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RESUMEN

La vagina artificial es el método mas utilizado para colectar semen en carneros,
pero es imprescindible el entrenamiento del animal. Como alternativa para
machos no entrenados se utiliza la electroeyaculacion. El semen colectado con
esta técnica tiene mayor volumen, con menor concentracion de espermatozoides
gue el obtenido por vagina artificial. Por esto, el objetivo del presente trabajo fue
determinar si la administracion de un analogo de oxitocina de larga accion
(carbetocina) previo a la electroeyaculacion en carneros mejora la calidad del
semen fresco, y si el resultado es mejor cuando la misma se administra 10 0 20
min antes de la coleccion. Se utilizaron 12 carneros Corriedale, adultos, con
experiencia sexual y androlégicamente aptos. Se colecté semen de cada carnero
con 3 tratamientos diferentes, en diferente orden: tratamiento G-20, en el que se
administré carbetocina 20 min antes de la electroeyaculacion; el tratamiento G-
10 recibi6 la administracion de carbetocina 10 min antes de la
electroeyaculacion, y el grupo control (GCon), no recibi6 tratamiento. El trabajo
fue realizado en tres dias, en los cuales cada cuatro dias 4 carneros recibieron
uno de los 3 tratamientos, recibiendo asi todos los carneros todos los
tratamientos. La carbetocina se administr6é en una unica dosis de 0,2 mg/100 kg
peso vivo por via intravenosa en la vena yugular. Se colect6 semen por
electroeyaculacion, y se midié su volumen, se determiné la concentracién con un
fotbmetro y se evalu6 la motilidad espermatica de masa (escala 0 a 5). Se
determind el porcentaje de espermatozoides motiles y con motilidad progresiva,
asi como sus velocidades (curvilinea, rectilinea y promedio tanto de lentos,
medios y rapidos y también los porcentajes de espermatozoides motiles y con
motilidad progresiva, rapidos, medios y lentos, porcentaje de no progresivos y de
inmoviles) en forma automatizada mediante el ISAS (Sistema Integrado de
Andlisis Espermatico, Valencia, Espafia). Se evalud la integridad de la
membrana utilizando el test de HOST, y se fij6 una muestra para determinar el
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales. A partir de estos
datos se calcul6 la cantidad total de espermatozoides eyaculados, de
espermatozoides motiles y con motilidad progresiva, con membrana integra,
morfologicamente normales, y vivos en el eyaculado. Los animales tratados con
carbetocina eyacularon semen con mayor concentracion espermatica, y mayor
cantidad de espermatozoides motiles, con motilidad progresiva, normales y con
integridad de membrana, que los GCon, sin diferencia entre ellos. El volumen,
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales y con membrana
funcional tendieron a ser diferentes. En conclusion, la administracion de
carbetocina tanto 10 como 20 minutos previo a la electroeyaculacion en carneros
aumento6 la cantidad de espermatozoides, y por tanto de dosis inseminantes
colectadas, y tendi6é a mejorar la calidad seminal.



SUMMARY

The artificial vagina is the most used method to collect semen in rams, but training
of the animal is essential. As an alternative for untrained males, electroejaculation
is used. The semen collected with this technique has a greater volume, with a
lower concentration of sperm than that obtained with artificial vagina. Therefore,
the aim of the present work was to determine if the administration of a long-acting
oxytocin analog (carbetocin) prior to electroejaculation in rams improves the
quality of fresh semen, and if the result is better when it is administered 10 or 20
min before the collection. Twelve Corriedale rams, adults, sexually experienced
and andrologically approved, were used. Semen was collected from each ram
with three different treatments, in different order: G-20 treatment, in which
carbetocin was administered 20 min before electroejaculation; the G-10
treatment received the administration of carbetocin 10 min before
electroejaculation, and the control group (GCon) received no treatment. The work
was carried out in three days, in which every four days 4 rams received one of
the 3 treatments, thus receiving all the rams all the treatments. Carbetocin was
administered in a single dose of 0.2 mg/100 kg of body weight intravenously into
the jugular vein. Semen was collected by electroejaculation, and its volume was
measured, the concentration was determined with a photometer, and sperm
mass motility was evaluated (scale 0 to 5). The percentage of motile sperm and
sperm with progressive motility was determined, as well as their velocities
(curvilinear, rectilinear and average of slow, medium and fast, and also the
percentages of motile sperm and with progressive motility, fast, medium and
slow, percentage of no progressive and immobile sperm) with the aid of an
automated system (ISAS; Integrated Sperm Analysis System, Valencia Spain).
Membrane integrity was evaluated using the HOST test, and a sample was fixed
to determine the percentage of morphologically normal sperm. From these data,
the total number of ejaculated spermatozoa, motile spermatozoa, sperm with
progressive motility, with intact membrane, morphologically normal, and alive in
the ejaculate was calculated. The animals treated with carbetocin ejaculated
semen with a greater sperm concentration, quantity of motile spermatozoa,
sperm with progressive motility, normal and with functional membrane sperm,
than the GCon, with no difference between them. The volume, percentage of
morphologically normal and membrane-functional sperm tended to be different.
In conclusion, the administration of carbetocin both, 10 and 20 minutes prior to
electroejaculation, increased the amount of sperm - and therefore inseminating
doses — collected in rams, and tended to improve semen quality.



1. INTRODUCCION

La inseminacion artificial, al igual que las demés biotecnologias reproductivas,
requiere de metodologias de coleccion de semen que sean sencillas y
seguras de aplicar, que no afecten el bienestar de los animales, permitan
colectar semen de buena calidad, y que resista a los procesos de
criopreservacion. Si bien el uso de vagina artificial (VA) es la técnica méas
utilizada para colectar semen, tiene el inconveniente de requerir del
entrenamiento previo de los animales, y no siempre es posible utilizarla,
por lo que su aplicacion no siempre es practica. En estos casos, el método
alternativo mas utilizado es la electroeyaculacion (EE), ya que es una
técnica practica, rapida y sencilla de aplicar. A diferencia de la VA, la EE
no requiere importante entrenamiento del personal ni de los animales, y el
resultado es menos afectado por el estado fisiologico del animal. En este
experimento se plante6 administrar carbetocina, un analogo sintético de
la oxitocina de larga accién antes del procedimiento. Dado que la oxitocina
estimula la motilidad del musculo liso del aparato reproductivo de los
machos, su aplicacion previa a la EE podria mejorar la calidad seminal
dado que estimularia el proceso de eyaculacion. La administracién de
oxitocina genero resultados positivos antes de la coleccion de semen por
masaje ecoguiado de las glandulas anexas en chivos (Ungerfeld et al.,
2016), pero dado que la oxitocina se metaboliza muy rapidamente, su
utilizacion puede estar limitada por los tiempos en su administracion. Por
eso, se plante6 que la carbetocina podria simplificar este proceso
permitiendo resultados al menos similares. Entonces, se propuso como
objetivo evaluar si la administracion de una oxitocina de larga accion
(carbetocina) previo a la EE (10 o 20 min antes de la EE) mejora la calidad
de semen fresco.



2. REVISION BIBLOGRAFICA

2.1. Anatomia y fisiologia del aparato reproductor del carnero

El aparato reproductor del macho estd compuesto por rganos que actian de
manera conjunta para producir espermatozoides y depositarlos en el tracto
genital femenino (Klein, 2014). El aparato genital comprende testiculos,
epididimos, ductos excretores (deferentes), glandulas anexas, pene y uretra
(Figural).

GLANDULA
AMPOLLAR

CONDUCTO
DEFERENTE

ORIFICIO
PREPUCIAL

Figura 1- Organos genitales del carnero (Adaptado de Pérez, 2020)

Testiculo: Génada masculina. Es un 6érgano par y globuloso, alojado con el
epididimo en el fondo de la cavidad vaginal dentro del escroto, con topografia
variable segun especies. El peso varia mucho segun la edad, estado fisiol6gico
y la especie. Los rumiantes presentan testiculos alargados, con dos caras (lateral
y medial), dos bordes (epididimario y libre), una extremidad capitata y una
extremidad caudata que se une a la cola del epididimo por el ligamento propio
del testiculo (Pérez, 2020). Las gbnadas son las encargadas de la produccion de



espermatozoides y la testosterona. Estan suspendidos dentro del escroto, el cual
es fundamental por proteger de agresiones externas y proporcionarles una
temperatura ambiente 2-3°C menor que en el interior del abdomen, acordando
una condicion apropiada para una correcta espermatogénesis. También en la
superficie escrotal se sitian gran nimero de glandulas sudoriparas con activa
participacion en la diseminacion del calor (Duran del Campo, 1994). El escroto
ayuda a la termorregulacion por medio de diversos mecanismos como la
conduccion, la convexion y la evaporacion. La arteria espermatica también juega
un rol central en el mantenimiento de la temperatura gracias a su gran
enrollamiento y por formar parte del plexo pampiniforme, transfiriendo el calor
procedente de las arterias testiculares (alta temperatura) hacia las venas (bajas
temperaturas) por un sistema de intercambio de calor a contracorriente (Klein,
2014). El cordon espermético (Funiculis spermaticus) se extiende entre los
testiculos y el anillo vaginal. Esta formado por dos partes, el conducto deferente
y el cono vascular comprendido por las flexuosidades de la arteria testicular y el
plexo pampiniforme. EI cordon también incluye los vasos linfaticos y nervios del
testiculo y epididimo (Pérez, 2020). Los testiculos deben descender al escroto,
lo que fisiolégicamente ocurre en diferentes etapas segun la especie, pudiendo
ser prenatal o posnatal. En el caso de los ovinos, los testiculos descienden antes
de nacer, a mediados de la gestacion, aproximadamente a los 80 dias (Klein,
2014).

Epididimo: 6rgano alargado arqueado en un lado del testiculo a lo largo de su
eje longitudinal, dividido macroscopicamente en una cabeza prominente situada
cerca de la suspensién del testiculo desde el cordon espermatico, un cuerpo mas
pequefio situado medialmente y una cola distendida, que se continda con los
conductos deferentes (Arthur, 2001). En este 6rgano se da el transito de
espermatozoides, el que ocurre a una tasa constante e independientemente del
estimulo sexual en cabeza y cuerpo epididimario, a diferencia de la cola del
epididimo, donde el tiempo de permanencia de los espermatozoides disminuye
con el estimulo sexual y la eyaculacién frecuente. En carneros el tiempo de
transporte es de 1 dia en cabeza, 3 dias en cuerpo y 8 a 15 dias en cola. La cola
epididimaria también permite el almacenamiento, modifica el entorno de los
espermatozoides y aumenta su concentracidon mediante la absorcion-secrecion
del epitelio (Gil, 2020). Por ello, macroscépicamente la cola se ve turgente con
el semen almacenado en animales sexualmente activos (Arthur, 2001). Los
espermatozoides defectuosos son eliminados mediante procesos de licuefaccién
y fagocitosis (Gil, 2020). Los espermatozoides cuando salen de los testiculos son
inmaduros e infértiles y deben pasar por un periodo de maduracion
(generalmente 10-15 dias) dentro del epididimo para ser capaces de fertilizar
ovulos (Frandson, Lee Wilke y Dee Fails, 1965). Una vez madurados en el
epididimo, los espermatozoides estan listos para continuar su transito hacia el
conducto deferente y la ampolla del deferente (Gil, 2020).

Entonces, el paso de los espermatozoides por el epididimo consta de: un pasaje
por la cabeza (Figura 2A) en donde se reabsorben y secretan fluidos, el
espermatozoide tiene gota citoplasmatica proximal y es infértil e inmévil, continda
por el cuerpo lugar en el que se compacta el nucleo; la gota pasa a distal y aqui
adquieren motilidad y capacidad de fertilizar (Figura 2B), por ultimo llegan a la
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cola que en su parte proximal terminan de madurar, y una vez en la parte distal
pueden ser eyaculados y pueden tener motilidad y ser fértiles (Figura 2C) (Arthur,
2001; Gil, 2020). Aunque los espermatozoides alojados en la cola del epididimo
presentan capacidad de ser motiles, la motilidad en si no se despliega hasta el
momento de la eyaculacion. Por lo tanto, los espermatozoides dentro del
epididimo exhiben poca motilidad, pero se activan rapidamente al mezclarse con
plasma seminal durante la eyaculacion (Arthur, 2001).

Figura 2- Transito y cambios de los espermatozoides a lo largo del epididimo. Cabeza (A) cuerpo
(B) y cola (C) (Adaptado de Gil, 2020).

Conducto deferente: (vasa deferentia): Ubicado desde la cola del epididimo a la
parte pelviana de la uretra. Luego de haber transitado en el cordén espermatico,
el conducto se dirige sobre el costado de la cavidad pelviana y luego en la cara
dorsal de la vejiga (Pérez, 2020). Es un tubo muscular que sufre contracciones
peristalticas durante la eyaculacion, impulsando los espermatozoides desde el
epididimo hacia la uretra (Frandson et al., 1965).

Glandulas anexas: Aportan elementos quimicos importantes para la
funcionalidad del semen, otorgando fluidez y volumen suficiente para su
desplazamiento, y elementos para permitir el despliegue de la motilidad de los
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espermatozoides (Duran del Campo, 1994). Son glandulas pares a excepcién
de la prostata (Figura 1). Hay una variacion considerable en presencia, formay
tamafio entre especies, pero la ubicacion relativa es similar en todos los
animales. El carnero presenta todas las glandulas accesorias (Arthur, 2001), las
cuales son:

— Glandula vesicular o vesiculas seminales: Anexa a la terminacion del
conducto deferente, situada entre vejiga y recto, cubriendo la cara dorsal
de la vejiga. Su conducto se une al deferente para formar el conducto
eyaculador, que atraviesa la prostata antes de abrirse en la uretra por el
orificio eyaculador (Pérez, 2020). En el carnero, al igual que en el toro son
glandulas lobuladas, de tamafio considerable (Frandson et al., 1965). Su
secrecion generalmente es acuosa, y contribuye sustancialmente al
volumen de semen. En todas las especies su secrecion contiene grandes
cantidades de citrato, y en los rumiantes también contiene fructosa
(Arthur, 2001).

— Proéstata: Es un complejo glandular compuesto por Iébulos diseminados
sobre el trayecto de la uretra, conocido como parte diseminada de la
préstata y el cuerpo de la préstata localizado sobre la superficie dorsal de
la uretra en su union con la vejiga, el que es inexistente en carneros
(Pérez, 2020; Ortiz, 1999). Forma el volumen principal del eyaculado
produciendo una secrecion alcalino lechosa y espesa que le da al semen
su olor caracteristico (Frandson et al., 1965). A su vez, este fluido contiene
antiglutinina cefalica, proteina que previene la aglutinacion de los
espermatozoides y prostaglandinas que favorecen motilidad uterina (Ortiz,
1999).

— Glandula bulbouretral: también llamada “Glandula de Cowper” es bilateral,
de forma piriforme localizada a cada lado del plano medio a la salida de
la pelvis. Cada glandula tiene un conducto que desemboca en la uretra a
nivel del arco isquiatico (Ortiz, 1999). Es muy pequefia en rumiantes
(Pérez, 2020). Su secrecion acuosa se descarga antes del coito y se
considera que limpia la uretra de desechos de orina, es una secrecion
preseminal, y proporcionan el componente gelatinoso del eyaculado que
forma el gel del semen (Arthur, 2001; Ortiz, 1999).

— Glandula ampollar: En la mayoria de las especies, incluidos los ovinos, la
tltima parte del conducto deferente justo antes de que ingresen a la uretra
pélvica, esta abultada y se transforma en una estructura glandular: la
ampolla del conducto deferente (Arthur, 2001; Pérez, 2020). El contenido
se vacia en el conducto deferente y aporta al volumen seminal (Frandson
et al., 1965).

Pene: 6rgano copulador del macho, de tipo fibroelastico y sigmoideo en el
carnero (Klein, 2014). Tiene una raiz un cuerpo y un glande, y esta constituido
por los cuerpos cavernosos, el cuerpo esponjoso del glande y del pene, todas
formaciones eréctiles anexas a la parte extrapelviana de la uretra. La mayor parte
de la estructura interna del cuerpo del pene se compone de columnas de tejido
eréctil, los cuerpos cavernosos, los cuales estan repletos de vasos sanguineos
sinusoides divididos por laminas de tejido conectivo llamadas trabéculas. En
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especies con pene fibroelastico (rumiantes y porcinos), las trabéculas forman la
mayor parte del pene, y como consecuencia, en estos animales el pene es firme
cuando no esté erecto. En el surco ventral de la linea media entre los cuerpos
cavernosa esta la uretra y un cuerpo asociado de tejido eréctil, denominado el
cuerpo esponjoso (Frandson et al., 1965).

El glande del pene muestra variaciones considerables intraespecies (Figura 3).
Los ovinos presentan una porcion libre de la uretra, el proceso uretral, que se
proyecta mas alla del glande, abriéndose en la punta del orificio uretral externo.
Este es largo, de aproximadamente 4 cm, y comunmente se le llama “apéndice
vermiforme” (Figura 4). En rumiantes el glande tiene forma de casco, es muy
asimétrico y esta incurvado en gancho hacia la izquierda (Frandson et al., 1965;
Pérez, 2020).

Durante la ereccion, el pene aumenta muy poco en longitud y didmetro. Se torna
rigido, la flexura sigmoidea desaparece, y el érgano sobresale a través del orificio
prepucial (Ortiz, 1999). Por el tipo de pene fibroelastico, en esta especie el efecto
principal de la ereccion del pene consiste en alargarlo enderezando la linea
sigmoidea (Frandson et al., 1965).

— —
=,
_-—'d_-'-_'_-'—__ e j

BOVINO

" EQUINO

e
Figura 3- Glande en diferentes especies productivas (Adaptado de Frandson,1965).
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TUBERCULO

ESPONJOSO

*PROCESO URETRAL

Figura 4- Vista lateral izquierda de la parte libre del pene del carnero (Adaptado de Pérez, 2020).

MORFOFISIOLOGIA TESTICULAR: “El testiculo es una glandula mixta, con
secrecion externa (fluido testicular, con los espermatozoides) e interna
(hormonas testiculares). Su parénquima esta organizado en tabulos seminiferos
y espacio intersticial” (Bielli, 2020). En el grueso epitelio seminifero se
encuentran las células de Sertoli (Figura 5), las que son grandes, diploides y
ramificadas, con multiples funciones como: coordinar la espermatogénesis y la
liberacion de espermatozoides a la luz del tdbulo seminifero, mantener el
componente principal de la barrera hematotesticular, delimitar el compartimiento
basal del epitelio seminifero y lumen, fagocitar células germinales dafiadas,
secretar inhibina y en algunas especies secreta estrogenos. Las células de la
linea germinal (Figura 5), mucho mas pequefias y abundantes incluyen las
espermatogonias, espermatocitos | y Il, espermatidas y espermatozoides. En el
intersticio testicular hay un tejido conjuntivo laxo muy rico en capilares
sanguineos Yy linfaticos que contiene las células de Leydig las cuales secretan
principalmente andrégenos que estimulan la espermatogénesis. También
secretan estrégenos y oxitocina. A su vez, en el intersticio se encuentran los
macréfagos testiculares para modular la secreciéon de andrégenos de estas
células y colaboran en el mantenimiento de esa secrecidén en niveles normales
(Bielli, 2020).

-
&Y

Figura 5- Dibujo de una seccidn transversal de un tubulo seminifero de mamifero (Adaptado de
Durdn del Campo, 1994).
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2.2. Composicion y evaluacion del semen

El semen consiste en espermatozoides suspendidos en las secreciones liquidas
de los 6rganos sexuales accesorios masculinos. La porcion fluida del semen es
el plasma seminal el cual funciona como medio de transporte para los
espermatozoides, y contiene una variedad de sustancias que incluyen varios
electrolitos, fructosa (aporta energia para los espermatozoides), acido citrico y
sorbitol (Frandson et al., 1965). En cuanto a composicion quimica, esta integrado
por un 86% de agua y 14% de materia seca que incluye: minerales, aminoacidos,
carbohidratos, polisacaridos, acido lactico, acido citrico, proteinas, vitaminas y
enzimas (Duran del Campo, 1994). El semen colectado se evallia como parte de
protocolos para evaluar la fertilidad potencial de los reproductores, pero ninguna
caracteristica seminal por si sola predice completamente la fertilidad de una
determinada muestra de semen. Algunas caracteristicas del semen que son
evaluadas y parecen tener alguna correlacion con la fertilidad potencial cuando
se consideran juntos son: concentracion de espermatozoides, motilidad de los
espermatozoides y forma de los espermatozoides (Frandson et al., 1965).

El espermiograma bésico incluye test macroscopicos y microscépicos. Los
primeros, realizados inmediatamente de colectado el eyaculado, son los mas
viables de emplear por no necesitar materiales especiales para su realizacion
(Fernandez Abella, 2015). Estos incluyen:

Volumen: Evaluado en copa o tubo graduado, normalmente en carneros
esta entre 0,8y 1,2 mL, variando segun la excitacién del carnero, edad, técnica
de colecta, habilidad del operador, volumen testicular (Duran del Campo, 1994),
época del afio en que se realiza la colecta, estado nutricional y sanitario del
animal y namero de eyaculados por dia (Fernandez Abella, 2015).

Motilidad de masa: o motilidad espermatica masal observada en el propio
tubo de colecta o copa recolectora, bajo luz a simple vista o bajo lupa. Es un test
practico y util, resultante de tres factores: concentracién espermatica, motilidad
individual, y porcentaje de espermatozoides vivos. Las caracteristicas de las
ondas pueden indicar el tipo de semen: ondas espesas pero lentas, suponen un
semen muy denso con muchos espermatozoides muertos arrastrados por los
vivos. Ondas rapidas de menos espesor indican buena motilidad, pero baja
concentracion. Ausencia de motilidad de masa y opacidad pueden ser indicativos
de azoospermia (Duran del Campo, 1994).

Concentracion: Las concentraciones de espermatozoides varian entre
especies, y esto debe tenerse en cuenta al evaluar el semen (Frandson et al.,
1965). Macroscopicamente, la opacidad, intensidad de la onda movil y la
apariencia dan una aproximacion a la concentracion espermatica, sin necesidad
de instrumental (Tabla 1) (Duran del Campo, 1994).
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Tabla 1- Determinacion de la concentracion espermadtica a través del color del eyaculado
(Adaptado de Olivera, Gil, Fierro y Minteguiaga, 2019).

TONALIDAD CONCENTRACION ESTIMADA ESCALA USO
(millones/mL)

Cremoso 4500-6000 5 Utilizable
espeso

Cremoso 3500-4500 4 Utilizable
Crema liviana 2500-3500 3 Utilizable
Lechoso 1000-2500 2 Descarte
Turbio 300-1000 1 Descarte
AcCu0so0 Insignificante 0 Descarte

Color: el semen debe ser blanco-cremoso y depende de la concentracion
de espermatozoides: la disminucion de la concentracion lo transforma en
lechoso, y en la azoospermia es casi incoloro. Un color rojizo puede aparecer en
caso de infecciones o lesiones intermas del pene o prepucio. Un color verduzco
puede ser normal, siendo mas comun en bovinos (Duran del Campo, 1994;
Ferndndez Abella, 2015). Semen con colores rojizos, grises o marrones deben
ser desechados y proceder a la revisacion del macho (Cueto, Gibbons, Bruno-
Galarraga, Fernandez, 2016).

Olor: ElI semen debera ser inodoro salvo que exista un foco infeccioso
(Duran del Campo, 1994).

pH: puede ser medido con papel indicador. Oscila entre 6,3-7,2. Deberia
ser evaluado mensualmente, descartando sémenes en rangos anormales
(Fernandez Abella, 2015).

En cuanto a los test microscopicos, se utiliza microscopio 6ptico, colocando el
semen en una platina térmica o calentada a 35-37°C (Fernandez Abella, 2015)
evaluando:

Motilidad: se entiende por motilidad o movilidad al desplazamiento del
espermatozoide que puede ser (Figura 6): progresivo o rectilineo el
espermatozoide (se proyecta hacia adelante), de retroceso y zigzagueante (el
avance sigue un recorrido vacilante con frecuentes curvas, muchas veces se
dirige hacia atras por anormalidades de cola), oscilatorio (el espermatozoide gira
sin avanzar con movimientos reducidos hacia ambos lados. Este movimiento
antecede a la inmovilizacion completa) o vibratorio (simples movimientos

16



vibratorios describiendo circulos). El movimiento progresivo es el que determina
gue el espermatozoide avance y pueda fecundar (Fernandez Abella, 2015).
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Figura 6- Formas de movilidad del esperma 1- progresivo, 2- zigzagueante, 3-oscilatorio, 4-
vibrtorio (Ferndndez Abella, 2015).

La Tabla 2 muestra la alta relacién entre motilidad masal e individual (Adpatado
de Moule, 1961, citado por Duran del Campo, 1994).

Tabla 2 - Escala de motilidad masal e individual (Adpatado de Moule, 1961, citado por Durdn del
Campo, 1994).

ESCALA MOTILIDAD MASAL MOTILIDAD INDIVIDUAL USo

(MACROSCOPICA) (MICROSCOPICA -
200X)
0 Sin corrientes Sin movimiento Descarte
progresivo
1 Pocas corrientes 20% de movimiento Descarte
progresivo
2 Muchas corrientes 40% de movimiento Descarte
moderadas progresivo
3 Muchas corrientes 60% de movimiento Utilizable
progresivo
4 Muchas corrientes rapidas 80% de movimiento Utilizable
progresivo
5 Numerosas ondas de tipo Casi 100% de Utilizable
tumultuoso rapidas y movimiento progresivo
vigorosas

Concentracion: existen distintos métodos a la hora de determinar la
concentracion espermatica, entre ellos: la cAmara de Neubauer o con el uso de
fotocolorimetros. Ambos métodos son precisos; si bien el fotocolorimetro permite
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un recuento mas rapido en comparacion con la caAmara de Neubauer, su costo
es mas elevado (Cueto et al, 2016):

e Camara de Neubauer: se aspira en una pipeta una solucién de semen
(suero fisioldgico, cloruro de sodio 10%, solucion de Harem). Luego de
limpiar el extremo de la pipeta con papel para no alterar los resultados,
se procede a cargar la camara colocando la pipeta en el borde del
cubreobjetos, y se dejan caer las gotas del semen de forma que la
camara se cargue por capilaridad. Se espera unos minutos para que el
semen sedimente y se observa. Generalmente, la camara cuenta con
dos reticulos, con 5 cuadrados grandes de cada uno de estos, y cada
cuadrado grande presenta 16 cuadrados pequefios divididos por lineas
dobles o triples. Esto quiere decir que en total existen 160 cuadrados
pequefios, representado una superficie de 10/25 mm?. Se realiza el
conteo moviendo el microscopio y se obtiene la concentracién de
espermatozoides al multiplicar el nimero de cuadrados grandes
contados por 5.000 (por la superficie de la caAmara (1/2,5 mm?), la altura
de la camara (1/20 mm) y la dilucion (1:200). El conteo es por cabezas
de espermatozoides, pero cuando esta fuera del cuadrado pequeiio, se
contabiliza si toca la parte inferior o izquierda del cuadrado (Fernandez
Abella, 2015).

e Fotocolorimetro: este método se basa en exponer una muestra de
semen a un haz de luz y registrar la cantidad de luz absorbida por la
misma (absorbancia). La concentracion sera directamente proporcional
a la absorbancia (Cueto et al, 2016). Debe ser calibrado por 15 0 mas
hemocitometricos (Camara de Neubauer) y se debe conocer la dilucién
con la que ha sido calibrado (Fernandez Abella, 2015). La exactitud del
colorimetro debera ser chequeada peridodicamente (Cueto et al, 2016).

Morfologia: esta relacionada con la fertilidad. Existe una correlacion
elevada entre porcentaje de formas anormales y el poder fecundante del semen.
Un eyaculado con mas de 20% de espermatozoides con anormalidades deberia
ser eliminado, aunque depende del tipo de formas anormales que integran dicho
porcentaje, ya que las anormalidades del flagelo estan menos relacionadas con
la fertilidad del semen (Fernandez Abella, 2015). Se evalta mediante coloracion
supravital. Para ello se realiza un frotis con 0,1 g de eosina, 0,3 g de citrato de
sodio dihidratado, 0,2 g de nigrosina y 10 mL de agua destilada (Fernandez
Abella, 2015). Si la coloraciébn con eosina se hace sin nigrosina debera
emplearse un filtro azul o un microscopio con contraste de fase. Los
espermatozoides muertos o en proceso de muerte, poseen sus membranas
permeables a los colorantes. Luego de 1-2 min se observan espermatozoides
rojos y no coloreados, sobre el fondo oscuro. La diferencia de coloracion se debe
a que los espermatozoides vivos al tener su membrana plasmatica intacta, no se
colorean (Palma, 2007).

Funcionalidad: para evaluar la integridad funcional de la membrana
plasmatica del espermatozoide se realiza la prueba hipoosmética, HOST por su
denominacion en inglés hypo-osmotic swelling test, es una prueba simple y
econdémica. Se fundamenta en que la suspensidén de espermatozoides en un
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medio hipoosmotico ocasiona un desequilibrio osmotico entre los medios
intracelular y extracelular, por lo que se difunde agua al medio intracelular,
generando un aumento del volumen del espermatozoide. Esto genera cambios
morfolégicos caracteristicos, tales como dilatacion y enrollamiento de la cola
(Figura 7) (Jeyendran, Van der Ven, Perez-Pelaez, Crabo y Zaneveld, 1984).

Figura 7 - captura de HOST 1: espermatozoides normales; 2: espermatozoide biflagelado; 3:
espermatozoide con gota citoplasmdtica distal; 4: espermatozoide enrollado “ldtigo”.

Pureza: se refiere a impurezas como microorganismos, células epiteliales,
polvo, que puedan encontrarse en el semen; un ambiente higiénico, instrumental
limpio y carneros sanos seran razones suficientes para recoger semen en buen
estado de pureza (Duran del Campo, 1994).

2.3. Técnicas de coleccion de semen

Previo a la coleccion de semen se recomienda considerar en forma importante
la higiene del carnero y del lugar donde se realiza la colecta para evitar cualquier
tipo de contaminacién. Fernandez Abella (2015) describi6 dos métodos de
recoleccion de semen: la VA, y la EE. Por un lado, la VA es una técnica que
tiende asemejarse a la vagina de las hembras por tener dimensiones,
temperatura (45-50°C) y humedad semejantes. EI macho eyacula previa
desviacion del pene para que penetre en la VA. Es aconsejable excitar
previamente al carnero con ovejas en celo para obtener un buen volumen de
eyaculado. En cuanto a la frecuencia de extraccién, se pueden obtener tres
eyaculados diarios, el tercero de ser necesario, con un intervalo de 15 a 20 min
del anterior. Existen diferentes tipos y modelos, aunque genéricamente consta
de un tubo rigido o semirrigido de 15-20 cm de largo y 6-8 cm de diametro. Por
dentro pasa otro tubo de goma o latex, menor en didmetro, pero mayor en
longitud, cuyos extremos se aseguran con los extremos del tubo rigido. En el
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tubo externo se hace un agujero y se coloca una valvula, en la cual se coloca
agua. En uno de los extremos se coloca la copa colectora de semen y en el otro
se puede colocar lubricante (glicerina, vaselina) (Duran del Campo, 1994).

En algunas ocasiones, como ocurre con los machos no entrenados (Fernandez
Abella, 2015; Wulster-Radcliffe, Williams, Stellflug y Lewis, 2001), prepuberes
(Lacuesta, Orihuela y Ungerfeld, 2015), salvajes (Santiago-Moreno et al., 2010),
con impotencia coeundi (Fernandez Abella, 2015), fuera de estacion
reproductiva (Lincoln y Davidson, 1977; Chemineau et al., 2008), machos
aislados de hembras (Giriboni, Lacuesta, Ungerfeld, 2017), o en
establecimientos con muchos animales, no es viable 0 es poco practico aplicar
esta técnica (Abril-Sanchez, Freitas-de-Melo, Giriboni, Santiago-Moreno y
Ungerfeld, 2019). Una opcion alternativa a la VA es la aplicacion de EE, la cual
es una técnica facil y efectiva, pero dolorosa y estresante (Abril-Sanchez et al.,
2019). Como ventaja, esta técnica puede ser aplicada en las situaciones
previamente mencionadas que limitan la VA. Este método, en carneros, consiste
en la introduccion en el recto de una sonda con electrodos unos 15-20 cm,
haciendo pasar una corriente de 6-7 V y un numero elevado de amperes
(Fernandez Abella, 2015).

En general, el semen colectado con EE contiene una mayor cantidad de plasma
seminal y por tanto mayor volumen que el semen colectado con VA (Austin,
Leidy, Krise y Hupp, 1968; Giuliano, Director, Gambarotta, Trasorrasy Miragaya,
2008; Mattner y Voglmayr, 1962; Memon, Bretzlaff y Ott, 1986). No ocurre lo
mismo con la concentracion espermaética, ya que la misma es menor cuando se
utiliza EE (Mattner y Voglmayr, 1962; Memon et al., 1986). Mattner y Voglmayr
(1962) compararon ambas técnicas sin que modificaran la proporcion de
espermatozoides vivos, morfoldgicamente normales ni la motilidad de masa. La
Tabla 3 resume las diferencias entre las técnicas nombradas

Tabla 3- Resumen comparando técnicas de coleccion de semen: vagina artificial y
electroeyaculacion.

VAGINA ARTIFICIAL ELECTROEYACULACION

Mas fisioldgica. Simula vagina de Estresante y dolorosa

la oveja

Necesita entrenamiento, machos Poco limitada. Cualquier época, no
puberes, excitacion, capacidad necesita entrenamiento. Algunos machos
de monta, estacion reproductiva  no responden

Semen: mayor concentracion Semen: mayor volumen

2.4. Fisiologia de la eyaculacion

Copula: El érgano copulador del macho es el pene. El momento de la copula se
inicia cuando el carnero se dirige hacia una hembra y culmina con la eyaculacion
(Odagiri, Matsuzawa y Yoshikawa, 1995). Este comportamiento esta controlado
por el sistema nervioso autdbnomo, los nervios somaticos y por el sistema
endocrino (Arai, 2002; Fraser, 1992; Kihara, 2002). Las neuronas motoras que
inervan los organos pélvicos implicados en la copula y en los episodios de
ereccion y eyaculacion estan controlados por circuitos de neuronas que se
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localizan en los nucleos dorsomedial y dorsolateral de las regiones lumbar y
sacra de la médula espinal (Cottrell, Iggo y Kitchell, 1978; Kirk, Kitchell y Carr,
1987). Durante la copula se produce un incremento en la hormona oxitocina
(Sharma, Fitzpatrick y Ward, 1972). En el estudio realizado por Whittington,
Assinder, Parkinson, Lapwood y Nicholson (2001) se demuestra la presencia de
receptores de la misma en el testiculo, el epididimo y el conducto deferente de
los carneros, plantedndose que esta hormona desempefia un papel importante
en el transporte de los espermatozoides dentro del testiculo del carnero. La
oxitocina esta involucrada en la modulacion de la esteroidogénesis y en la
contractilidad del tracto reproductivo del macho (Whittington et al., 2001).

Ereccion: Es una manifestacion que implica la accion simultdnea de los sistemas
vascular, neurologico y endocrino (Klein, 2014). La ereccion peneana es la
respuesta frente a un estimulo neural iniciado por la estimulacién tactil apropiada
del pene, por estimulos visuales o ambientales. La ereccion del pene requiere
vasodilatacién dentro del mismo, lo que resulta en un incremento del flujo
sanguineo hacia el pene. Esta vasodilatacion es producida por la liberacion de
acetilcolina por el sistema nervioso parasimpdtico, la que actia sobre las células
endoteliales que recubren los vasos sanguineos secretando asi 6xido nitrico,
que es el responsable de actuar sobre el musculo liso vascular y asi producir la
vasodilataciéon (Frandson et al., 1965).

Eyaculacién: La eyaculacion consiste en la salida del semen por el orificio uretral
debido a las contracciones de la musculatura pélvica y el peristaltismo uretral.
Es un reflejo complejo que consta de dos fases distintas: emisién y expulsién o
salida del semen (Hellstrom, 2006). La fase de la emisién resulta de la liberacion
de espermatozoides y liquidos de las glandulas accesorias hacia la uretra como
resultado de un reflejo toracolumbar mediado por el sistema simpatico que lleva
a la contraccién del musculo liso del conducto deferente y de las glandulas
accesorias (Klein, 2014). La fase de expulsion es la salida del semen desde la
uretra, generada por un reflejo parasimpatico que produce contracciones en los
musculos bulboesponjoso, isquiocavernoso y uretral (Klein, 2014). También se
asocia con las contracciones del epididimo y del conducto deferente (Frandson
et al., 1965). La emisidén y expulsion del semen son reflejos autbnomos que
involucran tanto a la divisién simpatica como a la parasimpatica (Frandson et al.,
1965). En el apareamiento, hay un aumento en la frecuencia cardiaca del macho
a causa del incremento de la actividad fisica, asi como del estimulo sexual, esto
también resulta en un aumento de las concentraciones plasméticas de cortisol
(Gonzalez, Orgeur y Signoret, 1988). La eyaculacion en si esta asociada con
niveles mas altos de cortisol (Gonzalez et al., 1988).

Efecto de la electroeyaculacion: La EE produce cambios a nivel fisiologico,
neuroendocrino y de comportamiento, indicadores de una respuesta al estrés,
asociada con el dolor, por lo que en algunos paises se prohibi6é su uso (Palmer,
2005). Esta técnica estimula en forma ritmica la ampolla del conducto deferente
y el plexo sacro nervioso, provocando la ereccion y la eyaculacién (Arthur, 2001).
Se ha demostrado que durante la coleccién de semen con electroeyaculador las
descargas causadas por el mismo inducen aumentos en la frecuencia cardiaca
(Orihuela, Aguirre, Hernandez, Flores-Pérez y Vazquez, 2009), en las
concentraciones plasmaticas de cortisol en carneros (Stafford et al., 1996) y en
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la frecuencia respiratoria (Damian y Ungerfeld, 2011). Orihuela et al (2009)
observaron que la frecuencia cardiaca aumenta durante la eyaculacion mediante
electroeyaculador, demostrando que fue tanto en carneros anestesiados como
en no anestesiados. De todas formas, el aumento de la frecuencia cardiaca
puede estar asociado al momento de la eyaculacién en si, y no a la técnica
empleada (Sjaastad, Hove y Sand, 2010). Comparando la VA, con la EE, segun
Martin, Lapwood y Edgar (1984) ambas técnicas aumentan las concentraciones
plasmaticas de cortisol luego de la eyaculacion en carneros.

2.5. Rol de la oxitocina en la eyaculacion

La oxitocina es una hormona neuro-hipofisaria secretada por las neuronas
magnocelulares hipotalamicas y almacenada en la hipéfisis posterior hasta su
liberacion a la circulacion sanguinea (Thackare, Nicholson y Whittington, 2006).
Varios autores sefalan que esta hormona actua sobre el epididimo (Filippi et al.,
2005; Mewe, Wulfsen, Middendorff y Bauer, 2007), estimulando las
contracciones de este 6rgano (Hib, 1974; Nicholson, Parkinson, Lapwood, 1999;
Thackare et al., 2006). Por tanto, la oxitocina estimula el transporte de
espermatozoides desde la cola del epididimo hacia el conducto deferente
(DaSilva e Souza, Gimeno y Gimeno, 1975; Nicholson et al., 1999; Perumal,
2015; Thackare et al., 2006). De acuerdo a Gimpl y Fahrenholz (2001), Hargrove,
Maclndoe y Ellis (1977) y Thackare et al (2006) la oxitocina actla sobre los
tubulos seminiferos. Aunque Whittington et al (2001) no encontré receptores
para esta hormona en las células mioides, es posible que la oxitocina provoque
contracciones de los tubulos seminiferos indirectamente, mediante la
estimulacién de la liberacion de factores que posteriormente provocan la
contraccion de las células mioides. En todos los casos, para que la oxitocina
pueda actuar, deben estar presentes sus receptores (Ellis, Ghoesbeckc, Farr y
Tesi, 1981; Thackare et al., 2006). En los carneros, Whittington et al (2001)
indican la presencia de receptores de oxitocina en los testiculos, epididimos y
conductos deferentes, reafirmando el estudio de Maggi, Malozowski, Kassis,
Guardabasso y Rodbard (1987), donde previamente se constato la presencia de
receptores para esta hormona en los epididimos (Maggi et al., 1987).

Por otro lado, también estan involucradas las glandulas anexas, principalmente
la prostata y la expulsion resultante de secrecion prostatica en el eyaculado
(DaSilva e Souza et al., 1975; Gimpl y Fahrenholz, 2001; Thackare et al., 2006).
Aunque no ha sido posible encontrar estudios en ovinos, en otras especies ya
se ha demostrado la presencia de receptores en prostata (humanos: Frayne y
Nicholson, 1998; Whittington, Assinder, Gould y Nicholson, 2004; monos:
Einspanier e lvell, 1997; Frayne y Nicholson, 1998; Assinder, Johnson, King y
Nicholson, 2004; y jabali: Parry y Bathgate, 1998).

2.6. Oxitocina y caracteristicas del semen fresco

Hay diversos estudios que investigaron si la aplicacién de algunas hormonas
previo a la colecciéon de semen mejora los resultados de la misma. Dados los
efectos descritos de la oxitocina, esta hormona es una de las que se ha evaluado.
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En la Tabla 4 se resumen los estudios en varias especies, y en la Tabla 5
especificamente los realizados en carneros.

Tabla 4- Resumen de la evidencia publicada sobre aplicacion de oxitocina previo a la eyaculacion

en diferentes especies.

Autor y afio Especie Dosis Via Momento Efectos positivos
(U.l) adm. aplicado en variables
(previo a seminales
extraccion)
Fjellstrom, Conejo  0,30/k v Antes (*)  volumen y total de
Kihlstrom y g espermatozoides
Melin, 1968 eyaculados
Hess, 2002 Perro 2,5 sc 10 min volumen
Perumal, 2015 Toro 20 im 10 min concentracion,
mithun volumen, motilidad
espermatica masal,
total de
espermatozoides
eyaculados,
espermatozoides
con motilidad
progresiva (%) y
con membrana
funcional.
Berndtson e Toro 50 v 10 min Sl: total de
Igboeli, 1988 espermatozoides
eyaculados,
espermatozoides
eyaculados (%).
Palmer, Toro 100 im 10 min No
Amundson,
Brito, Waldner
y Barth, 2004
Ungerfeld et Chivo 5 iV 30 s antes No
al., 2016
Ungerfeld et Chivo 10 im 30 s antes No
al., 2018
Walch, Eder, Humano 16 Intra- 5 min No
Schindlery nasal
Feichtinger,
2001
Byrne, Rolf, Humano 0,75 v 5 minutos No
Depenbusch,
Coopery
Nieschlag,
2003
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(*): No se detalla el tiempo
adm: administracion; U.I: unidades internacionales; iv: intravenoso; sc: subcutdneo; im:
intramuscular.

Hess (2002) plante6 que probablemente la concentracion no se vio afectada por
haber sido administrada en forma subcutanea, o porque la dosis administrada
fuera insuficiente. Esto podria ser extrapolable a los demas experimentos en que
no hubo cambios en el semen obtenido, debiendo conocerse la relacion entre
dosis, via de administracion y momento para cada especie.
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Tabla 5- Resumen de la evidencia publicada sobre aplicacion de oxitocina previo a la eyaculacion

en carneros.

Autory afilo  Dosis Via adm. Momento Técnica Efectos positivos
(U.1) aplicado en variables
(previo a seminales
extraccion)
Knight y 510y \Y Antes (*) EE volumen
Lindsay, 20
1970
Knight,1974 10 \Y 510y 20 VA volumen, total
(Exp. 1) min espermatozoides
eyaculados
Knight,1974 5, \Y 1,5 min VA concentracion,
(Exp. 2) 10,15 total
espermatozoides
eyaculados
Nicholson 5 (10p) \Y 10 min IN volumen, total
et al., 1999 y 50 VIVO espermatozoides
(100u9) eyaculados
Whittington 10 Intraarterial ~ Antes (*) IN Concentracion
etal.,, 2001 (20ugQ) (arteria VIVO (no se
testicular) estudiaron otras)
Bozkurt, 5 iV 10 min EE concentracion,
Turk y Guir, volumen,
2007 motilidad
espermética
masal, total
espermatozoides
eyaculados, total
espermatozoides
motiles
eyaculados
El-Badry, 10 U.I \Y 10 min VA volumen, total
Fateny espermatozoides
Mona, 2013 eyaculados, total

espermatozoides
motiles
eyaculados

(*}: No se detalla el tiempo
adm: administracion; U.I: unidades internacionales; iv: intravenoso.

Knight (1974) logré aumentar la concentracion cuando aplicé oxitocina 1,5 min
antes de la coleccion, pero solo el volumen cuando la aplicé 5, 10 o 20 min antes.

Esto explica que

los efectos en cada 6rgano seran diferentes segun en qué

momento fue aplicada la oxitocina. Es decir, al aplicarla 1,5 min antes se

estimularia el

epididimo y el

consecuente aumento de transporte de

espermatozoides de cola a conducto deferente para ser eyaculados, obteniendo
un aumento en la concentracion, mientras que, al administrar la hormona con un
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mayor tiempo (5, 10 o 20 min) antes de la eyaculacion, estimularia las glandulas
anexas, implicadas principalmente en el aporte del plasma seminal
contribuyendo asi al volumen.

Ungerfeld et al (2018) plante6 que podria ser interesante estudiar el uso de
presentaciones de la hormona de accién prolongada o su inyeccion repetida,
dada la corta vida media de la oxitocina. En este sentido, Knight (1974) obtuvo
aumento en la concentracion unicamente cuando la hormona fue administrada
1,5 min antes de la eyaculacion, lo que también se asocia a la vida media corta
de esta hormona de 2-3 minutos (Ministerio de Sanidad Politica Social e
Igualdad, Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios, 2006). El-
Badry et al (2013) demostrd que la inyeccion repetida de oxitocina antes de la
extraccion de semen aumenta el volumen y el nimero total de espermatozoides
por eyaculado sin alterar la calidad de semen fresco ni efectos nocivos sobre las
actividades antioxidantes del plasma seminal en carneros. Hasta ahora no se
han estudiado las posibles ventajas de la inyeccion de presentaciones de larga
accion. Por ello, en este trabajo se plantea el uso de la carbetocina, sustancia
sintética de caracteristicas analogas a la oxitocina que por su estructura quimica
presenta una vida media superior a la de la oxitocina (6 — 7 horas) (Ministerio de
Sanidad Politica Social e Igualdad, Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios, Departamento de Productos Veterinarios, 2016). Si bien
su uso comercial esta dirigido a hembras (agalaxia, mastitis, regulador del parto),
no se conoce el resultado de su aplicacién en machos.

El uso de hormonas de accion prolongada implica considerar el tiempo previo de
administracion. Una aplicaciébn con demasiada anterioridad a la eyaculacion
podria tener efectos negativos en el semen por un estimulo prolongado en los
organos reproductores y sin efectuarse la eyaculacion, los espermatozoides se
mantendrian en el entorno que esta siendo afectado, y luego probablemente los
mismos espermatozoides se afecten.
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3. HIPOTESIS

La administracion de carbetocina previo a la EE aumenta la coleccion y mejora
la calidad del semen fresco obtenido en carneros.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General:

Determinar si la administracion de un analogo de la oxitocina de larga accion
(carbetocina) previo a la EE (10 o 20 min antes de la EE) mejora los resultados
del semen colectado.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Animales y su manejo

El trabajo con los animales se realiz6 la primer semana de diciembre del afio
2020, en las instalaciones de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria
(Montevideo, Uruguay). Se utilizaron 12 carneros Corriedale, adultos,
experientes, androlégicamente aprobados. Un mes previo a las colectas de
semen del experimento, con intervalos de 3 dias se realizaron 3 colectas con el
fin de renovar las reservas espermaticas y que los animales lleguen en las
mismas condiciones al experimento. Se realizaron tres colectas de semen, en
las cuales se incluyeron los tres tratamientos: G-20 el tratamiento en el cual se
le administré carbetocina 20 min previo a la EE; el tratamiento G-10 que recibi6
la administracion de carbetocina 10 min previo a la EE, y tratamiento o grupo
control (GCon), el cual no recibi6 tratamiento. Las colectas se realizaron una vez
por dia en cada animal, recibiendo 4 carneros el mismo tratamiento en forma
intercalada. Se volvid a colectar semen cada 3 dias, rotando los animales entre
tratamientos, de forma de colectar semen de todos los carneros con todos los
tratamientos. La dosis de carbetocina aplicada fue 0,2 mg/100 kg peso vivo
administrada por via intravenosa (Ministerio de Sanidad Politica Social e
Igualdad, Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios,
Departamento de Productos Veterinarios, 2016). Este experimento fue aprobado
por CEUA, numero del protocolo: 901; nimero de expediente: 111900-000617-
19.

5.2. Metodologia de electroeyaculacién

Se utilizd un electroeyaculador de ePorvac modelo €325 (Saladillo, Buenos
Aires), con una sonda con 2 electrodos longitudinales, aplicando series de 10
pulsos eléctricos de 4 s, alternados con descansos de 2 s. La primera serie
comenzo con 2 V, aumentando 1 V cada 10 pulsos hasta lograr la eyaculacion.
Los animales se colocaron en decubito lateral derecho, en un cepo
especialmente para voltear pequefios rumiantes. Previo a la insercién de la
sonda en el recto, se revistio con gel de carboximetilcelulosa para mejorar la
conductividad eléctrica.

5.3. Evaluaciéon del semen fresco

El espermigrama basico es un estudio del semen, en el que las variables
incluidas en el mismo pueden variar. Generalmente incluyen: volumen,
concentracion,motilidad espermatica masal, porcentaje de espermatozoides
motiles, porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva y porcentaje de
espermatozoides normales.

Una vez colectado el semen se midié su volumen y se procedié inmediatamente
a su evaluacioén. En primer lugar, se determind la concentracién con un fotometro
ya calibrado (SDM1, Minitube, Francia) y la motilidad espermatica de masa la
cual, se evalud en el microscopio 6ptico con un aumento de 4x, relacionando las
corrientes de onda con la escala (0-5) para esta variable (Nikon, modelo Eclipse
E200, Shanghai, China). Se determiné el porcentaje de espermatozoides motiles
y con motilidad progresiva, asi como sus velocidades: curvilinea, rectilinea y
promedio tanto de lentos, medios y rapidos y también los porcentajes de
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espermatozoides motiles rapidos, medios y lentos, porcentaje de motiles
progresivos rapidos medios y lentos, porcentaje de no progresivos y porcentaje
de inmoviles utilizando el sistema ISAS (Sistema Integrado de Andlisis
Espermatico, ISAS V1, PROISER, Valencia, Espafia). Se evalud la integridad de
la membrana utilizando el test de HOST (Jeyendran et al., 1984), y se fij6 una
muestra en formol-citrato y se observaron los campos minimos para llegar a 100
espermatozoides para determinar el porcentaje de espermatozoides
morfologicamente normales. A partir de estos datos también se calculd la
cantidad total de espermatozoides eyaculados (volumen X concentracion), la
cantidad total de espermatozoides motiles y con motilidad progresiva, con
membrana integra, morfolégicamente normales y vivos en el eyaculado
(porcentaje de cada categoria X total de espermatozoides en el eyaculado).

5.4. Andlisis estadistico

Se utiliz6 un procedimiento mixto (mixed proc, SAS University Edition),
incluyendo como efectos fijos los tratamientos y como efecto aleatorio, el periodo
(es decir, el dia de trabajo). Se consideraron como diferencias significativas
aguellas con P < 0,05, y como tendencias cuando 0,05 <P < 0,1.
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RESULTADOS

La concentracion fue mayor en G-20 y G-10 que en GCon, sin diferencias entre
estos (Tabla 6). ElI volumen, motilidad espermatica de masa, porcentaje de
espermatozoides normales y porcentaje integros de membrana tendieron a ser
diferentes (Tabla 6).

Tabla 6- Resultados del espermiograma bdsico en carneros con administracion de carbetocina 20
minutos antes de la electroeyaculacion (G-20) y 10 minutos antes (G-10) y sin administracion de
carbetocina, grupo control (GCon).

Variable G-20 G-10 GCon EE P
pooleado

Volumen(mL) 4,8 5,6 3,4 0,9 0,08
Concentracion (millones/mL) 44122 42102 2461° 548,7 0,03
Motilidad espermatica masal 3,2 3,7 2,5 0,4 0,07
Espermatozoides motiles(%) 80,3 69,1 81,2 4,9 ns
Espermatozoides con motilidad 56,3 52,8 59,1 4,3 ns
progresiva (%)

Espermatozoides normales(%) 55,6 49,5 43,6 4,6 0,059
Integridad de membrana(%) 71,1 612 54,3 4,7 0,053

Literales diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
a vs b p<0,05

ns: no significativo

EE pooleado: error estadistico pooleado

La Tabla 7 presenta los resultados de los totales de espermatozoides
eyaculados. Como se desprende de la misma, en todas estas variables el
resultado fue mayor en los grupos tratados con carbetocina que en el control.

Tabla 7- Cantidades totales de espermatozoides en el eyaculado (millones) de carneros con administracion de
carbetocina 20 minutos antes de la electroeyaculacion (G-20) y 10 minutos antes (G-10) y sin administracion de
carbetocina, grupo control (GCon).

Espermatozoides G-20 G-10 GCon EE P
eyaculados (millones) pooleado

Total 201762 213242 10113° 4313 0,02
Motiles 156032 151412 7293,9b 2966 0,01
Con motilidad progresiva 108842 109642 5130,6° 1975 0,01
Normales 11879¢ 10853¢ 4168¢ 2766 0,003
Con integridad de 149752 128102 5958 2832 0,02
membrana

Literas diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
a vs b p<0,05

cvs d p<0,01

EE pooleado: error estadistico pooleado

En la Tabla 8 se presentan variables registradas y/o calculadas en
el ISAS en las que no hubo diferencias.
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Tabla 8 - Resultados del CASA en eyaculados de carneros con administracion de carbetocina 20
minutos antes de la electroeyaculacion (G-20) y 10 minutos antes (G-10) y sin administracion de

carbetocina, grupo control (GCon).

Variable G-20 G-10 control EE P
pooleado
Espermatozoides eyaculados (%) 30,4 35 39,4 5,6 ns
Espermatozoides motiles no 249 218 24,6 6,2 ns
progresivos (%)
Espermatozoides motiles 448 43,2 36,1 6,2 ns
progresivos (%)
Espermatozoides rapido (%) 61,3 595 524 6,6 ns
Espermatozoides medios (%) 246 243 22,7 2,6 ns
Espermatozoides lentos (%) 55,6 51,6 58,3 3,9 ns
Espermatozoides estaticos (%) 30,4 35 39,4 5,6 ns
Espermatozoides progresivos 61,2 595 52,3 6,6 ns
rapidos (%)
Espermatozoides progresivos 0,03 0,1 0,2 0,1 ns
lentos (%)
Espermatozoides no progresivos 8,4 5,3 8,2 2,2 ns
(%)
Espermatozoides inméviles (%) 30,4 35 39,4 7,5 ns
Velocidad curvilinea lentos (um/s) 20,3 24 19,1 3 ns
Velocidad curvilinea medios (um/s) 52,5 50,5 51,3 4,6 ns
Velocidad curvilinea rapidos(um/s) 124,4 129,8 1244 3,7 ns
Velocidad rectilinea lentos (um/s) 11 12 11,4 1,6 ns
Velocidad rectilinea medios (um/s) 31,8 29,9 32,3 3,4 ns
Velocidad rectilinea rapidos (um/s) 87,3 92 89,1 3,9 ns
Velocidad promedio lentos (um/s) 128 14,3 125 1,8 ns
Velocidad promedio medios (um/s) 36,7 34 36,3 3,4 ns
Velocidad promedio rapidos (um/s) 98,5 1025 97,8 4,3 ns

ns: no significativo.
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DISCUSION

La administracion de carbetocina previo a la electroeyaculacion en carneros
resultd en un claro incremento en la concentracién de espermatozoides. Esto
probablemente se explica por la accion contractil de la hormona en el epididimo
(Hib, 1974; Nicholson et al., 1999; Thackare et al., 2006) y conductos deferentes
de carneros (Maggi et al., 1987; Whittington et al., 2001). Por su vida media larga,
la carbetocina mantendria en forma continua los estimulos en los 6rganos
reproductores del macho por un periodo de tiempo mas prolongado que la
oxitocina, desde su administracion hasta la colecta de semen por lo cual se
obtiene mayor cantidad de espermatozoides eyaculados. Este aumento en la
concentracion repercuti6 en el incremento en la cantidad total de
espermatozoides en el eyaculado, espermatozoides motiles, con motilidad
progresiva, con integridad de membrana y morfolégicamente normales. Todo
esto implica que el aumento en la concentracibn no tuvo consecuencias
negativas en los porcentajes de espermatozoides normales, vivos y motiles,
siendo estos aptos para utilizarlos en planes de inseminacion, ya que la
concentracion espermatica, la motilidad y la forma de los espermatozoides
considerados en conjunto, se correlacionan con la fertilidad potencial (Frandson
et al., 1965). En la practica, esto permitiria obtener una mayor cantidad de dosis
inseminantes de semen fresco, o de dosis congelables. Por otra parte, resulta
interesante testar esta técnica en animales salvajes, los que deben ser
capturados y anestesiados para extraerle semen mediante EE ya que no es
posible colectar con VA en animales no domesticados.

El volumen seminal tendi6 a ser diferente. Por ello, con este disefio no se
descarta que la administracion de carbetocina antes de la EE pueda aumentar
también el volumen, considerando que la tendencia se dirige en la misma
direccion que la concentracion. Ademas, esto seria consistente con el posible
efecto de la carbetocina en las glandulas accesorias del macho ya que dichas
glandulas son las principales en aportar al volumen seminal mediante el plasma
seminal (Arthur, 2001; Frandson et al., 1965; Ortiz, 1999), y, tal como se
mencionod, la oxitocina estimula su actividad en las glandulas anexas,
principalmente la préstata (DaSilva e Souza et al., 1975; Gimpl y Fahrenholz,
2001; Thackare et al., 2006). Por otro lado, otras variables seminales resultaron
en fuertes tendencias a favor del tratamiento de carbetocina, como el porcentaje
de espermatozoides con integridad de membrana y el porcentaje de
espermatozoides normales y Se puede asociar al estimulo de la hormona en el
epididimo (Filippi et al., 2005; Hib, 1974; Mewe et al., 2007; Nicholson et al.,
1999; Thackare et al., 2006) y tubulos seminiferos (Gimpl y Fahrenholz, 2001;
Hargrove et al., 1977; Thackare et al., 2006): dado que los espermatozoides
eyaculados fueron normales y motiles, se asume que provienen de cola del
epididimo, donde previamente adquirieron motilidad y capacidad de fecundar
(Arthur, 2001; Gil, 2020). A pesar de adquirir la motilidad en dicho organo, los
espermatozoides no despliegan la motilidad en si hasta el momento de la
eyaculacion donde se activan al mezclarse con el plasma seminal (Arthur, 2001),
el que también puede tener una composicion diferente por el estimulo sobre las
glandulas anexas. Esto también refuerza el concepto de que los
espermatozoides no fueron dafiados en el pasaje desde cola del epididimo hasta
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el conducto deferente ni en el proceso de eyaculacion, lo que es central al
aumentar la cantidad. Finalmente, todo esto demuestra que el tratamiento con
carbetocina tiende a mejorar la calidad seminal

No hubo diferencias relevantes en administrar la carbetocina 10 o 20 min antes
de la EE. A la hora de utilizarlo en la practica diaria, permitiria tener cierta
flexibilidad en cuanto a los tiempos previos de administracion de la carbetocina.
Probablemente, una aplicacion mas temprana a las estudiadas podria afectar
negativamente la calidad seminal, ya que, resultaria en un estimulo prolongado
de la hormona en el aparato reproductor masculino alterando el entorno de los
espermatozoides y su consecuente afeccion. A partir de esto seria interesante
evaluar tiempos mayores, lo que flexibilizaria ain mas el manejo en caso de no
tener efectos nocivos en la calidad seminal, es decir, encontrar el punto de corte
del tiempo previo de la administracion de carbetocina en el cual el ambiente
comienza a ser nocivo para los espermatozoides, por un estimulo prolongado de
la hormona en el aparato reproductor del macho.

CONCLUSIONES

El uso de un analogo de oxitocina (carbetocina) 10 o 20 min previo a la
electroeyaculacion en carneros permiti6 aumentar la concentracion de
espermatozoides en el eyaculado junto a un aumento en la cantidad total de
espermatozoides motiles, con motilidad progresiva, con membrana funcional y
morfolégicamente normales. No se empobrecié la calidad e incluso hubo
parametros que tendieron a favorecer la misma (volumen, porcentajes con
integridad de membrana y porcentaje de espermatozoides morfologicamente
normales). Todo esto permite obtener un mayor numero de dosis inseminantes
con espermatozoides vivos y motiles por colecta, permitiendo aprovechar al
maximo al carnero.
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