Facultad de Veterinaria
Universidad de la Republica
Uruguay

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
FACULTAD DE VETERINARIA

ADMINISTRACION DE CARBETOCINA ANTES DE LA COLECCION DE SEMEN EN
TOROS: EFECTOS SOBRE LA CALIDAD DEL SEMEN FRESCO Y LA
CRIORESISTENCIA ESPERMATICA

por

Joaquin GAMARRA CARLIS
Maresia MORAES BENINCA

TESIS DE GRADO presentada como
uno de los requisitos para obtener el
titulo de Doctor en Ciencias
Veterinarias (Orientacién Produccion
Animal)

MODALIDAD Ensayo Experimental

MONTEVIDEO
URUGUAY
2023



PAGINA DE APROBACION

TESIS DE GRADO APROBADA POR:

PRESIDENTE DE MESA:
X a0

Isabel Vazquez
SEGUNDO MIEMBRO (T R):
\\
L\
o Ur
Rodolfo Ungerfgld
TERCER MIEMBRO:

Qlog o
Yael Filipiak
CUARTO MIEMBRQ /CO-TUTOR):

(g

_/ Andrea Pinczak

QUINTO MIEMBRO (CO-TUTOR):
—rgl

<&

.
o
g

Juan Cérlos Orihuela

FECHA:
24/08/2023

AUTORES:

|
| ft
- Wogars 1
Maresia Moraes Beninca

=F [

/ s 3 :
{;’Jo uin Gamarra Carlis



AGRADECIMIENTOS

En estos parrafos queremos agradecer a aquellas personas que directa o indirectamente

fueron parte, tanto de nuestra vida estudiantil como de este proyecto.

A la Dra. Andrea Pinczak, por ofrecernos este experimento y ayudar a realizar nuestro

trabajo de tesis.

Al establecimiento La Magdalena por abrirnos las puertas de su casa para realizar el
trabajo practico, brindarnos los animales y las instalaciones. A su equipo, un especial
agradecimiento al Dr. Antonio Ferres por su buena predisposicion y apoyo en todo momento y al

personal por ayudarnos en cada instancia practica.

A nuestro tutor Dr. Rodolfo Ungerfeld por hacernos parte de este proyecto, por ayudarnos

en esta etapa de aprendizaje e investigacion y por estar siempre a disposicion.

A nuestro co-tutor Dr. Juan Carlos Orihuela.

Un agradecimiento al equipo de la Unidad Académica de Fisiologia de la Facultad de

Veterinaria, por la colaboracion.

Un especial agradecimiento a nuestra familia y amigos, que nos apoyaron desde un

principio, sin ellos no podriamos haberlo logrado.

Por altimo, a nuestra querida Facultad de Veterinaria (UDELAR), que nos ha dado la
oportunidad de formarnos como profesionales con las herramientas y conocimientos, tanto con

valores y ética profesional.



RESUMEN

La vagina artificial es el método de obtencién de semen menos estresante y mas similar a la
eyaculacion fisioldgica, aunque requiere de instalaciones apropiadas y animales entrenados. El
método alternativo es la electroeyaculacion (EE), que se usa para la evaluacion de la calidad
seminal de toros, es facil y segura de aplicar. Se ha estudiado el uso de oxitocina previo a la EE,
resultando en un aumento en el nUmero de espermatozoides en el eyaculado. La desventaja de
la oxitocina es su corta vida media, por lo que, el objetivo del presente trabajo fue determinar si
la administracién de un analogo de oxitocina de larga accion (carbetocina) mejora la calidad del
semen colectado y la crioresistencia espermatica. Se utilizaron 12 toros de la raza Bradford,
realizando 2 colectas por animal, con un intervalo de 4 dias entre la primera y la segunda. Se
administro carbetocina a 6 toros en la primera colecta y a los 6 restantes en la segunda de forma
aleatoria, la hormona fue administrada 15 minutos previo a la EE, por via intramuscular a una
dosis de 0,2 mg/100 kg. Una vez obtenida la muestra se evalué el semen fresco (registrando
volumen, concentracion, motilidad de masa y vigor). Ademas, se fijaron 10 ul en formol citrato
para la evaluacion morfolégica de los espermatozoides y para la evaluacién de la integridad de
membrana espermatica se utilizé la prueba HOST. A partir de esto, se calculé la cantidad total
de espermatozoides eyaculados, espermatozoides métiles, con membrana funcional y con
morfologia normal. Previo al proceso de criopreservacion se aplicé diluyente y se criopreservo
sobre vapores de nitrégeno liquido. Luego del descongelado se realizé la evaluacion objetiva del
semen utilizando el sistema ISAS, se registro el porcentaje de espermatozoides estaticos, con
motilidad progresiva, no progresiva y sus velocidades: curvilinea, rectilinea y promedio. Los
animales tratados con carbetocina eyacularon una mayor cantidad de espermatozoides con
membrana funcional integra (P=0,05) y hubo una tendencia a aumentar la cantidad total de
espermatozoides morfolégicamente normales (P=0,08). No se generaron cambios en el volumen,
concentracion, motilidad y vigor. Tampoco se observaron diferencias en el semen del grupo

tratado y grupo control posterior a la criopreservacion. La administracion de carbetocina 15
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minutos previo a la electroeyaculacion produjo un aumento en la cantidad total de
espermatozoides con membrana funcional intregra, aumentando también la cantidad total de
espermatozoides morfologicamente normales. No se generaron efectos negativos sobre otras

variables evaluadas en el semen fresco ni criopreservado.

La calidad del semen no se vio afectada luego de la criopreservacion descongelacion, siendo

apto para utilizar en planes de inseminacion artificial y colecta de semen.



SUMMARY

The artificial vagina is the least stressful method and the most similar one to physiological
ejaculation, although it requires appropriate facilities and trained animals. The alternative method
is the electroejeculation EE, which is used for the evaluation of bulls which is easy and safe to
apply. The use of oxytocin before EE has been studied, resulting in an increase in the number of
spermatozoa in the ejaculation. The disadvantage of oxytocin is its short half-life, because of that,
the objective of this study was to determine if the administration of a long-acting oxytocin analogue
(carbetocin) improves the quality of collected semen and sperm cryoresistance. 12 bulls of the
Braford breed were used, making 2 collections. In the first collection carbetocin was administered
to 6 bulls and to the remaining 6 in the second. The hormone was given 15 minutes before EE,
intramuscularly at a dose of 0.2 mg/100 kg. Once the sample was obtained, the fresh semen was
evaluated (recording volume, concentration, mass motility and vigor). In addition, 10 pl were fixed
in formaldehyde citrate for the morphological evaluation of the spermatozoa and for the evaluation
of the integrity of the spermatic membrane where we used the HOST test. After that, the total
amount of ejaculated spermatozoa was calculated as well as motile spermatozoa, with functional
membrane and with normal morphology. Before freezing it some diluent was applied and it was
frozen over liquid nitrogen vapors. After thawing, the objective evaluation of the semen was
carried out using the ISAS system, the percentage of static spermatozoa was recorded with

progressive and non-progressive motility, and their velocities: curvilinear, rectilinear and average.

Animals treated with carbetocin ejaculated a greater number of fully functional membrane
spermatozoa (P=0,05) and there was a tendency to increase the total number of morphologically
normal spermatozoa (P=0,08). No changes were generated in volume, also in concentration,
motility and vigor. There were no differences observed in the semen of the treated group and the
control group after cryopreservation. In conclusion, the administration of carbetocin 15 minutes

prior to electroejaculation produced an increase in the total number of spermatozoa with intact



functional membranes, probably also increasing the total number of morphologically normal
spermatozoa. No negative effects were generated on other variables evaluated in fresh or thawed
semen. Semen quality was not affected after freezing and thawing, being suitable for use in

artificial insemination and semen collection plans.
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INTRODUCCION
Algunas biotecnologias aplicadas en reproduccion animal requieren de la colecta de semen y
su crioconservacion. La colecta de semen requiere de metodologias que sean sencillas y seguras
de aplicar, que no afecten el bienestar de los animales, que permitan colectar semen de buena

calidad y que resista a los procesos de criopreservacion.

Entre las técnicas mas utilizadas actualmente para la colecta de semen en bovinos estan el
uso de la vagina artificial (VA) y la electroeyaculacién (EE). El uso de la VA es el método menos
estresante y mas similar a la eyaculacion fisioldgica (Sylla, Palombi, Stradaioli, Vagniluca, y
Monaci, 2015), aunque requiere de instalaciones apropiadas, de animales déciles y que estén
previamente entrenados (Arieta, Fernandez, y Menchaca, 2014). El método alternativo
mayormente empleado es la EE, que se usa frecuentemente para la evaluacion del estado
reproductivo de los toros (Whitlock, Coffman, Coetzee, y Daniel, 2012). A su vez, la EE es muy
facil y segura de aplicar, permite la protrusién del pene, lo que mejora tanto la capacidad de

observar la anatomia del mismo como la calidad del semen colectado (Palmer, 2005).

Se ha estudiado el uso de hormonas en combinacion con la EE, un ejemplo es la oxitocina.
Cuando se administra oxitocina previo a la EE se reduce el tiempo de estimulacion necesario
para obtener la emision de semen (Palmer, Amundson, Brito, Waldner, y Barth, 2004). La
oxitocina estimula las contracciones del muasculo liso del epididimo y las glandulas sexuales
accesorias, aumentando el pasaje de espermatozoides de la cola del epididimo al conducto
deferente (Da Silva Souza,1975 Hib, 1974, 1977), por lo que resulta en un aumento del nimero
de espermatozoides en el eyaculado de toros colectados con VA (Milovanov, Bereznev, y
Gorohov, 1962) o por EE (Berndtson y Igboeli, 1988). Sin embargo, la oxitocina es una hormona
gue se metaboliza muy rapido. Palmer et al., (2004) plantearon que, si bien la duracién de la EE
se reduce después del tratamiento con oxitocina, esto de por si solo no seria suficiente para

justificar su uso, lo que probablemente se deba a que la vida media en sangre de la oxitocina es
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muy corta, de 2 a 3 min (Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios Espafia,

2017).

Un andlogo de la oxitocina que no se metaboliza tan rdpidamente en el organismo es la
carbetocina, lo que se debe a su gran resistencia a las peptidasas y su poder lipofilico generando
gue su degradacion sea muy lenta en el organismo (6-7 h) lo que le confiere una eficacia
prolongada (Calier Argentina, 2021). Por tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar si la
administracién de carbetocina antes de la electroeyaculacién en toros mejora la calidad del
semen colectado y la crioresistencia espermatica del mismo. Este analogo podria permitir mayor

flexibilidad en los tiempos de colecta de semen.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Anatomia del aparato reproductor del toro
Los componentes fundamentales del aparato reproductor del toro son: el escroto, los
testiculos, los epididimos, los conductos deferentes, las glandulas accesorias y el pene (Figura

1).

T W

—

AT T e, 2t Préstata m"\ﬂ

Vesiculas seminales

—

Ampula

Vejiga

Uretra /7 \
Conducto deferente ____ .

Pene o = Musculo
i : = : Retractor

Epididimo

Figura 1-Organos genitales del toro (Tomado de IRAC, 2020).

Escroto: bolsa ovoide de piel, ubicada en la parte caudal del abdomen, entre la ingle y el
periné. Cada testiculo y su epididimo van suspendidos separadamente dentro del
escroto por un cordbn espermatico y estructuras con el conducto deferente y los vasos y
nervios correspondientes encerrados en una doble cubierta de peritoneo. Se encuentra

en posicion vertical con respecto al abdomen. El escroto junto con los masculos
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cremaster y el plexo pampiniforme juegan un rol importante en la termorregulacion

testicular (Dyce, Sack, y Wensing,1999).

Testiculos: los testiculos de los rumiantes son elipsoides, alargados y grandes, y penden casi
verticalmente dentro del escroto donde se los puede palpar. Los testiculos basicamente tienen

una funcién gametogénica y endécrina (Dyce et al.,1999; Hafez, 1996 y Robles 2004).

Epididimos: son 6rganos tubulares que nacen del polo dorsal de cada testiculo, a partir de
los conductos eferentes. Se lo divide en tres partes tanto anatémica como funcionalmente: la
cabeza, el cuerpo y la cola (Salisbury, 1978), de donde se continua con el conducto deferente.
Las funciones del epididimo son: transporte, maduracion y almacenamiento de los
espermatozoides (Hafez, 1996; Robles, 2004; Schoenian, 2006), adquiriendo la capacidad motil

durante el transito por el epididimo.

Conductos deferentes: los conductos deferentes se originan en la cola del epididimo, que
luego se hace recto en su camino hacia el abdomen, recorre el borde posterior del cordon
espermatico y luego pasa a través del canal inguinal para llegar a colocarse lateralmente a la
vejiga. Llevan el esperma desde el epididimo hasta la uretra durante la eyaculacion (Dyce et al.,

1999).

Glandulas accesorias: la glandulas accesorias o también denominados 6rganos genitales
internos comprenden las glandulas vesiculares, las ampollas del deferente, la préstata, las
glandulas bulbo-uretrales (Arthur et al., 1991). Producen parte del liquido o plasma seminal, que
sSOn secreciones ricas en sustancias nutritivas como fructosa, proteinas, iones, sustancias buffer,

hormonas y enzimas.

Pene: El pene del toro adulto mide casi un metro de longitud, pero una cuarta parte de esto

corresponde a la flexura sigmoidea ¢ “S” peneana que esta encima y detras del escroto. Al ser
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de tipo fibroelastico es relativamente rigido aun no estando en ereccion. Su funcién es depositar

el semen en el tracto reproductivo de la hembra (Dyce et al., 1999).

Principales hormonas que intervienen en la fisiologia de la reproduccidn

El proceso de espermatogénesis se encuentra bajo control enddcrino. Las principales
glandulas implicadas son el Hipotalamo, la Hipdfisis y los testiculos (Salisbury, 1978). El
funcionamiento testicular requiere de estimulacion hormonal por gonadotropinas
adenohipofisarias, las cuales son controladas por la secrecién pulsétil de la hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH) producida por el Hipotalamo (Hafez, 2002). La GnRH llega en altas
concentraciones a la adenohipdfisis donde determina que las células gonadotropas liberen LH
(hormona luteinizante) y FSH (hormona foliculo estimulante). Tanto la LH como la FSH regulan
la produccién de gametos y de hormonas testiculares (Ungerfeld, 2002). A su vez, los andrégenos
(testosterona principalmente) son muy importantes en el macho, regulando tanto la proliferacion
como la maduracién funcional de gametos masculinos (Centola et al., 2020), ademas de que
también son los responsables de desarrollar las caracteristicas secundarias corporales
(Cunningham, 2003), y modulan la conducta sexual y agresiva del macho (Nelson y Chiavegatto,
2001). Las células de Sertoli también producen inhibina, una hormona proteica que tiene un

efecto supresor en la secrecion de FSH.
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Técnicas de obtencion de semen

Los tres métodos principalmente empleados para la obtencion de semen en toros son VA, EE
y MR (masaje rectal). La VA es un método bastante similar a la vagina de las hembras por tener
dimensiones, temperatura y humedad semejantes. El macho eyacula previa desviacion del pene
para que penetre en la VA. Es aconsejable excitar previamente al toro con vacas en celo para
obtener un buen volumen de eyaculado. En cuanto a la frecuencia de colecta de semen, se
pueden obtener tres o inclusive cuatro eyaculados diarios, con un intervalo de 10 a 15 minutos
del anterior. La obtencion de semen por VA también permite la observacién de la conducta sexual
y el apareamiento (Barth, 2004), aunque tiene el inconveniente de requerir el entrenamiento
previo de los animales (Wulster-Radcliffe, 2001), por lo que en algunas situaciones no es practica,
ademas de que algunos animales nunca se adaptan a esta técnica. Por otra parte, los pequefios
rumiantes, como los caprinos u ovinos, presentan una actividad comportamental sexual muy baja
durante la época no reproductiva en paises con latitudes altas o intermedias (Chemineau et al.,

2008), lo que limita la obtencién de semen mediante VA.

El método alternativo mas usualmente empleado es la EE, para lo que se usa un
electroeyaculador, que consiste en un vastago conectado a una bateria que genera
estimulaciones eléctricas ritmicas provocadas por descargas no mayores a 20 voltios (Rangel,
2007). Los electroeyaculadores estan disefiados para estimular los nervios pélvicos simpaticos
y parasimpaticos con pulsos de bajo voltaje y amperaje y de esta forma pueden inducir ereccion
peneana y eyaculacién. La técnica de EE consiste en dar pulsos eléctricos muy leves en la
préstata y vesiculas seminales, y la musculatura de la regién para generar ereccion peneana y
eyaculaciéon (Cancino, 2009; Duarte, 2008). Cabe destacar que antes de la utilizacion del
electroeyaculador se procede a la preparaciéon del animal, lo cual incluye, recortar los pelos del
orificio prepucial y limpiarlo, si es necesario se debe lavar y secar cuidadosamente el area. Se

procede a limpiar el recto y a estimular mediante masaje transrectal las glandulas accesorias
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(gldndulas vesiculares y ampollas de los conductos deferentes), y posteriormente, se introduce
el electrodo (Morillo et al., 2012). La EE permite la colecta de semen en animales no entrenados,
pre-puberes (Damian, 2015; Ungerfeld y Gonzélez-Pensado, 2008), durante la estacion no
reproductiva, o en especies salvajes (Santiago-Moreno, 2009, 2011, 2013). Por lo tanto, la EE
elimina la influencia del comportamiento sexual sobre la colecta de semen y no requiere
demasiado entrenamiento previo del operador, todo lo que la vuelve muy practica en ganaderia
y determina que, por ejemplo, se la use frecuentemente en evaluaciones androldgicas. Otra
ventaja de la EE es que permite la obtencion de material seminal de toros que no pueden efectuar
la monta o de aquellos que por alguna razén no realizan el salto natural o no admiten la vagina

artificial.

Composiciéon y evaluacién del semen
Definicion y composicion
El semen es la suspension liquida que contiene los espermatozoides y las secreciones de los
organos accesorios del aparato reproductor. La porcion liquida de dicha suspension se conoce
como plasma seminal (Hafez, 2002). Por lo tanto, el semen es una combinacion de las
secreciones de los testiculos, las vias de conduccion y de las secreciones de las glandulas
accesorias, a medida que los espermatozoides van pasando por los conductos excretores se le

van adicionando las secreciones de los conductos y glandulas accesorias (Bloom-Fawcett, 1968).

Caracteristicas del semen
Olor
El olor natural es bastante caracteristico de cada especie animal y en general no es muy
intenso. El semen puede tomar un olor urinoso si se encuentra mezclado con orina, y un olor mas
0 menos intensamente alterado, de putrefaccion, cuando se mezcla con productos purulentos

(Bonadonna, 1989).
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Color

En general el semen es de color blanco cremoso, que mas o menos tiende al tono marfil, en
relacion con la cantidad de espermatozoides contenidos. La mayoria de toros tienen un semen
de color y aspecto blanco lechoso variando hacia un color crema, aunque algo mas del 10%
producen un semen que es normalmente amarillo (Corneo 1940). Segun Kaemmerer y Kramoitz
(1955), el tono amarillo del semen de toro y de macho cabrio se debe a la riboflavina contenida
en las secreciones de las glandulas vesiculares, cuya presencia varia con la raza, alimentacion
y con el individuo. En ocasiones el semen es de color verdoso, lo cual indica la existencia de
procesos necrotizantes, de caracter purulento, causados por algun érgano del aparato genital
masculino. El semen puede estar coloreado de rojo vivo por la presencia de sangre cuando hay
heridas recientes en el prepucio, el glande o la uretra, a menudo producidas durante la colecta

artificial de semen (Bonadonna, 1989).

Volumen

El volumen del eyaculado varia con cada toro, dependiendo principalmente de la edad. En
general el volumen aumenta con la edad y el tamafio corporal del toro y se modifica con su salud
y vigor reproductor y con la frecuencia de servicios. Los toros jévenes, inmediatamente de su
entrada en servicio, producen solamente 1 a 2 mL 0 menos en cada eyaculado, mientras que los
toros totalmente desarrollados y vigorosos pueden llegar a producir 10 a 15 mL en cada

eyaculado (Salisbury et al., 1978).

El régimen sexual tiene una importancia concreta, donde la notable hiperexcitacién durante la
época de servicios a veces hace aumentar el volumen del eyaculado. También el estimulo
precoital prolongado favorece el aumento volumétrico (Roberts, 1979). Se toman como

pardmetros normales para volumen valores de entre 4 y 10 mL (Cavestany, 1994).
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Densidad y viscosidad
Los datos de Allard (1947) indican una correlacion positiva de densidad con la concentracion
de células esperméticas, el mismo sentido la viscosidad aumenta con el incremento de la

concentracion de células espermaticas (Salisbury et al., 1978).

pH

La mayoria de las muestras seminales normales estan cerca de la neutralidad con una
pequefia tendencia a la acidez, variando entre un pH de 6,5 a 6,9, pudiendo estar en un rango
gue va desde menos de 6 hasta un maximo de 8, o levemente por encima de este valor. El semen
de buena calidad es usualmente mas acido (pH menor) que las muestras de semen con baja
concentracion de espermatozoides. Normalmente el semen de calidad pobre contiene
proporcionalmente mas contenido de fluido proveniente de las glandulas uretrales y accesorias

(Salisbury et al., 1978).

Evaluacion del semen

Para poder fecundar, un espermatozoide debe estar vivo, ser métil y tener una morfologia
normal. Estas son caracteristicas importantes que conforman el componente compensable de la
calidad seminal. Luego de haber obtenido un eyaculado normal, se le puede realizar y de manera
satisfactoria, un correcto examen de calidad de semen. La evaluacion del semen es indicio de
fertilidad, pero no prueba de ella (Roberts, 1979). Una vez realizada la colecta de semen,
posteriormente a recibir la copa, el tubo o la bolsa de polietileno protegida de la luz solar y el
shock térmico, se le realizan ciertos controles macroscopicos y microscépicos. Se evalla el
volumen, aspecto/color, pH, presencia de sustancias extrafias, concentracion espermatica,

motilidad masal e individual, vigor espermatico, morfologia espermatica, entre los principales.
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Volumen

Es comun esperar de toros jovenes y sin experiencia volimenes relativamente bajos, entre 2

y 4 mL (Cuenca et al., 1986).

Aspecto/Color
Las variaciones de color y aspecto estdn dadas por la concentracion espermatica o por

elementos extrafios como sangre, pus, orina, pelos o pigmentos (Cuenca et al., 1986).

Cuadro 1- Evaluacion subjetiva de la densidad seminal mediante el aspecto del eyaculado.

Aspecto Densidad (espermatozoides/mm?®)
Cremoso 1.000.000

Lechoso de 500.000 - 800.000

Aguachento de 100.000 - 300.000

Cuenca, (1986).

Concentracion espermatica

Se correlaciona con la densidad y con el aspecto/color. Se puede medir mediante evaluacion
subjetiva tal como se expone en el cuadro 1, también por medio de un espermodensimetro de
Karras o evaluacién objetiva por medio de camaras de Neubauter, Makler o mediante un fotdmetro

(Gil et al., 2000).

Motilidad

Motilidad masal: es un dato subjetivo que se refiere a la motilidad de la masa como resultado
del movimiento conjunto de los espermatozoides. Es particularmente evidente en el semen rico
en elementos celulares vivos y activos y se lo puede evaluar poniéndolo a contraluz. Sin
embargo, la aparente escasez de actividad masiva no es un elemento suficiente para juzgar que
determinado semen es menos bueno que otros (Bonadonna, 1989). En el eyaculado de los

rumiantes, dada su elevada concentracion espermatica en un relativamente escaso volumen, se
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puede valorar la motilidad masal, definida como movimientos en ondas y/o remolinos del total de
espermatozoides de la muestra, al observarlo en un microscopio a poco aumento (Bonadonna,

1989).

Motilidad individual: la motilidad del semen es una de las caracteristicas mas importantes
asociadas a la capacidad fecundante del mismo y por muchos afios se ha reconocido como
esencial para el transporte de espermatozoides y la fecundacién en el tracto reproductor

femenino (Januskauskas, 1999; Verstegen, 2002).

La evaluacién, que es subjetiva, consiste en colocar una gota con cubreobjeto y se observa en
el microscopio a poco aumento. Se utiliza una escala apropiada (Bonadonna, 1989) y se evalla
la proporcién de espermatozoides que poseen un movimiento progresivo, rectilineo y uniforme,

caudocefalico, practicamente en linea recta (normal).

Movimiento anormal;

1) Movimiento rotatorio o circular: el espermatozoide describe circulos concéntricos con

didmetro aproximado a su propia longitud. Por lo general este tipo de movimiento se ve cuando
el ambiente biofisico y bioquimico esta alterado, por lo cual su aparicion demuestra una condicién

vital desfavorable, normalmente irreversible (Bonadonna, 1989).

2) Movimiento oscilatorio: el espermatozoide se mueve en sentido latero-lateral, sin avanzar.

Este movimiento es frecuente en dos casos: en la fase de revitalizacion inicial del estado
dinAmico que estaba adormecida (conservacién en frio); o bien condiciones ambientales

desfavorables (gj., anabiosis por hambre, pH no 6ptimo, etc.) (Bonadonna, 1989).

3) De retroceso: lo presentan los espermatozoides cuyas colas se encuentran enroscadas
sobre si mismas. En general los movimientos de retroceso son rapidos o rapidisimos; a veces se
establece alternandose con movimientos de quietud mas o menos prolongados. Dicho

movimiento esta vinculado con una malformacion caudal que no excluye la simultanea lesion
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cefalica, y por lo tanto los espermatozoides con esta cinética deben considerarse en estado de

irreversibilidad (Bonadonna, 1989).

Otro método para la evaluacion de la motilidad individual es mediante el sistema CASA. Desde
los 80, los sistemas CASA (por sus siglas en inglés: computer assisted sperm analysis) se han
ido perfeccionando y modernizando. El sistema CASA consta de varias unidades independientes:
un microscopio de contraste de fase conectado a una cdmara de video, que envia la imagen
desde el microscopio a un monitor de TV. Posteriormente, la imagen es enviada a un ordenador,
de donde un analizador digital de imagen captura varias fotografias seriadas de cada 26 campos
microscépicos seleccionados, normalmente en menos de un segundo. El software discrimina a
los espermatozoides de otras particulas que pueden aparecer en la imagen por su tamafo, y
analiza la trayectoria de recorrido por cada espermatozoide individual durante esa fraccion de
segundos. Al final del proceso el CASA proporciona una serie de datos relativos a la velocidad y
trayectoria de cada espermatozoide individual, con lo que permite obtener informacién precisa,
objetiva y repetible, sobre el porcentaje de células méviles presentes en la muestra, y la calidad
media de ese movimiento. Pero ademas permite identificar la existencia de subpoblaciones de
espermatozoides con distintos patrones de movimiento que coexisten en la misma muestra de
semen, lo cual es una visiébn mas real que la motilidad media de la muestra, puesto que una
muestra de semen contiene una poblacion heterogénea de espermatozoides. Esto explica, al
menos en parte, que no se haya observado correlacion entre pardmetros medios y la fertilidad in

vivo de una dosis seminal (Holt y Van Look, 2004).

Morfologia espermatica

Las anormalidades espermaticas en el semen de toro tienen un importante efecto negativo
sobre la fertilidad. La morfologia de los espermatozoides refleja la salud de los tubulos
seminiferos y hasta cierto punto, la del epididimo. El semen eyaculado culmina su pasaje por los

tubulos seminiferos hasta dos semanas antes, ademas el proceso de formacién de
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espermatozoides se lleva a cabo durante un periodo que entorna los 60 dias antes de la
espermiacion, por lo tanto, las anomalias encontradas podrian reflejar alteraciones en la funcién
testicular que ocurrieron hace algun tiempo ya (Freneau, 2010). Generalmente se acepta que el
semen del toro clasificado como satisfactorio deberia contener al menos 70% de
espermatozoides morfolégicamente normales, con no mas del 20% de espermatozoides con

anormalidades de cabeza (Menon et al., 2011).

Las anormalidades en espermatozoide se pueden clasificar por la ubicacion del defecto, el
gue se puede encontrar en cabeza, pieza intermedia o cola (Menon et al., 2011), o por su lugar
de origen primario: testiculo; secundaria: epididimo; terciario: glandulas accesorias / post-

eyaculaciéon (Menon, et al., 2011).

Los defectos principales incluyen la mayoria de las anormalidades de la cabeza y pieza
intermedia, gotas citoplasmaticas proximales y anormalidades individuales presentes en un alto
porcentaje, mientras que los defectos de menor importancia incluyen bucle colas, cabezas

separadas o sueltas y gotas citoplasméticas distales (Menon et al., 2010).

Las anomalias de la pieza intermedia y de la cola generalmente surgen como defectos de la
espermatogénesis y espermatozoides con tales anomalias son 0 no son motiles o tienen
motilidad anormal. Por consiguiente, la presencia de tales anomalias generalmente se asocia
con subfertilidad. Una gota proximal citoplasmatica se considera un defecto de Ila
espermatogénesis y un alto porcentaje de espermatozoides afectados con gotas proximales

citoplasmaticas tienen resultado o se reflejan en los problemas de fertilidad (Menon et al., 2010).

Anomalias como las colas enrolladas o los plegamientos de la pieza intermedia, si son
abundantes en el eyaculado, pueden comprometer la fertilidad del toro, ya que los
espermatozoides defectuosos no poseen una motilidad normal, y por tanto no van a poder

alcanzar las proximidades del ovocito.
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Integridad funcional de la membrana espermatica

La prueba de hinchazén hipoosmética (HOST, por sus siglas en inglés: hypo-osmotic swelling
test) se introdujo por primera vez en 1984 para evaluar la integridad (Jeyendran, Van der Ven,
Perez-Pelaez, Crabo y Zaneveld, 1984) funcional de la membrana espermética. En esta técnica,
los espermatozoides se incuban en una solucién hipoosmética (preparada a partir de cloruro de
sodio o citrato de sodio y fructosa) que induce la inflamacién flagelar en células con una
membrana celular intacta. Esta hinchazén es causada por una entrada de fluidos que se produce
a través de una membrana morfolégica y fisiolégicamente sana. Esta evaluacion es importante,
ya que la criopreservacion implica estrés osmético en los espermatozoides al igual que la
formacion o remodelacién de hielo intracelular (Dorado et al.,, 2011). Cuando la temperatura
desciende por debajo del punto de congelacién, se forman cristales de hielo. El agua extracelular
se cristaliza, dejando asi los solutos restantes con una mayor concentracion de iones (Pena,
2006). Se genera un importante gradiente osmoético a través de la membrana de la célula
espermatica (Petrunkina et al., 2004) que da como resultado una salida de agua del
espermatozoide. Los espermatozoides se encogen debido a la deshidratacion. Para resistir estos
desafios osmdticos, las membranas funcionales de los espermatozoides pueden regular los
cambios de volumen mediante la modulacion de las concentraciones de iones intracelulares

(Jeyendran et al., 1984).

Cépula y eyaculado
Una vez que una hembra receptiva se encuentra con un macho en condiciones de completar
la monta comienza el comportamiento de cOpula, el cual esta controlado por el sistema nervioso
auténomo, los nervios somaticos, y el sistema enddcrino (Arai, 2002; Fraser, 1992; Kihara, 2002).
Las neuronas motoras que inervan los érganos pélvicos implicados en la copula y en los
episodios de ereccién y eyaculacion estan controlados por circuitos de neuronas que se localizan

en los nucleos dorsomedial y dorsolateral de las regiones lumbar y sacra de la médula espinal
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(Cottrell, Iggo y Kitchell,1978; Kirk, Kitchell y Carr, 1987). El 6rgano copulador del macho es el
pene, cuya ereccion es desencadenada por un estimulo neural iniciado por estimulacién tactil,
por estimulos visuales o ambientales. La ereccion del pene requiere vasodilatacion dentro del
mismo, lo que resulta en un incremento del flujo sanguineo hacia el pene. Esta vasodilatacién es
producida por la liberacion de acetilcolina por el sistema nervioso parasimpético, la que actla
sobre las células endoteliales que recubren los vasos sanguineos secretando asi 6xido nitrico,
gue es el responsable de actuar sobre el musculo liso vascular y asi producir la vasodilatacion

(Frandson et al., 1965).

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: emision y expulsion o salida del semen (Hellstrom, 2006). La fase de emision
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
contraccion del muasculo 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). Ademas de conduccion, el deferente es un érgano de reserva
(Amman, 1981), siendo un érgano inicialmente tubular que se continda con la ampolla del
deferente, principal secretor de compuestos que integran al plasma seminal (Ungerfeld et al.,
2002). Las glandulas anexas vuelcan su secrecion en la uretra, suministrando un vehiculo liquido
isoosmolar para el transporte durante la eyaculacién (Garner y Hafez, 1987; Mann, 1974). La
fructosa aportada por las ampollas es el sustrato energético exbgeno mas abundante (Garnery

Hafez, 1987; Mann, 1974).
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Rol de la oxitocina en la eyaculacién

La oxitocina es secretada principalmente por el hipotalamo y liberada al torrente sanguineo
desde la neurohipdfisis (Brownstein, 1980; Thackare, 2006). Ademas, también es secretada a
nivel local por las génadas (Wathes, 1984). La oxitocina se ha implicado en la regulacion de casi
todos los aspectos de la reproduccion y las interacciones entre animales, incluida la expresion
del comportamiento sexual (Maina y Katz, 1999) y conductas de cortejo. Aunque la mayoria de
los estudios que investigan el efecto de la oxitocina en el comportamiento sexual masculino se
han realizado con roedores, la liberacion de oxitocina en la circulacién sistémica durante la
actividad sexual masculina se ha medido e informado en una variedad de especies, incluidos los

ovinos y bovinos (Sharma y Hays, 1973).

La oxitocina estimula las contracciones del musculo liso de las células del epididimo, conducto
deferente y la ampolla del vaso deferente, y por tanto el transporte del material espermatico
(Nicholson, 1999; Whittington, 2001), lo que permite aumentar el volumen de semen colectado,
la motilidad masal, y la motilidad espermética (Bozkurt, 2007), esto se explica gracias a que la
oxitocina esta involucrada en la estimulacién de las glandulas anexas, principalmente la prostata
y la expulsién resultante de secrecidn prostatica en el eyaculado (Da Silva e Souza, 1975; Gimpl
y Fahrenholz, 2001; Thackare, 2006). En diversos trabajos administraron oxitocina antes de la
colecta de semen, obteniendo como resultado una mayor produccién de semen en carneros
(Bozkurt, 2007; Nicholson, 1999), bufalos (Ibrahim, 1988), toros (Berndtson e Igboeli, 1988;
Palmer, 2004) y conejos (Fjellstrom,1968). En toros, la calidad del semen mejora (Perumal,
2015), asi como muchas otras variables espermaticas cuando se administra oxitocina previo a la
colecta de semen por EE (Berndtson e Igboeli, 1988). A pesar de las ventajas del uso de oxitocina
en la EE, una desventaja como ya se menciond es su corta vida media en sangre, por lo que

Ungerfeld (2018) plante6 que podria ser interesante estudiar el uso de presentaciones de la
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hormona de accién prolongada o su inyeccion repetida. En este contexto, una hormona que la

puede sustituir es la carbetocina, un agonista de receptores de oxitocina de larga duracion.

Carbetocina

La carbetocina es una 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 h) (Calier
Argentina, 2021). Por su mayor vida media, la carbetocina mantendria en forma continua los
estimulos en los 6rganos reproductores del macho por un periodo de tiempo mas prolongado
gue la oxitocina. En un trabajo realizado (Lafourcade, Molina, 2021) en carneros observaron que
la administracion de carbetocina previo a la EE resulté en un claro incremento en la cantidad de
espermatozoides eyaculados, lo que probablemente se explica por la accion contractil de la
hormona en el epididimo (Hib, 1974; Nicholson, 1999; Thackare, 2006) y conductos deferentes

de carneros (Maggi, 1987; Whittington, 2001).

Adicionalmente, la aplicacién de carbetocina previo a la EE podria resulté en un incremento
del volumen del semen colectado, esto es posible debido al efecto prolongado de la hormona en
las glandulas accesorias del macho, ya que dichas glandulas son las principales en aportar el
plasma seminal (Arthur, 2001; Frandson, 1965; Ortiz, 1999). En el mismo sentido, en el trabajo
de Lafourcade y Molina (2021) vieron que otras variables seminales resultaron en fuertes
tendencias a favor del tratamiento con carbetocina, como la cantidad de espermatozoides
eyaculados con integridad de membrana y el porcentaje de espermatozoides normales, que se
puede asociar directamente al estimulo de la hormona en el epididimo (Filippi, 2005; Hib, 1974;
Mewe, 2007; Nicholson, 1999; Thackare, 2006) y tibulos seminiferos (Gimpl y Fahrenholz, 2001;

Hargrove et al., 1977; Thackare et al., 2006).

Estas ventajas que posee la carbetocina en relacién a la oxitocina ya fueron demostradas en

carneros, podrian ser aprovechables al utilizar la EE en toros.
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HIPOTESIS
La administracién de carbetocina (analogo sintético de la oxitocina) previo a la EE en toros

mejora la calidad seminal y la crioresistencia espermatica.

OBJETIVOS
Determinar si la administracion de carbetocina 15 minutos antes de la EE en toros mejora la

calidad del semen colectado y la crioresistencia espermética.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y su manejo

El trabajo se realizé en la cabana “La Magdalena” ubicada en la Colonia Itapebi, departamento
de Salto. Se utilizaron 12 toros de la raza Braford entre 2 y 6 afios, con un peso vivo promedio
de 724 kg. Esta raza fue elegida por sus caracteristicas particulares como poseer prepucio
péndulo y gran tamafio corporal lo que dificulta la colecta por medio de VA. Los toros se
encontraban alimentados a base de forraje (pradera toros de dos afios y campo natural mejorado
toros mayores de tres afos). En el mes de noviembre, una semana antes de realizar el trabajo,
los animales fueron androlégicamente evaluados y aprobados (en dicha evaluacion androlégica
se realiz6 examen objetivo general y particular de reproductor). Los animales se encontraban en

reposo sexual.

Tratamientos experimentales

Se realizaron 2 colectas de semen (con un intervalo de 4 dias), administrando carbetocina a
6 toros el primer dia, y a los restantes 6 en la segunda colecta, de forma que cada toro pasé por
ambos tratamientos siendo su propio control. La carbetocina Decomoton (Calier, Barcelona,
Espafa) se administr6 siempre 15 minutos antes de iniciar la electroeyaculacién por via

intramuscular a una dosis de 0.2 mg/100 kg de peso vivo.

Metodologia de electro eyaculacidn

Para la colecta del semen se utilizdé un electroeyaculador (Electrojac 6, Michigan, Estados
Unidos) con un vastago de 2,5 pulgadas y 3 electrodos longitudinales, en sistema automatico
aumentando de 0 a 40 pulsos eléctricos. En el proceso una persona sostenia el vastago, otra
persona colectaba el semen y una tercera persona registraba los pulsos a partir de la protrusion
del pene, liquido seminal y eyaculacién propiamente dicha. Se colect6 todo el semen eyaculado
dando por finalizado el proceso una vez que no se observaba presencia del mismo. También se

registro la hora de inicio y fin del proceso.
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Evaluacion de semen fresco

Una vez obtenida la muestra se realizé la evaluacion del semen fresco (registrando volumen,
concentracion y motilidad de masa). En primer lugar, se registré el volumen del semen obtenido
(mediante tubo graduado) y se procedié inmediatamente a su evaluacion. Para medir la
concentracion se utiliz6 un espectrofotometro (Minitube, MPP1, Tiefenbach, Alemania)
previamente calibrado para semen bovino. Posteriormente se tomé una muestra para evaluar la
motilidad de masa y la motilidad individual progresiva con gota aplastada. La motilidad de masa
se evalué mediante un microscopio 6ptico (Olympus, CX21, Tokio, Japdén) con platina térmica
incorporada, relacionando las corrientes de onda con una escala (0-5) para esta variable. Para
la evaluacion del vigor se utilizé una escala de 0-5, el cual fue caracterizado de acuerdo con la
intensidad de los movimientos espermaticos, puntuandose 0 aquellos espermatozoides sin
movimiento, 1 espermatozoides con ligera ondulacién o vibracion de cola, 2 espermatozoides
con movilidad progresiva lenta, incluyendo detencion y comienzo de movimiento, 3 movimientos
progresivos continuos y de moderada velocidad, 4 movimientos progresivos rapidos y 5
movimientos progresivos muy rapidos (Ax et al., 2000a). A partir de estos datos se calculé la

cantidad total de espermatozoides eyaculados (volumen x concentracién espermatica).

El siguiente paso fue fijar 10 uL de semen en una solucién de 4 mL de formol citrato para la
evaluacion morfolégica de los espermatozoides y para la evaluacion de la integridad funcional de

membrana espermatica se utilizé la prueba de HOST (Jeyendran et al.,1984).

Con dicha informacién se registré el total de espermatozoides con membrana funcional (total
de espermatozoides eyaculados x el porcentaje de espermatozoides con membrana integra) y
total de espermatozoides con morfologia normal en el eyaculado (porcentaje de cada categoria

X total de espermatozoides en el eyaculado).

Posteriormente a la evaluacién de semen fresco se acondicionaron las muestras (colocacion

de papel absorbente para proteger del frio directo, colocacién de bolsas de polietileno para
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impermeabilizar, luego se colocaron en conservadora mediana ya con hielo hasta la mitad del
espacio y se colocaron las muestras para el enfriado, se verificé que las muestras hayan quedado
bien selladas y en contacto con el hielo) para luego ser trasladadas de forma refrigerada a 5 °C
hasta el laboratorio ubicado a 204 km de la cabafia, con una duracién de recorrido de
aproximadamente dos horas treinta minutos. La ubicacion de laboratorio es en el km 601 de la

Ruta 3 (poblado Mones Quintela, departamento de Artigas).

Para la criopreservacion de las muestras de semen, primero se colocaron en una vitrina
horizontal donde permanecieron refrigeradas a 5 °C durante 5-6 horas. Posteriormente se realizd
la evaluacién de los eyaculados utilizando un microscopio 6ptico con contraste de fase (Nikon,
Tokio, Japdn). El diluyente utilizado fue en base a Tris, acido citrico, yema de huevo y Glicerol
con el agregado de un coctel de antibidticos GTLS (Gentamicina, Tilosina, Lincomicina y
Espectomicina). La mitad del diluyente se agregé previo al enfriado y la otra mitad previo a
realizar la criopreservacion del semen. Las pajuelas utilizadas fueron los envases de 0,5 mL, con
una dosis final de 30 millones de espermatozoides/mL, impresas con los datos del toro utilizando
una impresora EasyCode (Minitube®, Tiefenbach, Alemania). El llenado de las mismas se realiz
en forma automéatica mediante una llenadora MPP Uno (Minitube®, Tiefenbach, Alemania) y la
criopreservacion se realiz6 sobre vapores de nitrégeno liquido. Finalmente, las pajuelas
permanecieron en tanques de nitrégeno por un tiempo aproximado de 9 meses hasta su

evaluacion post-criopreservacion.

Evaluacion objetiva de semen criopreservado.
La evaluacion objetiva de las muestras criopreservadas se realizé en la Facultad de

Veterinaria, ubicada en Montevideo (ruta 8 km 18).

Las muestras se descongelaron en bafio maria a 37 °C, se utilizaron 10 pl de semen para su

evaluacion en el sistema ISAS (Sistema Integrado de Analisis Espermatico, ISAS V1, PROISER,
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Valencia, Espafa), determinando el porcentaje de espermatozoides estaticos, con motilidad

progresiva y no progresiva, asi como sus velocidades: curvilinea, rectilinea y velocidad promedio.

Por otro lado, se evalu6 la integridad de la membrana espermatica y el porcentaje de

espermatozoides morfolégicamente normales igual que en el semen fresco.

Analisis estadistico
Se utilizd6 un procedimiento mixto (mixed proc, ISAS University Edition), incluyendo el
tratamiento como efecto principal y el dia de colecta como efecto aleatorio. Se consideraron como

diferencias significativas aquellas con P < 0,05, y como tendencias cuando 0,05 <P <0,1.
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RESULTADOS
En el cuadro 2 se observan los resultados del semen fresco, donde la cantidad total de
espermatozoides con membrana funcional fue mayor en el grupo tratado (CB) que en el control.
En las variables total de espermatozoides motiles al enfriado y total de espermatozoides con

morfologia normal hubo tendencias a un efecto positivo del tratamiento.

Cuadro 2- Resultados de Espermiograma béasico en semen fresco para grupo sin administracion de

carbetocina (control) y grupo con administracion de carbetocina (CB).

Error

Variable Control CB Estandar Valor P
Volumen (mL) 5,2 8,5 14 0,13
Concentracion espermatica(mil

zoides/mL) 400 507 119 0,42
Total espermatozoides eyaculados

(mill) 2.756 5.583 1.412 0,15
Motilidad de masa 1,7 2,3 0,3 0,21
Espermatozoides con motilidad 1.761 3670 833 0,12

individual progresiva (mill)
Vigor 2,8 3,2 0,4 0,54
Espermatozoides morfolégicamente

normales (%) 27,0 34,2 7,3 0,21
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Total de espermatozoides

morfolégicamente normales (mill).

Espermatozoides con integridad
funcional de la membrana espermatica

(%)

Total de espermatozoides con integridad
funcional de la membrana espermatica

(mill).

846

69,1

1.792°

2.778

81,5

4.775°

1.043

17,7

1.517

0,08

0,28

0,05

Literales a y b en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas.

En el cuadro 3 se presenta el porcentaje de espermatozoides de cada variable luego del

descongelado post criopreservacion.

Cuadro 3- Resultados de la evaluacion de los espermatozoides al descongelado para grupo sin

tratamiento y grupo tratado.

Variable Control CB Error Estandar Valor P
Espermatozoides estaticos (%) 44,4 42,7 7,7 0,74
Espermatozoides métiles progresivos (%) 36,4 35,3 5,4 0,79
Espermatozoides motiles no progresivos
(%) 192 220 2,92 0,22
Velocidad curvilinea (um/s) 67 64 55 0,55
Velocidad rectilinea (um/s) 30 29 3,6 0,66
Velocidad promedio (um/s) 35 35 3 0,8
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DISCUSION

La administracion de carbetocina previo a la EE en toros resultd en un incremento de la
cantidad total de espermatozoides con membrana funcional integra. A su vez, hubo una
tendencia a aumentar la cantidad total de espermatozoides morfolégicamente normales. Por su
vida media larga, la carbetocina mantendria en forma continua los estimulos en los érganos
reproductores del macho, por un periodo de tiempo mas prolongado que la oxitocina, por lo que
el aumento en la cantidad total de espermatozoides con membrana funcional integra y
morfolégicamente normales, podria estar asociado a la accion contractil de la hormona en el
epididimo (Hib, 1974; Nicholson et al., 1999; Thackare et al., 2006) y conductos deferentes
(Maggi et al., 1987; Whittington et al., 2001). Por otro lado, se asume que los espermatozoides
con membrana funcional integra y normales, provienen de la cola del epididimo, donde
previamente adquirieron motilidad y capacidad para fecundar (Arthur, 2001; Gil, 2020). A pesar
de adquirir motilidad en dicho érgano, los espermatozoides no despliegan la motilidad en si hasta
el momento de la eyaculacién donde se activan al mezclarse con el plasma seminal (Arthur,
2001). En este sentido, el plasma seminal podria estar involucrado al tener una composicion
diferente por el estimulo persistente de la carbetocina sobre las glandulas anexas, reforzando el
concepto de que los espermatozoides no fueron dafiados en el pasaje desde cola del epididimo

hasta el conducto deferente, ni en el proceso de eyaculacion.

Se puede observar que en el volumen y otras variables cuantitativas no llegé a producir efecto,
esto revela la posibilidad de que las variables en las que hubo resultados positivos sean mas
sensibles a la contraccién prolongada que produce la hormona sobre érganos reproductores.
Esto también nos genera la pregunta de qué pasaria con estas variables cuantitativas si

aumentaramos el tamafo de la muestra.

En la practica, el aumento en la cantidad total de espermatozoides con integridad de

membrana permitiria obtener una mayor cantidad de dosis inseminantes de semen fresco o de
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dosis criopreservadas. A su vez, se podria disminuir la cantidad total de espermatozoides, ya
gue habréd un mayor porcentaje de espermatozoides funcionales en cada pajuela, potenciando el
uso del toro y su manejo. También, se podria disminuir la frecuencia de colectas con EE al
alcanzar mayor cantidad de dosis en una sola colecta, reduciendo el estrés que se produce en
el animal, el trabajo asociado con la coleccion y procesamiento del semen. La administracién de
carbetocina previo a la EE se podria utilizar de forma peridédica en planes de inseminacion
artificial y colecta de semen, ya que en este trabajo no produjo consecuencias negativas en los
porcentajes de espermatozoides normales, vivos y motiles; variables que evaluadas en conjunto

se correlacionan con la fertilidad potencial del toro (Frandson et al., 1965).

El semen se criopreservé para evaluar la crioresistencia espermatica y los resultados de dicho
procedimiento indican que los espermatozoides de los animales tratados con carbetocina
resisten la criopreservacion-descongelacion al igual que los no tratados. Ademas, el aumento en
la cantidad total de espermatozoides con integridad de membrana de los animales tratados
permitiria obtener una mayor cantidad de pajuelas criopreservadas y a su vez, mayor porcentaje
de espermatozoides funcionales por cada pajuela. Con este procedimiento se demuestra, que el
tratamiento con carbetocina no repercute negativamente sobre la calidad del semen luego de la
criopreservacion, con lo cual se puede utilizar en planes de inseminacion artificial con semen

criopreservado y colecta de semen mediante EE.
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CONCLUSIONES
La administracion de carbetocina 15 minutos previo a la electroeyaculacion produjo un
aumento en la cantidad total de espermatozoides con membrana funcional integra, aumentando
también la cantidad total de espermatozoides morfolégicamente normales. No se generaron

efectos negativos sobre otras variables evaluadas en el semen fresco ni criopreservado.

La calidad del semen no se vio afectada luego de la criopreservacion-descongelacion, siendo

apto para utilizar en planes de inseminacion artificial y colecta de semen.
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