7. DISCUSION......

8. CONCLUSIONES ...

9. BIBLIOGRAFIA



LISTA DE TABLAS Y FIGURAS

Figura 1. (a) volumen del eyaculado (b) concentracion espermatica y (c) porcentaje
de espermatozoides matiles de carneros Texel y Highlander tratados con eCG y no
tratados en funcion de 10s dias de COIECCION...........cccoveiiiiiinieee e, 27

Tabla 1. Caracteristicas de semen fresco en carneros de dos razas tratados o no
con eCG durante la estacion N0 reproduCHIVA. .........cccevrerierenese e 28

Figura 2. Porcentaje de espermatozoides moétiles en semen descongelado de
carneros Texel y Highlander tratados con eCG y no tratados en funcién de los dias
(o [ ol0] [T oTod [ ] o RSSO 31

Tabla 2. Caracteristicas seminales de semen descongelado en carneros de dos
razas tratados o no con eCG durante la estacion no reproductiva.............c.ccceveunenne. 32

Tabla 3. Caracteristicas seminales de tasa de crioresistencia en carneros de dos
razas tratados o no con eCG durante la estacion no reproductiva. ...........ccccocceevnene 34



RESUMEN

La utilizacion de gonadotrofina coriénica equina (eCG), ha sido extensamente
estudiada como herramienta en el manejo reproductivo, como por ejemplo en el uso
para inducir el desarrollo folicular y la ovulacién en hembras. Sin embargo, existe
escasa informacion sobre el uso de dicha hormona para promover la actividad re-
productiva en machos. El objetivo de este trabajo fue evaluar y comparar la circunfe-
rencia escrotal y las caracteristicas seminales de carneros de la raza Texel (TEX) y
Highlander (HL) como respuesta a la administracion de eCG durante la estacion no
reproductiva. Se utilizaron 17 carneros adultos de la raza TEX y 15 HL de los cuales
9y 8, respectivamente, fueron tratados con dos dosis de 1000 Ul de eCG separadas
por 5 dias (GeCG), mientras que los restantes permanecieron sin tratamiento como
grupo control (GCon). Se les midié circunferencia escrotal y se colect6 semen me-
diante electroeyaculacion 6 y 4 dias previos a la primera administracién de eCG y
luego semanalmente durante 3 semanas. En cada muestra de semen fresco y des-
congelado se evaluaron los principales parametros seminales. Ademas, se calculd la
tasa de crioresistencia para los mismos. Los datos fueron comparados mediante
ANOVA para mediciones repetidas considerando los efectos del tratamiento (GeCG
0 GCon), de la raza (HL o TEX), y la interaccién entre tratamiento con eCG y la raza,
y entre tratamiento con eCG y el dia de coleccién. La administracién de eCG no in-
cremento la circunferencia escrotal del grupo tratado, independientemente de la raza
evaluada. En semen fresco la motilidad masal tendié a ser mayor en el GCon que en
el GeCG (p= 0,1). En la motilidad masal y en la calidad espermatica hubo una inter-
accion entre el tratamiento y el tiempo de evaluacion (p= 0,01 y p= 0,02, respectiva-
mente), mayor en el GCon que en el GeCG en el dia 7. En la interaccion entre el
tratamiento con eCG y las razas el porcentaje de espermatozoides maétiles fue mayor
en el grupo TEXCon que los HLCon (p= 0,08) y en motilidad progresiva tendi6é a ser
mayor el grupo TEXCon que el HLCon (p= 0,1). Hubo una interaccion entre el trata-
miento con eCG y el tiempo de coleccién (p< 0,0001) en el porcentaje de esperma-
tozoides con membrana integra, siendo mayor en el GCon que en el GeCG en el dia
2 (p= 0,01). En semen descongelado la integridad de membrana tendio a ser mayor
en el GeCG que el GCon (p= 0,1). Hubo una interaccion entre el tratamiento con



eCG y el tiempo en el porcentaje de espermatozoides matiles (p= 0,0001), tendiendo
a ser mayor en el GeCG que en el GCon en el dia 7. En la tasa de crioresistencia se
observd una interaccion entre el tratamiento y el tiempo en el porcentaje de esper-
matozoides motiles (p= 0,0001) y con motilidad progresiva (p= 0,0008). Ambas va-
riables fueron mayores en el grupo tratado con eCG que en el grupo control en el dia
7. En conclusion, la administracion de eCG durante la estacién no reproductiva no
aumento la circunferencia escrotal ni mejoro la calidad seminal de carneros TEX y
HL. Tampoco existid una respuesta diferente a la eCG de acuerdo a la raza de los

carneros testeados.



SUMMARY

The use of equine chorionic gonadotrophin (eCG) has been extensively stud-
ied as a tool in reproductive management, such as in the use to induce follicular de-
velopment and ovulation in females. However, there is little information on the use of
this hormone to promote reproductive activity in males. The aim of this study was to
evaluate and compare the scrotal circumference and the seminal characteristics of
Texel (TEX) and Highlander (HL) rams in response to the administration of eCG dur-
ing the non-reproductive season. Seventeen adult rams of the TEX breed and fifteen
HL were used, of which 9 and 8, respectively, were treated with two doses of 1000 1U
of eCG separated by 5 days (GeCG), while the rest remained without treatment as a
control group (GCon). Scrotal circumference was measured and semen was collect-
ed by electroejaculation 6 and 4 days prior to the first administration of eCG and then
weekly for 3 weeks. The main seminal parameters were evaluated in each fresh and
thawed semen sample. In addition, the rate of cryoresistence was calculated for
them. Data were compared using ANOVA for repeated measurements considering
the effects of treatment (GeCG or GCon), breed (HL or TEX), and the interaction be-
tween treatment with eCG and breed, and between treatment with eCG and the day
of collection. The administration of eCG did not increase the scrotal circumference of
the control group or the treated group, regardless of the breed evaluated. In fresh
semen, mass motility tended to be greater in the GCon than in the GeCG (p=0.1). In
mass motility and sperm quality there was an interaction between treatment and
evaluation time (p= 0.01 and p= 0.02, respectively), greater in the GCon than in the
GeCG on day 7. In the interaction between the treatment and the breeds, the per-
centage of mobile sperm was higher in the TEXCon group than the HLCon (p= 0.08)
and in progressive motility it tended to be higher in the TEXCon group than in the
HLCon (p= 0.1). There was an interaction between the treatment with eCG and the
collection time (p< 0,0001) in the percentage of sperm with an integral membrane,
being greater in the GCon than in the GeCG on day 2 (p= 0.01). In thawed semen,
membrane integrity tended to be higher in the GeCG than the GCon (p= 0.1). There
was an interaction between the treatment with eCG and the time in the percentage of
motile sperm (p= 0.0001), tending to be greater in the GeCG than in the GCon on

day 7. An interaction between treatment and time in the percentage of motile sperm



(p= 0.0001) and with progressive motility (p= 0.0008) was observed in the
cryoresistance rate. Both variables were higher in the group treated with eCG than in
the control group on day 7. In conclusion, the administration of eCG during the non-
reproductive season did not increase the scrotal circumference or improve the semi-
nal quality of TEX and HL rams. Nor was there a different response to the eCG ac-

cording to the breed of rams tested.
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1. INTRODUCCION

Esta ampliamente reportado que diversas especies de mamiferos presentan es-
tacionalidad reproductiva (equinos, ovinos y hamsters: ver revision Gerlach y Aurich,
2000; ovinos: Ungerfeld, 2016), que es una adaptacion fisiol6gica de los animales
desarrollada para favorecer la supervivencia de las crias (ver revision: Santiago-
Moreno y col., 2006). El principal factor responsable de la reproduccién estacional es
el fotoperiodo (Ortavant, 1964), en el que los animales responden a los cambios de

horas luz liberando melatonina (Ptsazynska, 2007).

Los carneros son estacionales de dia corto (Bustos y Torres-Diaz, 2012) lo
que significa que su actividad reproductiva es estimulada al disminuir las horas de
luz, incrementandose los niveles séricos de melatonina (ver revision: Wood y Lou-
don, 2018), que estimula la liberacién de GnRH a nivel del hipotdlamo (ver revision:
Yu y col., 2018) y ésta, a su vez, desencadena la liberacion de hormonas hipofisa-
rias, como la hormona luteinizante (LH) y hormona foliculoestimulante (FSH) (Bustos
y Torres-Diaz, 2012) responsables de la funcionalidad testicular (Lincoln y col.,
1990), la espermatogénesis (ver revision: Yu y col.,, 2018) e indirectamente, del

comportamiento sexual (Alexander, 2018).

Existen reportes de trabajos realizadas para manipular la estacionalidad
reproductiva en pequefios rumiantes con el fin de aumentar la rentabilidad de explo-
taciones ganaderas (Abecia y col., 2012). En carneros, se han utilizado diversas me-
todologias como la manipulacion artificial del fotoperiodo (Palacin y col., 2018) y la
administracion de hormonas, entre ellas la melatonina (Chemineau y col., 1992), y
agonistas GnRH (Lincoln y col., 1986). Sin embargo, dado que la manipulacion artifi-
cial del fotoperiodo y los implantes de melatonina son metodologias costosas y de
respuesta retardada, su uso potencial en sistemas extensivos de pastoreo es muy
limitado. A raiz de ello, otra metodologia que podria ser utilizada para contrarrestar
la estacionalidad reproductiva es la administracion de gonadotrofina coridnica equina
(eCQG).

Si bien la administracién de eCG ha sido ampliamente estudiada para indu-

cir el desarrollo folicular y la ovulacion en hembras (ver revision: Murphy, 2012), el
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uso de esta hormona para promover la actividad reproductiva en machos es muy
escasa. En este sentido, se ha demostrado que la administracion de eCG estimula la
secrecion de testosterona (Hochereau-De Reviers y col., 1990; Price y col., 1991;
Ungerfeld y col., 2018). Dicho aumento de testosterona se asocié con una mayor
exhibiciébn de comportamientos sexuales (Ungerfeld y col., 2018). A su vez, la admi-
nistracion de eCG a chivos no sélo permiti6 aumentar la concentracién de testoste-
rona, sino que también mejoro la calidad seminal de los machos durante la estacion
no reproductiva (Beracochea y col., 2018). Si bien estos resultados son alentadores,
aun resta evaluar si la administracion de eCG mejora las caracteristicas seminales
en carneros durante la estacion no reproductiva. Ademas, dado que la duracién de la
estacionalidad reproductiva dentro de una misma especie puede estar influenciada
por el origen de las razas y su genética (Arellano-Lezama vy col., 2017), se determi-
nara si la administracion de eCG influye de forma diferencial en carneros de dos ra-

zas con diferente origen como lo son la raza Texel y la raza Highlander.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Estacionalidad reproductiva

Muchas especies de mamiferos, entre ellos los ovinos, presentan estacionali-
dad reproductiva (Ungerfeld, 2016). Esto implica que las hembras que habitan zonas
de clima templado sélo ciclan durante un periodo determinado del afio(mediados de
verano y otofio), caracterizado por la manifestacion de ciclos estrales regulares,
conducta de estro y ovulacion, permaneciendo en anestro el resto del afio(invierno-
primavera) (de Lucas Tron y col., 1997; Arroyo, 2011). Los machos modulan su acti-
vidad reproductiva de manera sincronizada con las hembras (Ungerfeld, 2016), re-
duciendo su actividad sexual durante aproximadamente seis meses a partir de me-
diados del invierno, primavera e inicios de verano (ver revision: Dardente y col.,
2016). La estacionalidad reproductiva es una adaptacion fisioldgica desarrollada por
los animales para que las variaciones estacionales de temperatura y disponibilidad
de alimento les afecten con la menor intensidad posible, favoreciendo la superviven-
cia de las crias (Hafez, 1952; Ortavant y col., 1988; ver revision: Santiago-Moreno y
col., 2006), y minimizando el costo energético utilizado en la reproduccion (Goeritz y
col., 2003). Si bien, en los ovinos el fotoperiodo es el principal factor responsable de
la reproduccion estacional, otras sefiales del entorno como la temperatura, la nutri-
cion, y las relaciones sociales pueden modular su efecto (Martin y col., 2002; ver
revision: Urviola-Garcia y col., 2017). En zonas de clima templado, los partos de los
ovinos se concentran en la primavera, coincidiendo este evento con las mejores
condiciones climaticas y disponibilidad de alimento (Lincoln y Short, 1980; Forsberg,

2002; ver revision: Santiago-Moreno y col., 2006).

Los carneros presentan variaciones estacionales en la concentracion de dife-
rentes hormonas, como la LH, la FSH y la testosterona, asi como en la calidad se-
minal y la fertilidad (Kulaksiz y col., 2019). Como consecuencia de esto, a lo largo
del ailo se modifica el tamafo testicular y el comportamiento sexual, presentando
valores maximos durante la estacion reproductiva (Lincoln y Davidson, 1977; Avdi y

col., 2004). Las razas ovinas que habitan las zonas templadas presentan mejor cali-
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dad seminal, mayor peso testicular y despliegan mayor cantidad de comportamien-
tos sexuales a partir de mediados de verano hasta finales de otofio que durante el
resto del afio (Ortavant y col., 1988). A su vez, el factor genético y el origen de la
raza impactan de manera diferencial en la duracién de la estacionalidad reproductiva
(Arellano-Lezama y col., 2017). Existen diferencias raciales en la duracién de la épo-
ca reproductiva, incluso en latitudes similares (Islam y Land, 1977). De este modo,
los ovinos de carne de raza Suffolk o Texel, presentan una estacionalidad mucho
mas marcada que otras razas como la Merino o las razas de pelo, que son menos

estacionales (Arellano-Lezama y col., 2017).

2.2.Control endécrino estacional de la reproduccion en el macho

El eje hipotalamo-hipofisario-gonadal representa la conexion entre el sistema
nervioso y el endécrino, regulado por la GnRH (hormona liberadora de gonadotrofi-
nas) (Somoza, 2002). Esta hormona es conocida por su rol en la reproduccioén de los
vertebrados (Fernald y Whithe, 1999). La GnRH es una hormona de naturaleza
peptidica, sintetizada en el hipotalamo y liberada por vasos porta-hipofisarios que la
transportan hacia la hipofisis donde estimula la secrecion de LH (hormona luteinizan-
te) y FSH (hormona foliculo estimulante) hacia la circulacion general (Somoza,
2002).

La secrecion de LH y FSH en los carneros puede modificarse por cambios es-
tacionales, principalmente a consecuencia de variaciones en el fotoperiodo (Tilbrook
y Clarke, 2001). Los ovinos detectan los cambios en el fotoperiodo diario, y lo tradu-
cen a través de la secrecion circadiana de la hormona melatonina a partir de la glan-
dula pineal, lo que modifica la fisiologia del animal de acuerdo a las variaciones de
las horas luz/oscuridad (ver revision: Santiago-Moreno y col., 2006). La concentra-
cion fisiol6gica de melatonina es muy baja durante el dia y elevada durante la noche
(ver revision: Wood y Loudon, 2017). El control fisiol6gico del fotoperiodo depende

basicamente de tres componentes fundamentales, que son en primer lugar un foto-
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rreceptor (los ojos, en los mamiferos) que detecta la luz y un reloj que distinga los
dias largos de los cortos (reloj circadiano localizado en el nicleo supraquiasmatico),
en segundo lugar necesita una ruta neural que enlace dicho reloj al sistema neuro-
enddcrino, y por ultimo el sistema enddcrino que involucra la secrecion de gonado-
trofinas hipofisarias, y el desarrollo gonadal (Li y Zhou, 2015; ver revisién: Dardente
y col., 2016). La respuesta primaria a la disminucion de la duracién del dia es un in-
cremento en la secrecion de LH y FSH por la hipofisis, desencadenados por una
descarga coordinada de GnRH procedente del hipotalamo (Bustos y Torres-Diaz,
2012) estimulado por el aumento de Melatonina (ver revision: Yu y col., 2018). En el
carnero la FSH y la LH son requeridas para una correcta funcionalidad testicular
(Lincoln y col., 1990), regulando la produccion de gametos y de hormonas testicula-
res (Bielli, 2002; ver revision: Yu y col., 2018). Existen dos tipos principales de célu-
las responsables de la produccion de hormonas dentro del testiculo: las células de
Sértoli y las células de Leydig. Estas Ultimas son las encargadas de la sintesis de
testosterona (Bielli, 2002) y su actividad secretora es controlada por la LH (Lincoln y
col., 1990; Bustos y Torres-Diaz, 2012). Se necesitan altas concentraciones de tes-
tosterona en el tubulo seminifero para que transcurra correctamente el proceso de
diferenciacion y maduracion de los gametos masculinos, la espermatogénesis (Bielli,
2002), ademas, la testosterona es necesaria para el comportamiento sexual normal,
la funcién testicular (Alexander, 2018; ver revision: Yu y col., 2018;) y el desarrollo
muscular del carnero (Bustos y Torres-Diaz, 2012). Las células de Sértoli son el
blanco de la FSH, que controla la actividad funcional de dichas células (Lincoln y
col., 1990) y de la testosterona (Bielli, 2002). La FSH, al estimular la division y madu-
racion de las espermatogonias es determinante en la produccién diaria de esperma-
tozoides normales (Bielli, 2002; Bustos y Torres-Diaz, 2012). Durante la estacion
reproductiva se presentan las mayores concentraciones plasmaticas de FSH y esto
estd muy correlacionado con el momento de maximo tamafio testicular (Lincoln y
col., 1990; Bustos y Torres-Diaz, 2012).
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2.3. Metodologias utilizadas para reducir la estacionalidad

La estacionalidad reproductiva limita los periodos del afio en que los ovinos
pueden parir, lo que causa un patron estacional en los precios de mercado (ver revi-
sion: Dardente y col., 2016), siendo m&s bajos cuando la produccién de carne/leche
son mayores (fin de primavera, principios de verano) y viceversa (Abecia y col.,
2012). Se han desarrollado métodos naturales vy artificiales con el objetivo de reducir
los periodos de menor actividad reproductiva y mejorar los indices productivos (Abe-
ciay col., 2012), asi como para sincronizar los nacimientos en un corto periodo de
tiempo (ver revisién: Dardente y col., 2016). Algunos de estos métodos involucran la
administracion exdgena de hormonas que modifican la cadena de eventos fisiol6gi-
cos involucrados en el ciclo sexual, mientras que otros no involucran hormonas, sélo
“‘métodos naturales” como la manipulacién artificial del fotoperiodo o el efecto esti-
mulador de la presencia del macho sobre la hembra expuesta (Abecia y col., 2012;
ver revision: Dardente y col., 2016). La actividad sexual durante la estacion no re-
productiva puede ser estimulada con la administracién de agonistas de GnRH (Lin-
coln y col., 1986), incrementando la concentracion de testosterona y la calidad semi-
nal (Giriboni y col., 2019). El efecto farmacologico conlleva a una hiperestimulacion
en la secrecion de FSH y LH. Sin embargo, la misma es solo al inicio del tratamiento
(Giriboni y col., 2019), pues luego de transcurridos 10 dias con administraciones dia-
rias ocurre una reduccién significativa en las concentraciones plasmatica de FSH,
LH y testosterona, siendo las mismas suprimidas al dia 21 del inicio del tratamiento
(Lincoln y col., 1986). Este efecto podria deberse a que la exposicion continua a
agonistas de GnRH induce una desensibilizacién de las células gonadotrofas en la
glandula pineal, pudiendo llevar a una involucién de los testiculos y de las glandulas
accesorias en el macho (Lincoln y col., 1986). Lo que se traduce en un método poco
eficiente para contrarrestar los efectos de la estacionalidad reproductiva de los ma-

chos.

Otra metodologia utilizada para estimular la actividad reproductiva es la mani-
pulacion artificial del fotoperiodo (Chemineau y col., 1992; ver revision: Delgadillo y
col., 2004) o mediante el uso de implantes de melatonina (Chemineau y col., 1992).
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Tratamientos en carneros durante la primavera, que involucraron una manipulacion
del fotoperiodo, seguidos por la colocacién de implantes de melatonina permitié a
éstos reactivar la actividad sexual de las hembras que fueron expuestas a los carne-
ros tratados (Abecia y col., 2007). El desarrollo reproductivo de los carneros fue ra-
pidamente estimulado al ser estos sometidos a 8 h de luz 'y 16 h de oscuridad (simu-
lando dias cortos), con importantes aumentos no solo en la concentracion sérica de
FSH, LH y testosterona, sino también del tamafio testicular (Lincoln y Peet, 1977).
La exposicion de carneros y chivos a alteraciones continuas de 1-2 meses de dias
largos (16 h luz), alternados con 1-2 meses de dias cortos (8 h luz), provoca aumen-
tos de libido y produccién de semen de buena calidad durante todo el afio (ver revi-
sion: Dardente y col., 2016). Abecia y col., (2019) demostraron que la exposicién de
hembras en anestro estacional frente a carneros fotoestimulados, les permitio a és-
tas mantener altas concentraciones de LH en plasma fuera de la estacion reproduc-
tiva, similares a las observadas durante la estacion reproductiva. La colocacion de
implantes de melatonina provoca cambios en la respuesta al fotoperiodo y el patrén
de reproduccion anual (Abecia y col., 2012). Estos efectos se traducen en modifica-
ciones en la reproduccion, el peso corporal, y cambios enddécrinos similares a los
inducidos por la exposicion a dias cortos. En este sentido, la utilizacion de implantes
de melatonina ha permitido estimular la liberacion de LH y FSH, que a su vez esti-
mula la actividad espermatogénica y androgénica de los testiculos (Lincoln y Maeda,
1992), asi como también activa e incrementa la actividad secretora de las glandulas
seminales (Mokhtar y col., 2016). Asimismo, se han observado mejoras en la motili-
dad espermatica luego de 45-60 dias de haber comenzado el tratamiento (Casaoy
col., 2010). La administracién constante de melatonina parece provocar un efecto
refractario a dicha hormona (Lincoln y col., 1985). Por otra parte, dado que la mani-
pulacion artificial del fotoperiodo y los implantes de melatonina son metodologias
costosas y de respuesta retardada, su uso potencial en sistemas extensivos de pas-
toreo es muy limitado. En funcion de ello, otra metodologia que podria ser utilizada
para contrarrestar la estacionalidad reproductiva es la administracion de gonadotro-

fina coridnica equina (eCG).
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2.4. Gonadotrofina coridnica equina

La eCG es una hormona glucoproteica secretada por las copas endometriales
de la yegua entre los dias 55 y 130 de gestacion (Murphy y Martinuk, 1991). Esta
formada por dos cadenas a y 3 unidas mediante enlaces no covalentes y su estruc-
tura es semejante a la de la LH, FSH, y a la TSH. La subunidad a tiene una secuen-
cia de amino&cidos que posee entre un 70% y 90% de semejanza con las cadenas a
de la FSH de otras especies (Pierce y Parsons, 1981). La subunidad B es la encar-
gada de la actividad hormonal especifica (ver revision: Murphy, 2012) y su estructura
primaria es igual a la de la LHB equina, ambas codificadas por un mismo gen con
diferente grado de glicosilacion. La eCG presenta una larga vida media en sangre,
de aproximadamente 6 dias en yeguas (Martinuk y col., 1991). Esta persistencia en
la circulacion estad dada por su alto contenido de acido sialico (Christakos y Bahl,
1979; Martinuk y col., 1991). La eCG ha sido utilizada en multiples trabajos experi-
mentales por su actividad biologica similar a la FSH y a la LH en diversas especies
(ver revision: Murphy, 2012). Si bien la base biolégica de este fenbmeno permanece
incompleta, la explicacién intuitiva es que la actividad dual debe basarse en el de-
terminante estructural de la eCG o de los receptores de LH y FSH en especies no
equinas (ver revision: Murphy, 2012).

El uso de la eCG esta ampliamente estudiado en hembras y ha sido utilizado
para adelantar la pubertad, acortar el anestro estacional asi como para la superovu-
lacion y sincronizacion de celos (ver revision: Murphy, 2012). Sin embargo, es esca-
sa la informacién disponible sobre los efectos de su aplicacion para mejorar la activi-
dad reproductiva en machos. En este sentido, se ha demostrado que la administra-
cion de eCG a ratas con la actividad gonadal suprimida estimula un aumento del pe-
so testicular, el didmetro de los testiculos, de los tubulos seminiferos, y de la activi-
dad espermatogénica (Patil y col., 1998). Ademas, se ha demostrado que la adminis-
tracion de dicha hormona induce la secrecion de testosterona y la actividad de las
células de Sértoli en perros con baja motilidad espermatica (Kawakami y col., 2000)
y permitié producir espermatozoides en forma transitoria en un venado de campo

(Ozotoceros bezoarticus) azoospérmico (Ungerfeld, 2013). Courot y col. (1979) de-
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mostraron que la administracion de eCG a carneros hipofisectomizados permitié
mantener concentraciones séricas de testosterona normales en los tdbulos seminife-
ros, estimulando la espermatogénesis. Sumado a esto, se ha demostrado que la
administracion de altas dosis de eCG estimula la secrecion de testosterona tanto en
carneros prepuberales como adultos (Hochereau-De Reviers y col., 1990; Ungerfeld
y col., 2014, 2018), pero no logré un efecto positivo sobre el desarrollo reproductivo
en corderos prepuberales (Ungerfeld y Bielli, 2008). Por otro lado, la administracion
repetida de dosis secuenciales en chivos no so6lo permitio aumentar la concentracion
de testosterona sino que también mejoré la calidad seminal de los machos durante
la estacion no reproductiva (Beracochea y col., 2018). No obstante, no existe infor-
macion sobre las repercusiones que tiene o podria tener la administracion de eCG
en las caracteristicas testiculares y seminales de carneros fuera de la estacion re-

productiva.

2.5.0rigen y caracteristicas de las razas Texel y Highlander

Es posible que el origen y por lo tanto el patron estacional de las diferentes
razas afecte la respuesta a la administracion de eCG. Por eso en la presente tesis
se utilizaron carneros de dos razas con origenes diferentes, Texel y Highlander. La
raza Texel, se origino a fines del siglo XIX en la isla Texel al norte de Holanda. Dicha
raza fue creada a partir del cruzamiento entre la raza Old Texel con Lincoln y Leices-
ter Longwool. Es utilizada como linea paterna en cruzamientos, siendo una raza de
doble propésito, productora de lana y destacada por su importante rendimiento car-
nico (Gonzales, 2017). Esta raza presenta una marcada estacionalidad reproductiva
(Arellano- Lezama y col., 2017), es decir, una estacion reproductiva de corta dura-
cion. Colas y col. (1986) demostraron que el crecimiento testicular de los carneros
TEX comienza en verano, durante los dias largos y que existen grandes variaciones
en el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales ubicandose los

valores minimos en primavera y los mas altos en otofio.

Por otro lado, la raza Highlander se origin6 en el afio 2000 en Nueva Zelanda

a partir de la cruza entre las razas Finnish Landrace (50%), Romney Marsh (25%) y
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Texel (25%). Dicha raza se caracteriza por su prolificidad, supervivencia, precocidad,
longevidad, alta tasa de crecimiento de los corderos, y buena conformacién y aptitud
carnicera (Frileck S.A. Highlander, 2018, Highlander, raza ovina de carne, Uruguay,
2013). No se encontraron reportes sobre la duracidén de su estacionalidad reproduc-
tiva, pero teniendo en cuenta el origen de la raza, basado en sus cruzas, y cono-
ciéndose que la raza Finnish Landrace presenta una estacionalidad reproductiva
extendida (Quirkey col., 1985) de aproximadamente 5 meses (Arellano-Lezama y
col., 2017) se podria esperar que fuera una raza de estacion reproductiva mas am-

plia que la raza Texel.
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3. HIPOTESIS

La administracion de eCG a carneros incrementa la circunferencia escrotal y me-
jora las caracteristicas del semen fresco y descongelado durante la estacién no re-
productiva, siendo mas notorios los cambios en carneros de la raza Highlander que

en los Texel.

4. OBJETIVOS

4.1.0Objetivo general
Evaluar y comparar las caracteristicas seminales y la circunferencia escrotal de
carneros Texel y Highlander como respuesta a la administraciéon de eCG durante

la estacion no reproductiva.

4.2.0bjetivos especificos

Determinar si la administracion de dos dosis de eCG en carneros Texel y High-
lander durante la estacién no reproductiva, incrementa y produce una respuesta
diferente de acuerdo a la raza, en la circunferencia escrotal y las siguientes ca-

racteristicas de semen fresco y descongelado:
¢ el volumen del eyaculado
e la concentracion espermaética
e la motilidad masal
e la calidad de la motilidad
e el porcentaje de espermatozoides motiles
e el porcentaje de espermatozoides con la motilidad progresiva

e vy el porcentaje de espermatozoides con su membrana integra y fun-

cional
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales y su manejo

El experimento se realizé en el campo experimental “Reserva 8” de produc-
cién ovina perteneciente a la Estacién Experimental Agropecuaria del Instituto Na-
cional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), en Balcarce, Argentina (37° 45' S; 53° 18"
0). Los animales utilizados en esta tesis fueron manejados bajo estricto cumplimien-
to de las practicas de bienestar animal aplicadas por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (Dictamen 093/2016, CICUAE INTA
CeRBAS). Se utilizaron 17 carneros adultos de la raza Texel (TEX; peso en kg * EE:
73,1 £ 6,1 kg) y 15 Highlander (HL; peso en kg + EE: 70,9 £7,0 kg), de los cuales 9
TEX y 8 HL fueron tratados con eCG (TEXeCG, HLeCG). En base al protocolo utili-
zado por Ungerfeld (2018) a los animales tratados se les administr6 1000 Ul de eCG
(Novormon, Syntex, Buenos Aires, Argentina) en el Dia 0 y 5, y el resto de los ma-
chos permanecieron sin tratamiento como grupo control (TEXCon, HLCon). Los ani-
males se alimentaron con pastura de raygrass perenne (Lolium perenne), festuca
(Festuca arundinacea) y trébol blanco (Trifolium repens) y tuvieron libre acceso al

agua.

5.2.Evaluacion testicular y coleccién seminal

La circunferencia escrotal se midié con escrotimetro y se colect6 semen me-
diante electroeyaculacion. Los muestreos se realizaron 6 y 4 dias antes de la prime-
ra administraciéon de eCG y luego semanalmente durante tres semanas. La electro-
eyaculacion se realiz6 con una sonda rectal de 22 cm de longitud y 2,5 cm de diame-
tro con tres electrodos lineales (Electrojac V, Ideal instruments; Neogen Company,
Lansing MI, EEUU). El electroeyaculador se utilizO en modo automatico, aplicando

estimulos de 2 s, con intervalos de descanso de 2 s entre cada estimulo.
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5.3.Evaluacion de semen fresco

Luego de colectar la muestra seminal y durante todo el proceso de evaluacion de
semen fresco, las muestras se mantuvieron en un bafio maria a 37 °C. Las evalua-
ciones microscopicas se realizaron mediante un microscopio 6ptico binocular (Nikon
Diaphot, Japdn) con platina térmica (Eporvac, Saladillo, Buenos Aires). Se midio el
volumen del eyaculado con micropipeta (Gilson, Valle del Oise, Francia) y se deter-
minod la concentracién espermatica mediante espectrofotometro (Accuread, IMV Te-

chnologies, L Aigle, Francia).

La evaluacion de la motilidad en masa se realizdé colocando una gota de 10 pL
sobre un porta-objetos atemperado y se observo en microscopio a 4x, considerando
la concentracion y la onda de movimiento del semen en una escala de 0-5 (5 cuando
se observaron ondas de movimiento muy rapidas y densas en donde el 90 % de los
espermatozoides son activos, y 0 cuando ningun espermatozoide presentaba movi-
miento) (Evans y Maxwell, 1990). A continuacion, se extrajeron 10 pL de la muestra
de semen y se diluyé en 1mL de PBS para evaluar la calidad de la motilidad a 40x.
Se utilizé una escala de 0-5, donde 5 representa espermatozoides con movimiento
rapido lineal y progresivo y 0 espermatozoides sin movimiento (Fernandez y col.,
2013). El porcentaje de espermatozoides motiles, y el porcentaje de espermatozoi-
des con motilidad progresiva se evaluaron visualizando un minimo de 5 campos y
estimando en cada uno el porcentaje de espermatozoides métiles y con motilidad
lineal progresiva. Ademas, se evalu6 la funcionalidad de la membrana espermatica
mediante el test de endésmosis (Jeyendran y col., 1984), colocando 10 pL de la
muestra de semen en 150 pL de una solucién hipoosmética (100 mOsm) e incuban-
dola a bafio maria a 37°C durante 30 min. Luego, se extrajeron 10 pL que se fijaron
en 90 pL de formol hasta su posterior evaluacion. Para su determinacion, se coloco
una gota (5 pL) entre porta-objeto y cubre-objetos y microscopicamente (40x) se ob-
servo el porcentaje de células positivas al test (espermatozoides con flagelo enrolla-
do) contando un maximo de 200 células espermaticas en un minimo de cinco cam-
pos al azar. Se consideraron negativos los casos en que el flagelo se mostro recto o

en forma de latigo (Jeyendran y col., 1984; Ducci y col., 2002). Para la evaluacion de
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la integridad de membrana se realizaron frotis con eosina-nigrosina (E-N) (Campbell
y col., 1956). Se colocaron 5 pL de colorante y 5 pL de la muestra de semen en un
porta-objeto. Luego de homogeneizar el colorante con la muestra, se realizaron los
extendidos y se les colocé un cubre-objeto. Los frotis fueron evaluados el mismo dia
de realizados mediante microscopio éptico a 40x, determinando el porcentaje de es-
permatozoides vivos y muertos. La alta facilidad con la que penetra la coloracion en
los espermatozoides muertos por la E-N es atribuido a un incremento de la permea-
bilidad de la membrana celular al momento de la muerte (Bamba, 1988), por lo que
los espermatozoides tefidos o parcialmente tefiidos de color violeta son considera-
dos dafiados y no viables (Campbell y col., 1956; Brito y col., 2003) y los de color

blanco son considerados como espermatozoides vivos.

5.4.Dilucion de las muestras, congelacion y descongelacion de semen

En base a los datos de volumen y concentracidn espermatica previamente
determinados, se calculé el volumen de diluyente a adicionar para almacenar 100
millones de espermatozoides/pajuela en pajuelas de 0,5 mL. Se utilizé6 un diluyente
en base a Tris, con acido citrico, glucosa, glicerol (7 %) y yema de huevo (10 % v/v),
el cual fue adicionado dejandolo correr lentamente por la pared del tubo, en forma
fraccionada permitiendo que se equilibre la primera fraccion durante 15 min y luego

se completo hasta llegar al volumen final.

Las pajuelas fueron rotuladas con fecha y con el nimero de carnero correspon-
diente, y luego de adicionarles la muestra fueron selladas con alcohol polivinilico.
Inmediatamente, se procedié con el descenso térmico a una tasa de 0,17°C por mi-
nuto (aproximadamente 3 h). A continuacion, se llevo a cabo la congelacion de las
pajuelas, para la cual se utilizé una caja de poliuretano, conteniendo un rack y nitro-
geno liquido (NL2). Se colocaron las pajuelas en el rack tapando la caja y dejandolas
en vapores de nitrégeno (-80 °C) durante 10 min. Transcurrido dicho tiempo se las

dejé caer en NL2, y fueron almacenadas en el tanque de NL2, dentro de goblets ro-
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tulados, colocados en cafas de aluminio, hasta su posterior evaluacion posdescon-

gelacion.

Transcurridas dos semanas de la congelacién espermatica, las muestras fueron
descongeladas. Para ello, se extrajeron los goblets conteniendo las pajuelas a eva-
luar del tanque de NL2, manteniéndolas a temperatura ambiente durante 10 s e in-
mediatamente fueron colocadas en bafio maria a 37 °C durante 30 s. Posteriormen-
te, se secaron las pajuelas y el contenido de las mismas se vacio en un eppendorf
atemperado (37 °C) y se evaluo calidad de la motilidad, el porcentaje de espermato-
zoides motiles y con motilidad progresiva, asi como el porcentaje de espermatozoi-

des con membrana integra y funcional.

La respuesta a la criopreservacion fue calculada para cada variable espermética

como la tasa de crioresistencia (TC) (Esteso y col., 2006) de la siguiente manera:

TC = (valor luego de la descongelacién / valor antes de la congelacion) x 100

5.5. Analisis estadistico

Los datos fueron comparados mediante ANOVA para mediciones repetidas con-
siderando los efectos del tratamiento (grupo tratado eCG o control), de la raza (TEX
o HL), y la interaccion entre tratamiento y la raza, y entre el tratamiento y el dia de
coleccion. Los datos colectados previo a la administracion de eCG (dias -6 y -4) fue-
ron promediados para realizar el analisis y se representan como AeCG. Los datos se

presentaron como media de minimos cuadrados + EE.
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6. RESULTADOS

6.1. Circunferencia escrotal

La administraciéon de eCG no increment6 la circunferencia escrotal del grupo tra-
tado con eCG ni la del grupo no tratado (30,1 £ 0,3 cm vs 30,1 + 0,3 cm, respectiva-
mente) independientemente de las razas evaluadas (29,9 + 0,3 cm vs 30,3 £ 0,3 cm,
raza HL y TEX respectivamente). La circunferencia escrotal presenté una tendencia
a la interaccién entre el tratamiento y el tiempo de evaluacion (p= 0,07), sin interac-

cion entre tratamiento y raza.

6.2. Semen fresco

La motilidad masal tendié a ser mayor en el grupo control que en el tratado con
eCG (Tabla 1). El resto de las variables evaluadas no presentaron diferencias entre
grupo tratado con eCG y control (Tabla 1). El volumen seminal fue mayor en los car-
neros de la raza HL que en los TEX (Tabla 1).El porcentaje de espermatozoides con
membrana funcional fue mayor en los carneros de la raza TEX que en los HL (Tabla
1). El resto de las variables evaluadas no presentaron diferencias entre las razas
(Tabla 1).

Si bien se observo una interaccion significativa entre el tratamiento y el tiempo en
el volumen seminal (p= 0,001) y en la concentracién espermatica (p= 0,003), no
existieron diferencias significativas entre los puntos de evaluacion en ambas varia-
bles (Figura la y 1b). El volumen y la concentracion espermética no presentaron
diferencias en la interaccion entre el tratamiento con eCG y la raza (p= 0,7 y p=0,3;

respectivamente).
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Figura 1(a). Volumen del eyaculado (b) concentracion espermatica y (c) porcentaje de es-
permatozoides motilesde carneros Texel y Highlander tratados con eCG (-m-) y no tratados (-A-) en
funcién de los dias de coleccion. Las muestras fueron colectadas durante la estacién no reproductiva.
Las flechas punteadas indican los momentos en que se administré la eCG (1000 Ul administrada el
dia 0 y 5) y AeCG representa la media de los datos colectados antes de administrar la eCG. Diferen-
tes letras indican diferencias grupo por tiempo. Los datos se presentan como media de los minimos

cuadrados + EE.
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Tabla 1. Caracteristicas de semen fresco (media + EE) en carneros de dos razas (Texel y Highlander) tratados o no con 2

dosis de 1000 Ul de eCG durante la estacion no reproductiva.

Caracteristicas seminales GCon GeCG p* HL TEX p**
Volumen (mL) 1,2+0,1 1,3+0,1 ns 1,4+0,1 1,1+01 0,01
Concentracion (x10%sp/mL) 17744 + 142  1668,7 + 136 ns 1807,9 + 143 1634,2 + 134 ns
Motilidad masal (0-5) 25+0,2 22+0,1 0,1 2,3+0,2 2,3+0,1 ns
Calidad de la motilidad (0-5) 33+0,1 31+0,1 ns 3,1+0,1 3201 ns
Espermatozoides motiles (%) 69,9+15 69,3+1,4 ns 68,5+1,5 70,7+1,4 ns
Espermatozoides con motilidad progresiva (%) 66,9+15 663+14 ns 659+1,6 67,3+1,4 ns
Espermatozoides con membrana funcional (%) 699+17 66,6 + 1,6 ns 65,6 £1,7 709+16 0,03
Espermatozoides con membrana integra (%) 799+19 79,3+18 ns 796 +19 79618 ns

Nota: p*: p- valor entre tratamientos; p**: p-valor entre razas; GCon: grupo control; GeCG: grupo tratado con eCG
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En la motilidad masal y en la calidad espermatica hubo una interaccion entre
el tratamiento con eCG vy el tiempo (p= 0,01 y p= 0,02; respectivamente): en el dia 7
de coleccion ambas variables fueron mayores en el grupo control que en el grupo
tratado con eCG (motilidad masal: 2,3 £ 0,3 vs 1,5 + 0,2; respectivamente; p= 0,03 y
calidad espermatica: 3,4 £ 0,2 vs 2,6 = 0,2, respectivamente; p= 0,003). Sin embar-
go, la motilidad masal no presentd diferencias significativas en la interaccion entre
tratamiento con eCG y las razas. La calidad espermatica tendio a ser mayor en el
grupo TEXeCG que en el TEXCon (3,4 + 0,1 vs 2,9 £ 0,1; respectivamente; p= 0,09).

El porcentaje de espermatozoides matiles presentd diferencias significativas
en la interaccion entre tratamiento con eCG y el tiempo de coleccién (p=0,04), sin
embargo, no existieron diferencias significativas entre los puntos de evaluaciéon (Fi-
gura 1c). Existi6 una tendencia en la interaccién entre el tratamiento con eCG y las
razas, tendiendo a ser mayor en el grupo TEXCon que en los HLCon (72,8 = 2,03 %
vs 67,1 + 2,1 %, respectivamente; p= 0,08).

En lo que respecta al porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva
se observo diferencias significativas en la interaccion entre el tratamiento con eCG y
las razas (p= 0,04), tendiendo a ser mayor en el grupo TEXCon que en el HLCon
(69,8 £ 2,1 % vs 64,1 £ 2,1 %, respectivamente; p= 0,06). Sin embargo, no hubo di-

ferencias en la interaccion entre tratamiento con eCG y el tiempo (p=0,1).

En el porcentaje de espermatozoides con membrana funcional no se observaron
diferencias en la interaccion entre el tratamiento con eCG y las razas ni entre el tra-
tamiento con eCG vy el tiempo. El porcentaje de espermatozoides con membrana
integra presento diferencias en la interaccion entre el tratamiento con eCG y el tiem-
po de coleccion (p< 0,0001): en el dia 2 el porcentaje de espermatozoides con
membrana integra fue mayor en el grupo control que en el grupo tratado con eCG
(78,4 + 3,6 % vs 66,1 + 3,4 %, respectivamente; p= 0,01). Asimismo, no se observa-

ron diferencias en la interaccion entre tratamiento con eCG y las razas.
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6.3. Semen descongelado

La integridad de membrana tendié a ser mayor en el grupo tratado con eCG
que en el grupo control (Tabla 2). Mientras que el resto de las variables evaluadas
no presentaron diferencias significativas entre el grupo tratado con eCG y el control
(Tabla 2). La calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva y el porcentaje de espermatozoides con membrana funcional fueron ma-
yores en la raza TEX que en la HL (Tabla 2). El porcentaje de espermatozoides mo-
tiles tendié a ser mayor en la raza TEX que en la HL (Tabla 2). La integridad de

membrana no presenté diferencias entre razas (Tabla 2).

La calidad de la motilidad no present6 diferencias significativas en las interac-
ciones entre tratamiento con eCG vy las razas, ni entre el tratamiento con eCG vy el

tiempo.

Hubo diferencias significativas en la interaccion entre el tratamiento con eCG
y el tiempo en el porcentaje de espermatozoides matiles (p= 0,0001): en el dia 7
existid una tendencia a ser mayor el porcentaje de espermatozoides motiles en el
grupo tratado con eCG que en el grupo control (50, 8 + 3,7 % vs 40, 8 + 3,7 % res-
pectivamente; p= 0,06). También hubo diferencias entre el tratamiento con eCG y el
tiempo en el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (p= 0,001). Sin
embargo, no se observaron diferencias entre punto y punto en ambas variables (Fi-
gura 2). No hubo interaccién entre el tratamiento con eCG y las razas en el porcenta-

je de espermatozoides moétiles y con motilidad progresiva.

No se encontraron diferencias significativas en la interaccion entre el trata-
miento con eCG vy las razas, ni entre el tratamiento con eCG y el tiempo en el por-
centaje de espermatozoides con membrana funcional y en el porcentaje de esper-

matozoides con membrana integra.
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Figura 2. Porcentaje de espermatozoides moétiles en semen descongelado de carneros Texel
y Highlander tratados con eCG (-m-) y no tratados (-A-) en funcién de los dias de coleccion. Las mues-
tras fueron colectadas durante la estacién no reproductiva. Las flechas punteadas indican los momen-
tos en que se administré la eCG (1000 Ul administrada el dia 0 y 5) y AeCG representa la media de
los datos colectados antes de administrar la eCG. Diferentes letras indican diferencias grupo por

tiempo. Los datos se presentan como media de los minimos cuadrados + EE.
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Tabla 2. Caracteristicas seminales de semen descongelado (media + EE) en carneros de dos razas (Texel y Highlander) tra-

tados con eCG (2 dosis de 1000Ul) o no durante la estacién no reproductiva.

Caracteristicas seminales GCon GeCG p* HL TEX p**
Calidad de la motilidad (0-5) 1,7+£0,1 19+£0,1 ns 15+£0,1 19+0,1 0,04
Espermatozoides métiles (%) 422+18 419+138 ns 40,1+1,8 441+18 0,1
Espermatozoides con motilidad progresiva (%) 352+17 345+£17 ns 32,1+£17 375+£17 0,03
Espermatozoides con membrana funcional (%) 333+15 33,7x14 ns 305+15 365+1,4 0,005
Espermatozoides con membrana integra (%) 342+34 395+3.3 0,1 357+24 379+23 ns

Nota: p*: p-valor entre tratamientos; p**: p-valor entre razas; GCon: grupo control; GeCG: grupo tratado con eCG
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6.4. Tasa de crioresistencia

La integridad de membrana tendio a ser mayor en el grupo tratado con eCG que
en el grupo control (Tabla 3). El resto de las variables evaluadas no presentaron di-
ferencias entre grupo tratado con eCG y el control (Tabla 3). La calidad de la motili-
dad fue mayor en la raza HL que en la TEX, mientras que el porcentaje de esperma-
tozoides con motilidad progresiva tendié a ser mayor en la raza HL que en la TEX
(Tabla 3). El resto de las variables evaluadas no presentaron diferencias entre las

razas (Tabla 3).

Se observo una interaccion entre el tratamiento y el tiempo en la tasa de criore-
sistencia en el porcentaje de espermatozoides motiles (p= 0,0001) y con motilidad
progresiva (p= 0,0008). Ambas variables fueron significativamente mayores en el
grupo tratado con eCG que en el grupo controlen el dia 7 (espermatozoides moétiles:
72,6 £ 4,6 % vs 56,4 + 4,6 %, respectivamente; p= 0,01; métiles progresivos: 65,12 +
4,6 % vs 50,0 + 4,6 %, respectivamente; p= 0,02). No se observaron diferencias sig-

nificativas en la interaccion entre tratamiento y raza en estas mismas variables.

Existi6 una tendencia en la interaccién entre el tratamiento con eCG y las razas
en el porcentaje de espermatozoides con membrana funcional y con membrana in-
tegra (p= 0,06; p= 0,07, respectivamente), y no hubo diferencias significativas en la

interaccidn entre el tratamiento con eCG y el tiempo en dichas variables.
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Tabla 3. Caracteristicas seminales de tasa de crioresistencia en (media + EE) carneros de dos razas (Texel y Highlander)

tratados o no con 1000 Ul de eCG durante la estacion no reproductiva.

Caracteristicas seminales GCon GeCG p* HL TEX p **
Calidad de la motilidad (0-5) 51,6 £ 3,6 58,0+3,5 ns 48,9 + 3,6 60,7 £3,5 0,03
Espermatozoides Matiles (%) 59,6 £2,2 60,0 £2,2 ns 58,3+2,2 61,3+2,2 ns
Espermatozoides con motilidad progresiva (%) 519+23 525+2.2 ns 49,8+23 545+22 0,1
Espermatozoides con membrana funcional (%) 48,1+£2,0 50,4+ 2,0 ns 474+2,0 51,0£2,0 ns
Espermatozoides con membrana integra (%) 433+3,1 49,7+£29 0,1 46,2 £ 3,1 46,8+29 ns

Nota: p*: p-valor entre tratamientos; p**: p-valor entre razas: GCon: grupo control; GeCG: grupo tratado con eCG; ns: no significativo
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7. DISCUSION

Luego de la administracion de eCG no se observaron efectos positivos en la cir-
cunferencia escrotal y en las caracteristicas seminales de los carneros TEX y HL, al
menos con la frecuencia de administracion de eCG utilizada, y época del afio en la
que se realiz6 el estudio. Esto difiere de los resultados observados por Beracochea y
col. (2018) en los cuales la administracion de eCG mejoro la calidad seminal en chi-
vos. Al inicio del presente trabajo se colectaron eyaculados con motilidades similares
a lo reportado durante la estacion reproductiva por Ojeda, (2017). Esto puede ser la
base de la discordancia entre nuestro trabajo y el reportado por Beracochea y col.
(2018) ya que pareceria dificil mejorar caracteristicas seminales que ya de inicio

eran buenas.

Beracochea y col. (2018) reportaron una tendencia a mejorar la motilidad es-
permatica luego de la descongelacién en aquellos chivos que habian sido tratados
previamente con eCG. Sin embrago, la administracion de eCG a carneros no logré
mejorar ninguno de los pardmetros evaluados luego de la descongelacion, refutan-
do, nuestra hipétesis. En este sentido, D"Alessandro y Martemucci (2003) sostienen
gue la resistencia del semen al frio luego del descongelado, se ve afectado por la
calidad del semen fresco previo al procesamiento y congelado. Por tanto, dificilmen-
te se podrian haber obtenido mejoras en las caracteristicas seminales luego del
descongelado, cuando en el fresco no se observaron mejorias tras la administracion

de esta hormona.

El volumen seminal de los carneros HL en el presente trabajo duplicé el resul-
tado observado por Ojeda, (2017) durante la primavera (1,4 £+ 0,1 mL vs 0,7 %
0,1mL), y el de los carneros de la raza TEX fue levemente superior al reportado por
Ojeda, (2017) (1,1 £ 0,1 mL vs 0,7 £ 0,1 mL). Esta discordancia la atribuimos al dife-
rente método utilizado en la colecta seminal (electroeyaculador versus vagina artifi-
cial) y no a la administracion de la eCG ya que los eyaculados colectados con elec-
troestimulador contienen mayor volumen debido a la mayor proporcion en el conte-
nido de plasma seminal por sobre-estimulacion de las glandulas accesorias (Marco-

Jimenez y col., 2005).
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Si bien Beracochea y col. (2018) reportaron que en chivos la administracion
de eCG logr6é mejorar la motilidad espermética durante la estacion no reproductiva, y
a su vez, Ungerfeld, (2018) demostré que el comportamiento sexual de los carne-
ros se logro estimular luego de la administracion de esta hormona, el presente traba-
jo fue el primero realizado con el objetivo de mejorar los pardmetros seminales en
carneros fuera de la estacion reproductiva utilizando la eCG. Al contrario de lo que
planteamos en la hipoétesis, los resultados obtenidos durante todo el trabajo ponen
de manifiesto que no existieron diferencias sustanciales en la calidad seminal global
en los grupos control de ambas razas, no pudiendo deducirse de este modo, que la
raza HL presente una estacionalidad reproductiva mas extensa en el tiempo en

comparacion con la raza TEX.

Se ha demostrado, ademas, que tratamientos con eCG inducen una estimula-
cion en la secrecion de testosterona tanto en chivos (Beracochea y col., 2018) como
en carneros (Hochereau-De Reviers y col., 1990; Ungerfeld, 2018) y que la testoste-
rona provoca cambios en la composicién del plasma seminal, que benefician la cali-
dad espermética (Matsouka y col., 2006). Teniendo en cuenta lo anteriormente plan-
teado, hubiera sido interesante medir la concentracion de testosterona en sangre,
con el objetivo de evaluar modificaciones en su concentracion. Conocer el perfil de la
concentracion de testosterona hubiese permitido detectar si efectivamente la con-
centraciéon de dicha hormona se mantuvo alta por un periodo considerable de tiempo
o si la misma fluctué a lo largo del trabajo, lo que puede haber contribuido a la falta

de buenos resultados obtenidos.
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8. CONCLUSIONES

La administracion de eCG durante la estacion no reproductiva no mejoro los parame-
tros de calidad seminal evaluados, ni aumenté la circunferencia escrotal en carneros
de raza Texel y Highlander. Tampoco hubo respuestas diferentes a la eCG de

acuerdo a la raza de los carneros.
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