UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNODVACION PARA LA EXCELENCIA

Estudio de antioxidantes como preservantes de semen caprino para mejorar

los procesos reproductivos controlados.

Ortega Quezada, Maria Soledad

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de titulacion, previo a la obtencién de Ingeniera en Biotecnologia

Torres Arias, Marbel, Ph.D

02 de septiembre de 2021



Curiginal

Document Information

Analyzed document Ortega Soledad_Trabajo de titulacion a Analizar.pdf (D111834002)

Submitted 8/30/2021 3:22:00 PM
Submitted by

Submitter email biblioteca@espe.edu.ec

Similarity 2%

Analysis address ilbbioteca.GDC@analysis.urkund.com

Sources included in the report

SA

w

SA

Trabajo de Titulacién.pdf
Document Trabajo de Titulacion.pdf (D109472821)

URL: https://iracbiogen.com/wp-content/uploads/2021/01/Evaluacion-de-semen-bovino-
utilizando-medios-comerciales-de-criopreservacion-provincia-de-morona-santiago-Ecuador-
Calle-Crespo.pdf

Fetched: 5/16/2021 10:43:42 PM

TESIS Comparacion de tris dilutpres en la crioconservacion y viabilidad espermatica de semen
capeino.Doc Final.docx

Document TESIS Comparacion de tris dilutpres en la crioconservacion y viabilidad espermatica de
semen capeino.Doc Final.docx (D47911781)

URL: https://en.wikipedia.org/wiki/Geometric_series
Fetched: 8/30/2021 3:23:00 PM

URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6408789/
Fetched: 8/30/2021 3:23:00 PM

URL: https://math.stackexchange.com/questions/3557337/if-fr-rrir2r3-simplify-frl-fr-and-use-
your-result-to-find
Fetched: 8/30/2021 3:23:00 PM

URL: https://www.slideshare.net/vidallavoratto/evaluacin-de-preservantes-para-salmuera-
diciembre-2010
Fetched: 8/30/2021 3:23:00 PM

URL: https://docplayer.es/81510189-Universidad-mayor-de-san-andres-facultad-de-agronomia-
carrera-de-ingenieria-agronomica.html
Fetched: 6/14/2021 4:44:00 PM

oo
oo

oo
oo

oo
oo

oo
ao

oo
oo

oo
Bo

oo
0o

oo
oo



@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y DE LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

CERTIFICACION

Certifico que el trabajo de titulacion. “Estudio de antioxidantes como preservantes de
semen caprino para mejorar los procesos reproductivos controlados.” fue realizado
por la senorita Ortega Quezada, Maria Soledad el cual ha sido revisado y analizado
en su totalidad por la herramienta de verificacion de similitud de contenido: por lo tanto
cumple con los requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos y metodologicos
establecidos por la Unmiversidad de las Fuerzas Armadas ESPE, razén por la cual me
permito acreditar y autorizar para que lo sustente publicamente.

Sangolqui, 24 de agosto del 2021

.................................

Torres Arias, Marbel, PhD
C.C 1802949154



(\@) ESPPE

UNIVERSIDAD DF LAS FUFRZARB ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCERELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y DE LA AGRICULTURA
CARRERA DE BIOTECNOLOGIA

RESPONSABILIDAD DE AUTORIA

Yo, Ortega Quezada, Maria Soledad, con cédula de ciudadania n°1105993768, declaro
que el contenido, ideas y criterios del trabajo de titulacion: Estudio de antioxidantes
como preservantes de semen caprino para mejorar los procesos reproductivos
controlados, es de mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los requisitos legales,
teoricos, cientificos, técnicos, y metodolégicos establecidos por la Universidad de las

Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos intelectuales de terceros y referenciando
las citas bibliograficas.

Sangolqui, 24 de agosto del 2021

Ortega Quezada, Maria Soledad
C.C.: 1105993768



"@) ESPE

UNIV!RMDAD DE LAS FUERZAB ANMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y DE LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORIZACION DE PUBLICACION

Yo, Ortega Quezada, Maria Soledad, con cédula de ciudadania n°1105993768,
autorizo a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de titulacién:
Estudio de antioxidantes como preservantes de semen caprino para mejorar los

procesos reproductivos controlados, en el Repositorio Institucional, cuyo contenido,
ideas y criterios son de mi responsabilidad.

Sangolqui, 24 de agosto del 2021

4L >

Ortega Quezada, Maria Soledad
C.C.: 1105993768



Dedicatoria

A mis padres Carlos y Luz y a mis hermanos Juan, Yomi y Nadia. Su apoyo
incondicional y la motivacion que me han brindado en cada paso de mi vida me han

permitido superarme a mi misma. Los amo.

-Maria Soledad Ortega Quezada-



Agradecimientos

Quiero agradecer primeramente a mi familia, el pilar fundamental de mi vida. A mi
mamita, por su carifio y amor, por haberme levantado el &nimo cuando mas lo
necesitaba y siempre guiarme a pesar de la distancia. A mi papito por su amor, sus
consejos, por enseflarme a volar alto y por siempre apoyarme en lo que me he
propuesto. A mis hermanos Juan Carlos, Yomi y Nadia por ser mi energia'y
motivacién, por hacerme reir siempre con sus ocurrencias y por siempre impulsarme

a seqguir adelante. Muchas gracias familia son mi mas grande inspiracion.

A mi directora, Marbel Torres Ph.D., por haberme dado la oportunidad de trabajar
junto a ella y guiarme en la elaboracién de este trabajo, por darse tiempo para todos

nosotros y ayudarnos siempre.

Al Dr. Lenin Aguirre Ph.D., por orientarme también en la elaboracion de este
proyecto, por su tiempo y permitirme trabajar en el Centro de Biotecnologia de la

Universidad Nacional de Loja.

Al Ing. Ramiro Jiménez por autorizar mi estancia en el Centro Binacional de

Formacién Técnica Zapotepamba y permitirme usar las instalaciones del lugar.

A mi tio, Dr. Benjamin Quezada por sus consejos y apoyo en la realizacion de este

trabajo.

A la Dra. Melania Uchuari y al Dr. Hugo Vifian por su guia para la preparacion de

reactivos y ayuda en la obtencion de muestras.

A mis grandes amigos Cinthya, Carlitos, Nathy, Myri, Naty, Pris y David por siempre
haberme motivado no solo en la realizacion de este proyecto, sino a lo largo de la

carrera, los quiero mucho.



indice de Contenido

= To [To%= 1 (o] g - P 1
F o =T L= Tox g 01T 01 01T RS 7
INICE A8 CONLENITOD .......ocvoveceecvecee ettt enae e 8
INICE @ TADIAS ......voeveceeece ettt 10
INQICE @ fIGUIAS .....cvoeeecee ettt nae s 11
LiStado de ADIEVIATUIAS. .......oeeieieeieeee ettt sttt e b e eeeaeeneeens 12
RESUIMEBIN ... ettt e st st e st e e st e st e e st e e et e e sabeesareesane 13
AADSITACT. ...ttt b et b e s bbbttt et et bt ae et b bt at et e st saeenean 14
Capitulo I INTTOAUCCION. ..ottt et 15
F N gL =T ol =T0 (=T ] (=SS 15
JUSHIficacion € IMPOIANCIA........ccccciiiiieiece ettt et e a e s aae e aee s 17
Objetivos Generales Y ESPECITICOS ......icviieiiiiiceiceece e 20
ODJELIVO GENEIAL ...t e e anes 20
ODbjetivos ESPECITICOS: ... .uuiiiiiiiei e 20
(OF=T o1 1V1 [0 TN | Y = T oo I (= To ] o RS 21
LCT= TaT=To [0 T o1 o] 1o o USSR 21
Ganado caprino en Ecuador ... 23
Reproduccion del ganado CapriNO  ...ooooiveeiiiiiiiiee e 26
Manejo programado de reproduccién en CapriNOS .........cceeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeiinennen 29
Conservacion y analisis SEMINAL ..........ccoecieiriiinieiee e 31
CoNSErvantes SEMINEAIES .......coiieii i e e e e e e e e e s 34
AQENLES ANLIOXIAANTES ......eeieeieeieceeece et e et e e beenseenteesseenaeas 36
REtINOI (VITAIMINGA A)...eiiiiiiiiiee e e e 38
Vitamina C (ACIAO @SCOMICO) ..........cviueeeeie ittt 39
Tocoferol (Vitamina E)........cooiiiiiiiiie e 39
Y= 1= o (o P UUPRRORRRR 40
Célula espermatica y agentes antioxidantes en la preservacion seminal ............... 40
(0= To 1108 ] (o TN 11 BV, =1 (oo [o] (oo | = USSR 46
LoCalizacion GEOGIATICA ......c.ccveieeiieceeceeceete ettt st be e beesrees 46
Preparacion de [0S aniMal@s ..........ccocveiiiiieiiieiceeece e et 46
TOMA UE MUESIIAS ....cuveviieeiietest ettt b ettt be st e b saeeae e 47
Preparacion de SolucCion dilUtOra............coeveieirinenieniereeee e 48
Tratamientos con 10S antioXidANTES ........cc.oeiieiirii it 48
Conservacion y analisis de las muestras seminales  ......ccccccvvveveevicveeceece e, 50

COlor, VOIUMEN Y PH ..ttt e 51



CoNceNntracion SEMINAL .........ciiieeii i e e e e e e e e s e eraeaees 51
Motilidad total y progresiva seminal  .......ccccooiieiiiiie e 52
Viabilidad y morfologia seminal ... 52
ANALISIS A8 UALOS ..ottt st sbesneeneen 53
Capitulo IV: Resultados Y DISCUSION..........cccuecveiieiieceeceeseesie et 55
Evaluacion seminal iNiCIal. ..........cooeeieiinininieeeeee e 55
Evaluacion de motilidad seminal total, progresiva y viabilidad seminal................... 61
Capitulo V: CONCIUSIONES .......cceieiiceice ettt ettt be et et e be e be b e s aneeaaesraeeas 74
Capitulo VI: RECOMENUACIONES........cociiitiecieecteectee sttt ettt et ettt et e eseae e 76
RETEIENCIAS ...ttt ettt s b ettt b e et e b et b enee e e steenes 77



10

indice de tablas

Tabla 1 Clasificacion de las razas caprinas seguln su produccion...........cccccceeeeeeenns 23
Tabla 2 Caracteristicas y ubicacion del ganado caprino en Ecuador........................ 25
Tabla 3 Escala subjetiva para la descripcion de la motilidad seminal total ............... 33
Tabla 4 Ventajas y desventajas de componentes de conservantes seminales......... 35

Tabla 5 Sementales seleccionados para la obtencion de muestras y las medidas de

las caracteristicas PrinCIPAIES.........cocuiiiiiiiiee e 47
Tabla 6 Tratamientos empleados en la iINVestigacion ............ccccocceeieiiiieeeniee e 49
Tabla 7 Cantidad de antioxidante a usar para un volumende 2 ml............cccccoooneee 49
Tabla 8 Nomenclatura usada para nombrar cada alicuota a analizar ....................... 53

Tabla 9 Valores obtenidos de volumen, pH, concentracién, morfologia anormal y
color por semental ... 55
Tabla 10 Valores obtenidos de las anormalidades morfolégicas encontradas.......... 60
Tabla 11 Valores obtenidos de motilidad total seminal para cada tratamiento segun

escala subjetiva de Hafez&Hafez...........c.ccoooiiiiiiiiie e 68



11

indice de figuras

Figura 1. Razas caprinas de mayor importancia comercial. ...........ccccccovveiiiineeennnne. 22
Figura 2. Principales razas caprinas €n ECUAAOr........cccoovveieiiiiiiiiiiisiee e 24
Figura 3. Cabra “Chusca Lojana’ ... 26
Figura 4. Representaciéon esquematica de “Efecto macho” .................ccccccvvvvenen..n. 31
Figura 5. Dafios morfoldgicos de los espermatozoides. ..........ccccvveeeeeeeeeeecciiineeeeennn. 33
Figura 6. Ejemplos de agentes antioXidantes. .........ccccoeveeeeiiiiiiiiiiiee e, 37
Figura 7. Estructura del espermatozoide. ..........ccccooeuviiieieeeeei i 41

Figura 8. Produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las mitocondrias
de espermatozoides que conduce a una reduccién de la calidad del esperma......... 42
Figura 9. Desequilibrio ROS y Antioxidantes en el semen y sus consecuencias. ...45

Figura 10. Esquema de la divisién de la muestra para su posterior analisis con el

antioxidante y en los tiempos correspoNdientes. ........coovccvviieiiee e iccceeer e 50
Figura 11. Muestra SEMINAL .........coiiuiiiiiiiiiie et 51
Figura 12. Tincién Eosina-Nigrosina para viabilidad seminal. ............ccccoceeiiieennnen. 53

Figura 13. Comparacion de los volumenes y concentracioén obtenidos por cada
SEIMENTAL ... e e e e e e e e 58
Figura 14. Porcentaje de la morfologia anormal seminal de cada semental ........... 59
Figura 15. Anormalidades espermaticas encontradas en las muestras seminales. .60
Figura 16. Viabilidad, motilidad total y motilidad progresiva seminal iniciales por
SEIMENTAL ...t 61

Figura 17. Influencia del tiempo en las variables viabilidad seminal, motilidad total y

motilidad progresiva Seminal. ... 63
Figura 18. Efecto de los tratamientos en la viabilidad seminal....................cceoeeen. 66
Figura 19. Efecto de los tratamientos en la motilidad seminal total.......................... 68

Figura 20. Efecto de los tratamientos en la motilidad seminal progresiva. ............... 70



Listado de Abreviaturas

ROS Especies reactivas de oxigeno.

MT

MP

1A

BL

Motilidad total.

Motilidad progresiva

Inseminacion artificial

Blanco lechoso

12



13

Resumen
En este trabajo se analizé el efecto del tiempo y de la adicion de 4 antioxidantes,
vitamina A (2ug/ml), vitamina E (0,95 pl/ml), vitamina C (8,5 mg/ml) y Selenio (1
Mg/ml) en la calidad de semen caprino de la cabra criolla “Chusca Lojana” con el fin
de disefiar un protocolo de preservacién seminal para mejorar programas de
reproduccion. Para ello se hizo uso del conservante comercial Triladyl en los tiempos
de analisis 0, 6, 12, 24 y 36 h a 5 °C. Se tomaron muestras de 5 caprinos machos y
se realizaron tres repeticiones por cada semental, el método de colecta seminal fue
mediante electroeyaculacion y las variables analizadas fueron el volumen obtenido,
la concentracion seminal, morfologia inicial, la viabilidad total, motilidad total y
motilidad progresiva seminal. Los resultados mostraron que en el analisis inicial
(t=0h) todas las variables a excepcion de la concentracién se mantuvieron en los
parametros esperados para los 5 machos. A su vez se encontré que en todos los
tratamientos el tiempo influyé a que se diera un declive de los parametros viabilidad
total, motilidad total y motilidad progresiva seminal. En cuanto a la influencia de los
antioxidantes, con los tratamientos vitamina E (0,95 ul/ml) y con el Selenio (1 pg/ml)
se obtuvieron mejores resultados en los parametros analizados en comparacion a
los obtenidos con el grupo control especialmente en la hora 36 post colecta. Debido
a ello se concluye que el protocolo para conservacién seminal con fines de su uso
en programas de reproduccion (inseminacion artificial) de la cabra criolla “Chusca
Lojana” se puede llevar a cabo con temperatura de 5°C, conservante comercial
Triladyl (1:10), adicion externa de los antioxidantes vitamina E o Selenio por un

periodo de tiempo de 0 a 36h.

Palabras clave

e PRESERVACION SEMINAL
e ANTIOXIDANTES

e GANADO CAPRINO
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Abstract

In this work, the effect of time and the addition of 4 antioxidants, vitamin A (2ug / ml),
vitamin E (0.95 ul / ml), vitamin C (8.5 mg / ml) and Selenium (1 pg / ml) in the quality
of goat semen from the Creole goat “Chusca Lojana” was analyzed, in order to
design a seminal preservation protocol to improve breeding programs. The
commercial extender Triladyl was used and the analyzes were done at 0, 6, 12, 24
and 36 h at 5 ° C. For this, samples of 5 males caprin were taken and three
repetitions were carried out for each animal, the seminal collection method was by
electroejaculation and the variables analyzed were the volume obtained, seminal
concentration, initial morphology, viability, total motility and progressive motility. The
results showed that in the initial analysis (t = Oh) all the variables except for the
concentration remained within the expected parameters for the 5 males. Moreover, it
was found that in all treatments time influenced a decline in the parameters of
viability, total motility and progressive motility. Regarding the influence of
antioxidants, with the vitamin E (0.95 pl / ml) and Selenium (1 pg / ml) treatments,
better results were obtained in the parameters analyzed compared to those obtained
with the control group, especially at hour 36 post collection. Due to this, it is
concluded that the protocol for seminal conservation for the purpose of its use in
reproduction programs (artificial insemination) of the Creole goat "Chusca Lojana”
can be carried out at a temperature of 5 ° C, commercial preservative Triladyl (1: 10),
external addition of the antioxidants vitamin E (0.95 pl / ml) or Selenium (1 pg / ml)

for a period of time from 0 to 36 hours.

Keywords

e SEMINAL PRESERVATION
e ANTIOXIDANTS

e GOAT CATTLE
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

Actualmente se usan e investigan en cada una de las especies de animales,
diversos métodos y técnicas que permitan una éptima preservacién seminal, ya sea
para un corto tiempo (refrigeracién) o para un largo tiempo (congelacion), procesos
gue tienen como finalidad la conservacion de especies amenazadas y en peligro de
extincién, mejoramiento y preservacion de material genético, el mejoramiento de los

niveles productivos en los sistemas de manejo, etc (Sun et al., 2020).

De acuerdo con Kigtk et al. (2014), se puede aumentar la productividad
pecuaria al permitir una exitosa perpetuacion de genes deseables mediante la
preservacion de pajuelas seminales de buena calidad espermatica. Existen varios
procedimientos de preservacion, asi como diversos tipos de conservantes de
preservacién seminal para diferentes especies ya sean bovinos, ovinos, caprinos,
equinos, etc., esperando con ello minimizar los efectos perjudiciales a la que los
espermatozoides se enfrentan una vez producida la extraccion seminal, efectos
sobre todo en la movilidad seminal, viabilidad, morfologia, membrana plasmatica,

acrosoma e integridad del ADN (Lieberman et al., 2016).

En la busqueda de procesos éptimos para la conservacion de muestras
seminales, Phillips & Lardy, (1940) empiezan a usar la yema de huevo como agente
protector de los espermatozoides contra el shock térmico, gracias a los fosfolipidos y
lipoproteinas que esta posee. Luego de ello gracias a Salisbury et al., (1941) se
logra mejorar el medio adicionando también citrato de sodio, logrando que el semen
pueda ser conservado hasta por tres dias a 5° C, sin embargo, un mayor éxito se
logra al congelar las muestras seminales usando glicerina. Aflos después, en 1950
en investigaciones realizadas en la Universidad de Cornell se descubren los
beneficios de usar antibiéticos (penicilina, estreptomicina, polimixina B) en la

preservacion seminal, farmacos usados aun en la actualidad (Foote & Bratton,
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1950). Para 1953, Sherman introduce un método simple para preservar el esperma
de humanos, usando glicerol. Se us6 esta sustancia junto con enfriamiento lento y
almacenamiento con dioxido de carbono sélido como refrigerante. Luego se logré
demostrar también que los espermatozoides conservados a bajas temperaturas
pueden ser usados luego para fertilizar el 6vulo e inducir un desarrollo normal del

embrion (Ombelet & Van Robays, 2015).

En la actualidad adn se analizan procedimientos que puedan beneficiar a una
Optima preservacion seminal, por ejemplo, tipicamente el plasma seminal contiene
antioxidantes enziméaticos y no enzimaticos, sin embargo su accion de proteccién
contra el estrés oxidativo son significativamente reducidas luego de la dilucion en el
extensor previo a la preservacion, es por ello que se esta estudiando también el uso
de antioxidantes en el medio para preservacion seminal, ya sea para congelacion o
refrigeracion (Mohsen Al-Mutary, 2020). El desarrollo de protocolos en los que se
utilizan ciertos antioxidantes puede mejorar la capacidad de los espermatozoides
para protegerse contra los efectos oxidativos que se producen durante la
preservacion del semen. Por tanto, estos mecanismos pueden ayudar a optimizar los

resultados en esta rama de la biotecnologia animal.

Las investigaciones en preservacion seminal se han realizado en diferentes
especies animales, entre ellas en el ganado caprino. La adaptacion de esta especie
a entornos rusticos ha permitido que sea un tipo de ganado de suma importancia
para el diario vivir de muchas poblaciones rurales de diversas partes del mundo.
Segun Gioffredo & Petryna, (2010), la leche de cabra tiene un alto valor nutricional
especialmente para los nifios. Del ganado caprino se puede obtener leche, carne,
cuero, abono, fibras, productos muy apreciados en el mundo comercial, y es
aprovechado por el ser humano desde que este descubri6 la agricultura, hace mas

de 10.000 afios (Simdes et al., 2021).
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Justificacion e importancia

Segun la FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura), en las Ultimas décadas ha ocurrido un aumento importante de la
demanda mundial de productos de origen animal, que para el afio 2050 se
incrementara hasta un 70% Pophiwa et al.,(2020), destaca que entre este grupo de
animales se encuentra el ganado caprino, la carne de cabra esta ganando
popularidad en todo el mundo debido a la creciente demanda de carne magray

nutritiva.

La poblacion caprina se encuentra distribuida alrededor del mundo con un
aproximado de mil millones de ejemplares, de los cuales el 98% de la poblacién vy el
76% de las razas de cabras, se encuentran en paises en desarrollo (Pophiwa et al.,
2020), los cuales son manejados generalmente en forma extensiva y en areas
bastante desfavorecidas, debido a ello es importante contar con sistemas de
produccién adecuados y aplicando tecnologias de facil adaptacion y (tiles en el
manejo de los mismos. En un sistema de produccion, el mejoramiento animal es
basico para lograr incrementos productivos sobre la base del potencial genético del
animal (Salvatierra & Contreras, 2017). Ademas de acuerdo con Mojapelo &
Lehloenya, (2019), el potencial de reproduccién de los animales de granja esta
principalmente influenciado por la seleccion de estrategias apropiadas que mejoren

el desempefio reproductivo como por ejemplo la inseminacion artificial.

Lamentablemente la produccién de caprinos en el pais no genera divisas
como la produccién de otros animales (pollo, cerdo o bovinos), por lo que, debido a
su poca influencia sobre el PIB nacional, no se han realizado suficientes estudios
con ellos (Villacrés, Ortega, & Chavez, 2017). Sin embargo, en algunas localidades
de Ecuador (Zapotillo, Macara, Santa Elena, entre otras), el ganado caprino es una

fuente de ingresos econdmicos importantes sobre todo para las familias de escasos
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recursos econdémicos, asi como también forma parte de la cultura gastronémica de

estas zonas.

Ademas en las zonas del bosque seco de la provincia, el ganado caprino es
de los pocos animales capaces de adaptarse a las condiciones climéticas hostiles de
ese ambiente (Roman Aguirre, Loarte Tene, & Larrea Silva, 2018). Debido a esto es
de suma importancia incrementar el nimero de investigaciones en el pais en
referencia a esta especie para mejorar su conservacion, reproduccién, sanidad y
crianza. Para la conservacion y reproduccion, el uso de la inseminacion artificial
puede ser una herramienta de gran ayuda, sin embargo, para el almacenamiento a
largo plazo, el semen se deberia preservar a temperatura ultrabajas en nitrégeno
liquido (-196 °C). No obstante, el almacenamiento criogénico es caro e inaccesible
para la mayoria de los pequefios criadores de cabras en entornos remotos, como
sucede en muchas localidades rurales del pais. En estas circunstancias, una posible
solucion seria el almacenamiento de semen fresco en condiciones Gptimas de

conservante y temperatura para uso a corto plazo (24-48 h) (Gororo et al., 2019).

La inseminacién artificial en caprinos es una alternativa para lograr el
beneficio de los sementales valiosos, que son genéticamente superiores. El semen
seleccionado puede ser utilizado para inseminacion artificial en forma fresca,
refrigerada o congelada (Martinez et al., 2008). En este sentido el uso de semen
refrigerado es relativamente comun en cabras, y las hembras son generalmente
inseminadas con semen refrigerado dentro de las primeras 24 h de almacenamiento.
Segun (Gibbons, Cueto, & Wolff, 2017) el semen de esta especie diluido y puesto en
refrigeracion a 5°C debe ser usado preferiblemente por periodos de tiempo de hasta
las 8-12 horas de conservacion, debido a que luego de ello su poder de fecundacion
comienza a disminuir. Por otro lado, (Sadeghi et al., 2020) analizaron la calidad
seminal a 5°C por 48 horas y encontraron que a partir de la hora 24 esta comenzé a

caer drasticamente.
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Asi mismo se han validado protocolos de inseminacion artificial que incluyen
una o dos inseminaciones durante un periodo de 24 horas determinado por la
aparicion del estro (Leboeuf et al., 2008). Segun Premrov et al., (2018), los
espermatozoides de caprinos son muy susceptibles al shock térmico y el
conservante usado es un importante factor en el procesamiento del semen. La yema
de huevo y la leche desnatada son los ingredientes mas comunes de los diluyentes
utilizados para la preservacion seminal, gracias a los efectos beneficiosos sobre la
viabilidad de los espermatozoides durante el proceso de refrigeracion o congelacion.
Sin embargo, aun con estas técnicas los espermatozoides pueden presentar
porcentajes elevados de mortalidad, deformaciones o bajos niveles de motilidad.
Ademas, altos niveles de acidos grasos poliinsaturados hacen que la membrana
plasmatica de los espermatozoides sea muy susceptible al estrés oxidativo y, en
particular a la peroxidacion lipidica debido a las especies reactivas de oxigeno

(ROS).

Actualmente, no se tienen suficientes datos sobre los efectos de diversos
antioxidantes que se pueden utilizar en la conservacion del semen de los animales
domésticos o especies menores como son los caprinos en periodos cortos de
tiempo, este desconocimiento puede ser responsable de los resultados poco
satisfactorios obtenidos en algunas especies tras usar los espermatozoides
preservados en técnicas de reproduccion asistida, como la inseminacion artificial y la
fecundacién in vitro (Guerra et al., 2013). Es por esto que realizar este tipo de
investigaciones en esta area es de suma importancia para obtener mayores

conocimientos en caprinos.

Por lo tanto con este trabajo de investigacion se plantea estandarizar un
método de preservacién de bajo costo para semen caprino con alto porcentaje de
viabilidad, permitiendo la conservacién del material genético de la cabra criolla

(Chusca Lojana) de la zona del bosque seco de la provincia de Loja, animal valioso
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para esta zona debido a su elevada capacidad de adaptacion y rusticidad, asi como
también por su relevancia para los pequefios productores dependientes del ganado

caprino (Vargas et al., 2016).

Objetivos Generales y Especificos
Objetivo General:

Disefiar un protocolo de preservacion seminal en caprinos para mejorar el

ciclo reproductivo programado en la zona del bosque seco de la Provincia de Loja.

Objetivos Especificos:

e Determinar el tipo de antioxidante adecuado que prolongue la calidad del
semen caprino a temperatura de 5°C.

e Evaluar los diferentes tratamientos mediante una curva de viabilidad seminal.

e Estandarizar el protocolo de manejo reproductivo programado con el uso del

semen refrigerado en caprinos.
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Capitulo Il: Marco teérico

Ganado caprino

La cabra doméstica (Capra aegagrus hircus) es una especie perteneciente a
los pequefios rumiantes, criada especialmente por su leche, carne, piel y pelaje. A
diferencia del ganado vacuno y ovino, las cabras son principalmente animales
ramoneadores y tienen una dieta vegetal extremadamente variada que les ha

permitido adaptarse a muchos entornos diversos.

Alrededor del mundo hay cerca de un centenar de razas caprinas (De La
Rosa, 2011). La adaptacion de esta especie a zonas altamente adversas en
comparacion a otras especies ha permitido que este ganado sea de alta importancia
para las zonas, en su mayoria rurales, en las que habitan ya sea para obtencién de
leche o carne. Las razas caprinas de mayor importancia son: Saanen, Toggenburg,
Alpina francesa, Granadina, Angora, Cachemira, Boer, Anglo Nubian, Nubian
Americana y la Criolla (cruce de cabras, usadas especialmente en zonas rurales)

(Figura 1).
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Figura 1

Razas caprinas de mayor importancia comercial.
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Nota. Adaptado de Goat Breeds, por Boer Goat Profits Guide, 2018, BGPG

(https://www.boergoatprofitsguide.com/raising-goats-for-profit/)

A partir de las cabras se puede obtener gran variedad de productos (Tabla
1), ciertas razas son mejores para la produccion ya sea de leche, carne o pelaje o
incluso algunas pueden tener doble propésito, es por ello que la clasificacion de las
razas caprinas puede ser dividida segin de donde sea su origen o segun su aptitud
productiva. Entre las razas productoras de leche se encuentran las cabras
Toggenburg, Alpina francesa, Granadina, Nubian Americana y Saanen, esta Ultima
siendo de las favoritas por lecherias comerciales debido a su alta produccién de
leche y temperamento tranquilo (Capgenes, 2013). Su leche contiene 13% menos

concentracion de lactosa y 15% de calcio extra en comparacion a la leche vacuna,
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ademas de ser de mas facil digestion. Adicionalmente si bien el contenido de
fosfolipidos es similar tanto en cabras como en vacas, en la leche de cabra hay

mayor cantidad de esfingomielina, de interés en el desarrollo cognitivo (Bidot, 2017).

Por otro lado, para las cabras de carne destaca la cabra Boer, esta raza es
usada ampliamente por su buena produccién de carne, gran estructura 6sea y
musculos bien desarrollados. A diferencia de otras especies (Saanen (65kg), Alpina
(80kg)) esta raza puede llegar a pesar 110 a 135 kg, siendo su carne magra y de
alta calidad, con poca grasa subcutanea, con valor nutritivo especialmente en

proteina, vitaminas y minerales (Rojas & Meneses, 2004).

En cuanto a las cabras Anglo Nubian y Criolla son usadas en su mayoria en
doble propdsito, el ganado caprino Criollo, se considera en la actualidad un “mosaico
genético”, por ser la resultante de numerosos cruzamientos estructurados sobre la
base de distintas cabras. Existen ejemplares de distinto tamafo, conformacion y
pelaje, aunque generalmente se trata de animales eumétricos, de mediana altura en

comparacion a otras especies (De Gea, 2006).

Tabla 1

Clasificacion de las razas caprinas segun su produccion.

Razas Razas Razas Razas productoras de
productoras de productoras de de doble aptitud (carne- pelaje
leche carne leche)
e Saanen e Boer e Anglo Nubian e Angora
e Toggenburg e Criolla e Cachemira
e Alpina
francesa
e Granadina
e Nubian
Americana

Nota Adaptado de De la Rosa (2011).

Ganado caprino en Ecuador

Las cabras llegaron a América desde Espafia junto con otros animales

domésticos hace alrededor de 450 afios, adaptandose en América Central para
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luego extenderse hacia América del Sur incluyendo al territorio del Ecuador actual.
Al mismo tiempo también llegaba ganado caprino desde Africa, traido también por

embarcaciones espafiolas (Heifer, 2018).

En Ecuador, la poblacidon caprina adulta es de 108 714 cabezas, con una
distribucion de 89 145 cabezas en la Sierra, 19 340 en la Costa y 228 en el resto del
pais. De esta poblacion, la mayor cantidad de cabras se encuentran en la provincia
de Loja con 80 431 cabezas (Vargas et al., 2016), correspondiendo al 73.98% de la
poblacién nacional. Las razas que mas se encuentran en el pais son la Anglo

Nubian, Criolla, Boer y Saanen (Tabla 2).

Figura 2

Principales razas caprinas en Ecuador.

Nota. a) Cabra Anglo-Nubian, b) Cabra Boer, ¢) Cabra Saanen, d) Cabra Criolla.

Adaptado de Goats, 2021, Breeds List (https://www.breedslist.com/category/goats).



25

En la region de la Sierra se encuentran todas estas razas, en la costa las

Anglo Nubian y la Criolla mientras que en las regiones Oriente e Insular solo se

encuentra la raza Criolla (Pesantez & Hernandez, 2014).

Tabla 2

Caracteristicas y ubicacion del ganado caprino en Ecuador

Raza Caracteristicas y ubicacion en el Ecuador
Anglo Se ubica en las regiones costa y sierra del pais. Posee un peso de 60 a 70 kg
Nubian , de doble propésito (carne y leche) con una produccion en el pais de peso de
carne a la canal de 30kg y de 1L/dia de leche. Su reproduccién se da durante
todo el afio.

Boer Se ubica mayoritariamente en la region Sierra. Posee un peso de 110 a 135
kg, En cuanto a su carne, el rendimiento de esta puede variar entre 40,10% a
los 10 kg de peso vivo y 52,4 % a los 41 kg de peso vivo.

Saanen Ubicada en la region sierra. Mantiene un peso de 60 a 80 kg y es de propésito
lechero. Produce alrededor de 2Lde leche al dia.
Criolla Las cabras criollas se encuentras distribuidas en todas las regiones del pais.

Suelen ser de doble propdésito, tanto de carne como de leche. Las
caracteristicas fenotipicas de los caprinos criollos del Ecuador son superiores
en las provincias de Loja e Imbabura. La oferta de faenamiento de ganado
caprino que se registra en la provincia de Loja, es de alrededor de 570,23
t/afio y el promedio nacional de leche por animal es de 0,8 L

Nota. Adaptado de Vargas et al. (2016), Pesantez & Hernandez (2014).

De acuerdo con Aguirre-Riofrio et al., (2020) en la provincia de Loja se ha

adaptado la cabra criolla denominada “Chusca Lojana” (Figura 3), en la region del

bosque seco donde las condiciones ambientales son célidas y secas, con escasa

vegetacidn y recursos naturales limitado. Esta cabra pertenece al grupo genético de

los Criollos Americanos, descendientes de las poblaciones Ibéricas traidas al

continente americano en el tiempo de la colonizacion.

La actual cabra criolla americana, segin Mellado, (1997), debe su

conformacion mas a la seleccién natural que por seleccién dirigida. Estos animales
lograron adaptarse a las diferentes regiones del continente americano por lo que se

convirtieron en razas criollas reconocidas y bien aclimatadas.
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Figura 3

Cabra “Chusca Lojana”
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Nota. Adaptado de “Caracterizacion genética de la Cabra “Chusca” de Ecuador y sus
relaciones con otras razas caprinas.” (p.10), por Aguirre et al., 2019, Federacion

Iberoamericana de Razas Criollas.

Reproduccion del ganado caprino

xLa reproduccién es un proceso crucial de las especies para que se logre
una renovacion biologica. En el &mbito econdmico una alta eficiencia reproductiva es
requisito indispensable tanto en la produccién ganadera de lacteos como de
carnicos, pelaje, etc. Bertot Valdés et al. (2018), mencionan que existe una gran

variedad de indicadores para evaluar la eficiencia reproductiva.
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En el caso del ganado caprino su actividad reproductiva esta ligada a
factores ambientales. Entre estos podemos mencionar el fotoperiodo, nutricion,
factores hormonales, medio social del hato asi como también condiciones de estrés.
En este sentido vale destacar que en el caso de las razas criollas de origen tropical y
subtropical se presenta actividad sexual a lo largo de todo el afio, aumentando la
concentracion de estos durante la época de abundancia de alimento natural (Cueto

etal., 2017).

El inicio de la maduracion sexual de esta especie se da en edades variables
(4-6 meses) estando relacionado también con el peso del animal. En el macho, su
pubertad llega cuando éste exhibe comportamientos sexuales que conducen al
apareamiento, y un eyaculado que contiene espermatozoides vivos y viables para
fecundar a las hembras (Mojapelo & Lehloenya, 2019). La actividad sexual del
macho cabrio va a depender de sus niveles de testosterona, que suele incrementar

ampliamente al acercarse la estacion de monta (época de mayor alimento natural).

En un estudio de investigacion realizado en la raza Angora se determiné que
en un total de 180 extracciones seminales de 14 machos adultos, se obtuvieron
valores de volumen de entre 0,4 a 1,8 mL, con un valor medio de 0,8 mL. La
concentracion espermatica se mostré inversa al volumen del eyaculado,
presentando un rango entre los 2000 a 4300 millones de espermatozoides/mL, con
una media de 3200 millones de espermatozoides/mL (Abad, Gibbons, & Cueto,
2000). En programas de inseminacion artificial y/o conservacioén de semen es
recomendable colectar las muestras seminales en la estacién reproductiva, tomando
en cuenta la libido y las caracteristicas seminales que cada raza exhiba para un
determinado sistema de produccion, esto es: latitud, temperatura, nutricién, entre

otros (Livi-Marcatoma, 2015).

Asi mismo, el éxito de un programa de inseminacion artificial depende del

manejo adecuado de la recoleccién, almacenamiento y uso del semen. Los
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espermatozoides de los mamiferos son muy sensibles a las fluctuaciones de
temperatura con diferencias de especies e individuos. Por ejemplo, el semen equino
debe mantenerse a 37°C antes de la dilucién. Se sabe que los espermatozoides de
jabali son muy susceptibles al choque por frio, especialmente cuando se almacenan
por debajo de los 15°C (Boe-Hansen & Satake, 2019). Para la cabra se describen
diferentes temperaturas de manipulacion de los espermatozoides después de la
recoleccién, que varian de 30°C a 37°C. En general, el semen se conserva a 18-
22°C o 37°C hasta que se agrega un conservante (Hahn, Failing, & Wehrend, 2019).
Una vez que se agrega el extensor, el semen de cabra es almacenado a varias
temperaturas, algunas que oscilan entre 2 y 15°C y principalmente a 5°C, utilizando
varios dilutores como citrato de sodio-yema, citrato de sodio-fructosa-yema, leche

(entera, desnatada o reconstituida) con o sin yema de huevo (El-Battawy, 2019).

En algunos estudios se ha encontrado que al almacenar espermatozoides de
cabra en conservante Neoseminan a 4°C durante 8-15 dias se ha logrado mantener
su capacidad fertilizante durante 6 dias (Hahn et al., 2019). Ademas, demaostraron
que los espermatozoides de cabra han retenido su capacidad fertilizante durante al
menos 8 dias de almacenamiento a 5°C en diluyente de yema y acido citrico Tris-
fructosa. Por otro lado, se ha encontrado una mejora en la viabilidad de los
espermatozoides durante el almacenamiento de 12 dias (5°C) cuando se incluyé
glutation peroxidasa (100 y 200 mM) en el conservante a base de Tris (Shi et al.,
2020). Adicionalmente El-Battawy (2019), reporta que al adicionar melatonina (20

ug) se indujo acciones fisioldgicas notables y profundas que mejoraron la calidad del

semen de cabra en almacenamiento a 5°C por siete dias.

Por otro lado en las hembras caprinas al igual que otros mamiferos, muestran
periodos de actividad sexual (estro) que se alteran con periodos de refractariedad
sexual (diestro) (Gonzalez-Flores et al., 2017). El ciclo estral consta de todos los

aspectos morfologicos y cambios fisioldgicos en los ovarios y el tracto genital que
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conducen a la expresion del estro (fase de receptividad hacia los machos) y la
ovulacion y la preparacién de los genitales tracto para la cépula, fecundacion e

implantacién embrionaria (Fatet, Pellicer-Rubio & Leboeuf, 2011).

Manejo programado de reproduccion en caprinos

Los factores mas importantes que afectan la productividad y la rentabilidad
de la industria en cabras son el rendimiento de reproduccion y la eficiencia de
produccion. El manejo reproductivo de las cabras debe apuntar a lograr una tasa de
reproduccion superior al 90%, mas de un cabrito por parto con una tasa de
supervivencia superior al 90% hasta el destete (Mellado, 2020). La reproduccion de
las cabras esta influenciada principalmente por el estado nutricional, el potencial
genético, las condiciones ambientales, el fotoperiodo y el estado de salud. Ademas,
Abad, et al. (2000), sefalan que se dispone de practicas de manejo reproductivo
para influir en estos factores; por lo tanto, existe un amplio margen para aumentar la
eficiencia reproductiva de las cabras tanto en condiciones extensivas como
intensivas, de manera que se debe establecer una estrategia que asegure el éxito de

la concepcion, prefiez y lactacion.

Para el caso de las cabras de zonas tropicales, las razas caprinas suelen
mostrar actividad sexual durante todo el afio, con baja variacion estacional en esta.
La prefiez suele ocurrir durante cada mes del afio, estando la tasa de fertilidad
relacionada a la disposicién de alimento. Asi mismo las cabras post parto suelen
reiniciar la actividad sexual en cortos periodos de tiempo pudiendo depender el
namero de crias y la época del parto. Es por ello que en condiciones de monta
natural estas cabras pueden mantener un ritmo reproductivo de tres periodos de

prefiez cada dos afios (Urrutia, Rosales, Avila, & Manjarres, 2016).

Entre las técnicas de importancia para la reproduccion animal programada

son la sincronizacién del periodo de estro de las hembras, inseminacioén artificial y la



30

transferencia de embriones. La sincronizacion del estro permite el uso eficiente de
los procedimientos de inseminacion artificial y transferencia de embriones (ET).
Adicional las ventajas son la simplificacion de la crianza de los cabritos; el control de
las enfermedades de transmision sexual; produccion de hatos uniformes de
animales para el sacrificio; la disponibilidad continua de leche, carne y pelaje

(Mellado, 2020).

La duracion del estro en las cabras es bastante variable de 24 a48 hy la
ovulacion podria ocurrir entre 9 y 37 h después del inicio del comportamiento del
estro, en cabras que se encuentran en zonas tropicales se ha observado el potencial
de tener hijos durante todo el afio, aunque factores ambientales (disponibilidad de
forraje y cambios de temperatura) tienen una fuerte influencia que a menudo no

permite que estos potenciales se expresen plenamente (Fatet et al., 2011).

Existen tres técnicas usadas mayoritariamente para la sincronizacion del
estro, estas son tratamiento hormonal, tratamiento fotoperioddico y el llamado efecto
macho (Figura 4). Los tratamientos hormonales son basados en progestagenos,
gonadotropina coriénica equina y/o prostaglandinas; esta técnica se ha establecido
por mas de cuatro décadas y ha permitido sincronizacién del estro y la ovulacion
durante la temporada de reproduccion y no reproduccion (Abecia, Forcada, &

Gonzalez-Bulnes, 2011).
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Figura 4

Representacion esquematica de “Efecto macho”
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Nota. Adaptado de “ Reproduction in Goats” (p.94), por Sanchez et al., 2017, Goat

Science.

En cuanto al fotoperiodo, (exposicion a la luz solar) este es usado en cabras
de regiones templadas y subtropicales, en donde segun la estacion del afio puede
haber cambios importantes de duracién de luz solar (prolongacion o reduccion a las
12h esperadas). Es por ello que los tratamientos de fotoperiodo se basan en la
alternancia de exposicion a la luz en periodos largos y cortos. Por otro lado, la
técnica denominada “efecto macho” es una técnica para estimular la actividad sexual
en cabras con anovulacién estacional. La respuesta al efecto masculino varia dentro
de las razas a través del periodo anestro estacional, y entre las razas de diferentes

origenes de latitud (Fatet et al., 2011).

Conservacion y analisis seminal

La recoleccion, conservacion y transporte de semen facilitan el intercambio
de material genético entre rebafios de cabras y animales reproductores a través de
escalas fisicas y temporales. La capacidad de preservar la integridad y funcionalidad
del semen durante cierto tiempo es fundamental para los programas de cria de

ganado artificial (Gororo et al., 2019).
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Es asi como el objetivo del analisis del semen es la valoracion de la calidad
del eyaculado y a través de éste, relacionarlo con la calidad como reproductor del
macho (Vera & Ricarte, 2015). En el semen de ganado se suelen analizar
caracteristicas morfolégicas y funcionales: volumen, color, olor, pH, concentracion,
motilidad masal, motilidad individual, porcentaje de formas anormales y porcentaje

de acrosomias (Urefia, 2018).

El volumen de eyaculado promedio se suele medir directamente en la
graduacioén del tubo recolector, siendo considerados normales aquellos mayores o
iguales a 0,5 ml (Vera & Ricarte, 2015). Por otro lado, para las caracteristicas
organolépticas se ha observado que el semen suele presentar un color blancuzco o
blanco lechoso o levemente amarillento. El olor es peculiar y puede ser variable en
cada animal, con un aroma muy intenso. El pH del semen suele ser de alrededor 7 a

7,5 (Liu et al., 2016).

En cuanto a los valores funciones y morfolégicos tenemos a la concentracion
espermatica, esta puede variar entre 1 a 10 x 10° espermatozoides/mL y se
determina usando la cAmara de Neubauer. Se toma en cuenta también la motilidad
total y progresiva; la motilidad total es el porcentaje de espermatozoides que
presentan movimiento, ya sea este rectilineo, en su propio eje o circular. Para
determinar los resultados de esta variable se puede utilizar una escala subjetiva de 0
a 5 (Tabla 3) o se puede realizar un analisis en porcentaje. La motilidad progresiva
individual por otro lado, es el porcentaje de espermatozoides con movimiento, pero

en sentido rectilineo (Murphy et al., 2017).

Con respecto a la morfologia, se han clasificado defectos esperméaticos de
distintas caracteristicas (Figura 5), entre ellas tenemos anomalias de cabeza,
acrosoma, cola dividida en pieza intermedia y en cuello, cola enrollada, cola

doblada, cabeza desprendida, gota citoplasmética (Ebrahim, 2011).



Tabla 3

Escala subjetiva para la descripcion de la motilidad seminal total.

Valor Clase Descripcion Porcentaje %

5 Muy buena Onda de movimientos >90% de espermatozoides
muy rapidos moviles.

4 Buena Movimientos vigorosos, Movilidad de espermatozoides
pero las ondas no son entre el 70y 90%
tan rapidas.

3 Regular Solo aparecen ondas de  Espermatozoides entre el 40 y
movimiento lento. 69% presentan movilidad.

2 Pobre No aparecen ondas, Solo se observa movimiento de
aunque hay movimiento  un porcentaje entre 20 a 40%
de espermatozoides. de espermatozoides

1 Muy pobre  Presentan movimientos Movilidad mayor a 0% y menor
débiles. al 20% de espermatozoides

0 Muertos Ausencia de movimiento. 0% de movilidad.

Nota Adaptado de Hafez & Hafez (2004).

Figura 5

Dafios morfolégicos de los espermatozoides.
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Nota. Adaptado de “Técnicas de Evaluacion de Semen” (p.20), por A. Brufman,

2020, FBIOYF.
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Conservantes seminales

Son dilutores como un medio quimico que se utiliza para la preservacion,
extension y proteccién de los espermatozoides contra diversos golpes durante el
procesamiento, almacenamiento y transporte utilizado para la inseminacion artificial.
La calidad de un buen conservante para la preservacion seminal es suministrar a los
espermatozoides fuentes de energia, proteger a los espermatozoides de dafios
bioguimicos, fisicos y mantener un entorno adecuado para que los espermatozoides

sobrevivan durante la preservacion (Raheja, 2018).

El conservante de acuerdo con Rehman (2013) tiene un papel vital en la
preservacion de los espermatozoides y sus pardmetros de calidad, como viabilidad,
motilidad, integridad de la membrana y del acrosoma, etc. (glicerina, yema de huevo,
lecitina de soja, leche) (Tabla 4), proporcionan energia (fructosa) y garantizan el
entorno libre de microbios, es decir, antibiticos (estreptomicina, penicilina,

polimixina B).

Debe ademas englobar estas propiedades: ser una solucion isotonica (280-
310 mOsm/kg), tener capacidad tampén (regular el pH), proteccién contra el frio,
fuente de energia (metabolismo del esperma), control de la contaminacion
microbiana, proteccién durante la congelacion y descongelacion y capaz de
preservar la fertilidad de los espermatozoides. Dependiendo del periodo de uso de
semen posterior a la recoleccién para inseminacion artificial, la conservacién del
semen se realiza en dos formas, en forma liquida (3-5 dias) y en forma congelada
(afios) (Soren, Singh, & Kumar, 2017). El almacenamiento de semen a temperatura
de refrigeracion es posible desde el descubrimiento de la yema de huevo como
aditivo beneficioso y el fosfato como tampon primario. Posteriormente, el uso de
citrato como tampon mejora el periodo de supervivencia de los espermatozoides a
5°C (Kato & Nagao, 2015). Ademas de la yema de huevo, también se utiliza leche

entera homogeneizada, leche desnatada fresca o reconstituida y leche de coco para
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preservar la fertilidad de los espermatozoides. Entre varios tampones (Tris
(trisaminometano), TES (acido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfénico), MES
(acido 2-(Nmorfolino)etanosulfénico), HEPES ((acido N-(2-hidroxietil)piperazin-N'-(2-
etanosulfénico) y PIPES (acido piperazin-N,N'-bis(2-etanosulfénico)), los
conservantes basados en Tris se utilizan ampliamente para el almacenamiento de
semen liquido/congelado. Los bicarbonatos y el citrato de sodio son otros tampones
inestables a la temperatura que se utilizan y, en contraste con estos, Tris,TES y
Hepes son mas estables a altas temperaturas y otras condiciones ambientales

(Raheja, 2018).

Tabla 4

Ventajas y desventajas de componentes de conservantes seminales

Conservante Ventajas Desventajas

Yema de huevo Las lipoproteinas de baja densidad La enzima coagulante de la yema de
(LDL) de la yema de huevo protegen huevo (EYCE) puede ser dafina para los
a los espermatozoides contra dafos espermatozoides
durante el almacenamiento,
enfriamiento y congelacion.

Leche descremada  Las caseinas de la leche disminuyen  Riesgo de contaminaciéon con
la unién de las proteinas plasmaticas  microorganismos por ser un producto de
seminales a los espermatozoides y origen animal.
reducen la pérdida de lipidos de los
espermatozoides, al tiempo que
mantienen la movilidad y viabilidad de
los espermatozoides durante el
almacenamiento.

Lectina de soya Acidos grasos como el acido palmitico, Altas concentraciones de lectina
oleico y estearico pueden conferir incrementan la viscosidad de los
estabilidad estructural a las células diluyentes lo que podria ocasionar
espermaticas. reduccion en la fertilizacion.

Nota. Adaptado de Yodmingkwan et al. (2016), Chelucci et al. (2014).

La mayoria de los dilutores usados para el semen de rumiantes tanto fresco
como congelado, estan compuestos de Tris-glucosa, yema de huevo y glicerol
(Gororo et al., 2019), aunque también se usa con frecuencia dilutor de leche en
polvo descremada. Adicionalmente varios investigadores sugieren que el 4cido Tris-
citrico es el tampdn mas satisfactorio para los espermatozoides de cabra (Sharma &

Sood, 2020). Sin embargo, algunos autores (Bispo et al., 2011; Sun et al., 2020;
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Tabarez, Garcia, & Palomo, 2017) destacan el uso de lectina de soya (2%) en lugar

de yema de huevo o uso de un porcentaje reducido de yema (2,5%).

En cuanto a marcas comerciales, entre los conservantes para semen caprino
mas usados se pueden citar OviXcell, OviPlus, AndroMed, Triladyl, estos dos ultimos
se pueden usar también para otro tipo de rumiantes (Silva & Hernandez, 2015).
Todas estas marcas provienen de empresas extranjeras (IMV Tech-Francia ,
Minitube-Alemania) por lo que en el pais si bien se puede adquirir estos productos
mediante intermediarios, los costos suelen ser elevados (OviXcell,AndroMed).
Debido a ello su uso, en especial en zonas rurales, es limitado. La marca mas
accesible por su valor econémico y buenos resultados es el diluyente Triladyl

(Maroto, 2020).

Agentes antioxidantes

Los antioxidantes son las sustancias que inhiben la oxidacién. Ademas,
segun Neha (2019), se les reconoce como "captadores de radicales libres", ya que
forman especies reactivas menores a través de los radicales. El estrés oxidativo esta
relacionado con el aumento de la aparicién de radicales libres o debido a la

disminucion de la concentracion de antioxidantes.

Los antioxidantes abundan en las fuentes dietéticas naturales y el consumo
de antioxidantes tiene muchos beneficios potenciales para la salud (Kan Yeung et
al., 2019). De acuerdo con el mismo autor segun el origen, los antioxidantes se

clasifican en dos tipos: antioxidantes exdégenos y endégenos.

Los antioxidantes (Figura 6) juegan un papel crucial en la conservacion de las
mejores funciones celulares. Se han encontrado una gran cantidad de antioxidantes
tanto naturales como sintéticos. Los antioxidantes enddégenos pueden ser
enzimaticos o no enzimaticos (Bouayed & Bohn, 2010). Los antioxidantes

enzimaticos enddgenos consisten en glutation peroxidasa, superéxido dismutasa y
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catalasa, mientras que los antioxidantes no enziméticos son acido arico, acido
lipoico, bilirrubina, glutatiébn y melatonina. Los antioxidantes exdgenos son
carotenoides, vitamina E, A y C, flavonoides naturales u otros compuestos
diferentes. La vitamina C es un antioxidante soluble en agua que actia junto con la
vitamina E para proteger los lipidos de la peroxidacién. Los antioxidantes sintéticos
son antioxidantes centrados en el petréleo que se componen de hidroxitolueno
butilado (BHT), galato de octilo (OG), hidroxianisol butilado (BHA), galato de propilo
(PG) y terc-butilhidroquinona (TBHQ). TBHQ (terc-butilhidroquinona) se utiliza para
preservar la floracion, la importancia nutricional, el sabor y el color del producto

alimenticio (Kan Yeung et al., 2019).

Figura 6

Ejemplos de agentes antioxidantes.
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Segun Mut-Salud (2016), los antioxidantes pueden intervenir en la proteccién de

sustancias bioldgicas de la siguiente manera:

* Inhibiendo la creacion de nuevos radicales (superoxido dismutasa (SOD),

catalasa (CAT), Se, Cu, Zn).

* Atrapar radicales libres para evadir reaccion en cadena (vitaminas A, Ey C,

carotenoides).

» Restaurar el deterioro afectado por los radicales libres (lipasas, proteasas).

Ademas, se sabe que las vitaminas C (&cido ascérbico, AA), A (carotenoides

y retinoides) y E (tocoferol) actian como antioxidantes al retrasar o inhibir la

oxidacién y reducir la concentracién de radicales libres en el cuerpo.

Retinol (Vitamina A)

La vitamina A es un micronutriente esencial necesario para el crecimiento
normal, la diferenciacion epitelial, el desarrollo fetal, la morfogénesis de vertebrados,
la espermatogénesis y la vision nocturna. La vitamina A también tiene un papel
importante en la regulacion de la funcion inmunoldgica. (Sherman, 2020). Esta
vitamina es capaz de mantener el equilibrio celular entre las moléculas antioxidantes
y pro-oxidantes neutralizando radicales libres de oxigeno y nitrégeno, tiene la
capacidad de reducir la formacion de radicales libres, proteger las estructuras
celulares y mantener la homeostasis celular (de Carvalho Melo-Cavalcante et al.,
2019). En algunas investigaciones se utilizado diversas concentraciones de este
antioxidante enfocado en preservacion seminal, se han utilizado cantidades desde
los 6 uM (Maya-Soriano et al., 2013) a inclusive 50, 100y 200 uM (Maya-Soriano,

Taberner, Sabés-Alsina, Piles, & Lopez-Bejar, 2015).
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Vitamina C (Acido ascdérbico)

La vitamina C es necesaria para muchas reacciones metabdlicas importantes
en todos los animales y se sintetiza en casi todos ellos (el ser humano es una
excepcion) (Enstrom, 2016). Esta vitamina se la denomina antioxidante excepcional,
ello debido a sus propiedades redox como agente reductor. El acido ascérbico
proporciona electrones para las enzimas, para los compuestos quimicos que son
oxidantes o para otros aceptores de electrones en los sistemas bioldgicos. Ademas
de su potencial redox, otras propiedades del ascorbato lo convierten en un excelente

donante de electrones en sistemas bioldgicos (Czyzowska, 2016).

Debido a su actividad antioxidante, diversas cantidades de esta vitamina han
sido testeadas para probar su eficacia en la preservacién seminal, ya sea a
temperatura de refrigeracién como temperatura ambiente y en distintas especies
animales (Moradi et al.,2020) Algunas concentraciones usadas han sido 5, 10, 25,
40, and 50 ug/mL, 0.45, 0.9, and 1.8 g/L para animales de granja como toros,

carneros, cabritos, caballos (J et al., 2014) (P. Kumar et al., 2019) (Allai et al.,2018).

Tocoferol (Vitamina E)

La vitamina E es una vitamina soluble en grasa natural, producida por
plantas, y es esencial para los seres humanos por su actividad antioxidante y
proteccion de la membrana celular, asi como por otras funciones en la modulacion
de la transduccion de sefnales (Guz-Mark & Shamir, 2020). Este antioxidante
liposoluble elimina los radicales peroxilo y pone fin a la oxidacién de los acidos
grasos poliinsaturados (PUFA). En las membranas celulares protege la estructura
celular contra el dafio de los radicales libres y los productos de la oxidacién de
lipidos (Meydani, 1995). Se cree que la funcion de la vitamina E en la eliminacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) esta involucrada en la desaceleracion de la

destruccion celular y los procesos de envejecimiento (Guz-Mark & Shamir, 2020).
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Por la importancia de esta vitamina se la usado en distintas investigaciones
ya sea como Trolox (analogo de la vitamina E o a-tocoferol. Entre ellas para
preservacion de semen de ovinos en congelacion, con concentraciones desde 50 a
100 uM (Allai et al., 2018), también para preservacion de semen equino (0,5, 1y 2
mM) (Vasconcelos et al.,2013), semen caprino con concentraciones de 30, 60 and

120 nmol/ml (Soares et al., 2015).

Selenio

El selenio es un elemento no metalico que fue descubierto por Berzelius en
1817. El selenio funciona como componente de mas de 30 selenoproteinas, de ellas
25 las encontramos en humanos (Berger, 2016). Estas selenoproteinas tienen una
serie de funciones, incluida la defensa antioxidante y el metabolismo redox (GPxs,
tiorredoxina reductasas), metabolismo tiroideo (yodotironina desyodasas), funcion
inmune, funcién reproductiva y actividades de almacenamiento y transporte (SEPP).
Algunas de las funciones de la selenoproteina tienen implicaciones clinicamente
importantes en enfermedades como cancer y enfermedad tiroidea autoinmune (NIH,
2019). De las selenoproteinas, la selenoproteina R (SEPR), también conocida como
metionina-R sulfoxido reductasa, participa en la funcion antioxidante, regulacién de
la actividad enziméatica y la sefializacién celular, y puede proteger el cerebro del

dafo oxidativo (Thomson, 2012).

La actividad antioxidante de este elemento ha impulsado investigaciones
para su uso en la preservacion seminal. Se ha usado concentraciones de 2 ug/ml
para semen de budfalo, 5 ug/ml en semen de jabali y 1ug/ml para semen de gallo

(Lukaszewicz et al., 2020).

Célula espermética y agentes antioxidantes en la preservacion seminal

Los espermatozoides llevan el genoma nuclear haploide paternal y su funcién

principal es llegar al ovocito y participar en la fertilizacion, proporcionando ADN
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transportado por el esperma y activando el ovocito (Roldan & Teves, 2020). El
espermatozoide se puede dividir en dos compartimentos principales
morfolégicamente distintos, la cabeza y la cola (Figura 7). La cabeza se puede
subdividir en la region acrosémica y el nucleo. La regién acrosémica incluye la
vesicula acros6mica secretora y la membrana plasmaética que recubre el acrosoma.
El flagelo a menudo se denomina "central eléctrica” o "motor" del espermatozoide
(Gerton & Vadnais, 2018). Esta estructura produce energia por glucdlisis y
fosforilacion oxidativa que es utilizada por la maquinaria movil en la cola para
impulsar los espermatozoides a través del tracto reproductivo femenino. Todo el
espermatozoide esté recubierto por la membrana plasmatica (Gerton & Vadnais,

2018).

Figura 7

Estructura del espermatozoide.
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Nota. Adaptado de Espermatozoide, por Funcion de los espermatozoides, 2016,
Maeve (http://maeve3esoccs.blogspot.com/2016/01/funcion-de-los-

espermatozoides.html).
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Como se menciond, la manipulaciéon de muestras seminales luego de la
recolecta puede representar dafos en el espermatozoide al permitir que se generen,
por ejemplo, especies reactivas de oxigeno (T et al., 2019). Aunque los niveles
fisiolégicos de ROS son necesarios para eventos clave como la capacitacion, la
hiperactivacién y la reaccion del acrosoma, un desequilibrio entre su produccion y
los mecanismos captadores intrinsecos que los contrarrestan conduce a un deterioro
de la capacidad fertilizante (Figura 8), conduciendo a una reduccién de la viabilidad

de los espermatozoides (Falchi et al., 2018).

Las ROS como el peréxido de hidrégeno (H202), los aniones superoxido
(O2-) y los radicales hidroxilo (OH-) pueden inducir apoptosis, peroxidacién de
lipidos de membrana, alteracién de las mitocondrias y dafio del ADN (Hezavehei et

al., 2018).

Figura 8

Produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las mitocondrias de
espermatozoides que conduce a una reduccion de la calidad del esperma.
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Nota. Adaptado de “Effects of mint, thyme, and curcumin extract nanoformulations on
the sperm quality, apoptosis, chromatin decondensation, enzyme activity, and
oxidative status of cryopreserved goat semen.” (p. 330), por Hezavehei et al., 2018,

Reproductive Biomedicine Online.

Para el andlisis y uso de muestras seminales, este se conserva en un
conservante que contiene Tris, glicerol, glucosa, acido citrico, agua, yema de huevo
y antibioticos a temperaturas refrigeradas durante varios dias durante el
almacenamiento de liquidos (Al-Bulushi et al., 2019) y a -198°C durante varios dias,
meses o incluso afios durante la criopreservacion (Gangwar et al., 2016).
Normalmente, el plasma seminal contiene antioxidantes enzimaticos (naturales) y no
enzimaticos (dietéticos); sin embargo, sus acciones protectoras contra el estrés
oxidativo se debilitan significativamente después de la dilucion del semen en el

diluyente antes del almacenamiento (Mohsen Al-Mutary, 2020).

Es por ello que de acuerdo con Moradi et al., (2020), la inclusion de
antioxidantes se ha propuesto en varios protocolos para conservar la fisiologia
normal de los espermatozoides durante su conservacion en rangos de 3a 24 h a
distintas temperaturas (32°C, 5°C, 196°C). El propésito de agregar antioxidantes a
los medios es reducir ROS y proteger los espermatozoides contra el estrés oxidativo
de las macromoléculas y los dafios relacionados con la temperatura, dafios o
lesiones, y mantener un entorno adecuado para que los espermatozoides sobrevivan
temporalmente. También podrian promover la proliferacién de células madre,
espermatogoniales e incluso tienen una influencia beneficiosa en el desarrollo
embrionario futuro. Se han suplementado varios antioxidantes a varias especies
para contrarrestar los efectos adversos de ROS sobre la motilidad total de los
espermatozoides, motilidad progresiva, viabilidad e integridad de la membrana

plasmaética (Seifi-Jamadi et al., 2017).
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Segun Mohsen Al-Mutary (2020), algunos de los antioxidantes que han
mostrado beneficios durante el almacenamiento de semen en la calidad de los
espermatozoides de animales de ganado son el resveratrol, iodixanol, cisteamina,
glutatioina, quercetina, L-arginina, catalasa, melatonina, cisteina, encontrdndose
mejoria en los pardmetros esperméticos (motilidad, viabilidad, membrana
espermatica y acrosoma) en relacion al control, también en la actividad mitocondrial
e inhibicién de la produccién de ROS, mejora en la fertilidad in vitro, supresion en la

peroxidacion lipidica entre otras.

En el caso del ganado caprino, Moradi (2020), destaca el uso de la
guercetina, &cido ascorbico, trolox, BHT, Fullenerol y L-arginina, observandose
beneficios en la motilidad, tasas de supervivencia, integridad de la membranay

actividad de las mitocondrias y acrosoma.

Bergmann y col. (1997) evaluaron el reemplazo de tocoferol por Trolox® en la
preservacién de lipoproteinas de baja densidad y encontraron que el analogo de
vitamina E aumenta efectivamente el tiempo de latencia para la degradacion de
lipoproteinas de baja densidad, demostrando que Trolox es un antioxidante eficaz

contra la peroxidacion lipidica.

En la Figura 9, se observa las consecuencias del desequilibrio entre antioxidantes y

ROS en el espermatozoide.
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Figura 9

Desequilibrio ROS y Antioxidantes en el semen y sus consecuencias.
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Capitulo 1ll: Metodologia

Localizacion Geografica

El presente trabajo se realiz6 en el Centro Binacional de Formacion Técnica
Zapotepamba (4° 2’ 29.404”S, 79° 46’ 52,11”0) ubicados en Zapotepamba,
parroquia Casanga del cantén Paltas; y en el Centro de Biotecnologia Animal
(CEBIREA) de la Universidad Nacional de Loja, Avenida Pio Jaramillo Alvarado, del

canton Loja.

Preparacion de los animales

Los machos caprinos usados para el presente proyecto se encuentran en el
Centro Binacional de Formacion Técnica Zapotepamba, de ellos se eligieron los 5
con mayor diametro testicular y de edades comprendidas entre 11 meses a 2 afios
(Tabla 5) y se los apart6 del grupo por 20 dias previo a la toma de muestras para
evitar apareamiento. También se les suministré vitaminas (Vigantol) y Propianato de

Testosterona (Testogan- 2ml) para estimular la espermatogénesis.
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Tabla 5

Sementales seleccionados para la obtencion de muestras y las medidas de las caracteristicas

principales.

Semental 1 “Pepe”  Semental 2 Semental 3 Semental 4 Semental 5
“Roberto” “Jorge” “Junior” “Gabo”
.x"u-&A - ‘: 2 S ” : . t S Py 1
Raza Chusca Lojana Chusca Lojana Chusca Chusca Lojana Chusca Lojana
Lojana

Edad 2 afios 9 meses 11 meses 1 afio 1 mes 11 meses 1 aflo 1 mes
Peso 39,3 kg 30,5 kg 35,4 kg 29 kg 36,8 kg
Presencia SC CcC cC SC CcC
de
cuernos
Altura 1- 0,80 m 0,68 m 0,66 m 0,63 m 0,64 m
Patas
delanteras
Altura 2- 0,82m 0,72 m 0,67 m 0,67 m 0,67 m
Patas
traseras
Largo del 1,22m 0,97 m 0,95 m 0,90 m 0,89 m
dorso
Largo 19cm 16 cm 18 cm 20 cm 15cm
testiculo
Diametro 12 cm 12 cm 17 cm 18 cm 13 cm
testiculo

Nota. SC abreviatura para “Sin Cuernos”, CC abreviatura para “Con Cuernos”

Toma de muestras

La toma de muestras se realiz6 en la parroquia Zapotepamba la cual se ubica
en un ecosistema de bosque seco con temperaturas desde 24 a 30°C en el dia.
Para la obtencion de la muestra se cont6 con la asesoria de un profesional, el Dr
Hugo Vifian, médico veterinario del Centro. En cuanto a los animales, el macho
elegido era llevado al area de recoleccién y ubicado en una manga improvisada para

dicho fin. Su zona genital aseada con agua y jabon neutro, los vellos acumulados de
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la punta del pene fueron depilados para evitar contaminacion y finalmente se

procedié a un total secado de la zona con papel toalla.

Después de esto se procedié al uso del electro-eyaculador, para lo cual el
aparato fue lubricado e insertado en el recto del macho, se estimulé al animal por 10
segundos y se emitieron pulsos leves de energia (9 voltios) por alrededor de 4 a 5
segundos seguido de un breve descanso de 3 a 4 segundos dependiendo del

animal, el ciclo se repetia hasta lograr obtener la eyaculacién del macho.

Para ello el momento de la ereccion se sujeto6 el pene erecto y se lo guio al
tubo colector hasta que el animal eyacule (fue importante evitar primeras gotas
pertenecientes a orina y/o liquido pre-seminal). Una vez obtenida la muestra se la
traslado al laboratorio inmediatamente (5 min) manteniendo el tubo a 35°C en un

termo.

Se tomaron tres muestras por animal con una diferencia de minimo 3 dias

entre cada colecta.

Preparacion de solucion dilutora

El conservante usado fue Triladyl. Para la preparacion del volumen necesario
de esta solucién se tomaron 70,7% de agua bidestilada, 23,6% de Triladyl puro y
5,7% de yema de huevo, porcentajes especificados para uso caprino de acuerdo con

el manual (Minitube®, 2018).

Se siguieron los pasos del inserto y la solucion elaborada fue usada el mismo

dia de su preparacion.

Tratamientos con los antioxidantes

Los antioxidantes que se usaron fueron Vitamina E (tocoferol), Vitamina C
(acido ascorbico) ambos de Sigma Aldrich, Vitamina A (retinol) de Laboratorios

Luque y Selenio de Nutrifit (Tabla 6). La vitamina E fue usada con una concentraciéon
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de 2 mM (0,95 pl/ml) (Ludena, 2015); de la vitamina C se usé 8 mM (8,5 mg/ml)
(Daramola & Adekunle, 2015); de la Vitamina A, 6 uM (2ug/ml) (Maya-Soriano,
Taberner, Sabés-Alsina, & Lopez-Béjar, 2013) y, de Selenio 1 ug/ml (Lukaszewicz,

Jerysz, & Kowalczyk, 2020)

Tabla 6

Tratamientos empleados en la investigacion

Tratamiento

T1 Tryladil + Vitamina A + Muestra
T2 Tryladil + Vitamina C + Muestra
T3 Tryladil + Vitamina E + Muestra
Ta Tryladil + Selenio + Muestra
Ts Tryladil (Control) + Muestra

Para obtener la concentracion deseada de cada antioxidante, el volumen de
la solucién elaborada del conservante se dividié en viales de 2 ml en donde se

agrego la cantidad necesaria de antioxidante (Tabla 7).

Tabla 7

Cantidad de antioxidante a usar para un volumen de 2 ml.

Antioxidante Volumen 2 ml
Vitamina A 2,2 Jl
Vitamina C 17 mg
Vitamina E 1,9 pl
Selenio* 0,002 ug

Nota Adaptado de Maya et al. (2013), Daramola et al. (2015), Ludefia (2015), (tukaszewicz et
al. (2020).

En el caso del selenio se agregé la cantidad correspondiente de éste para 1L de

agua bidestilada (1 pg) y con ella se preparé un volumen adicional de conservante.
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Conservacion y analisis de las muestras seminales

Las muestras fueron analizadas en los tiempos de conservacion Oh, 6h, 12h,
24h y 36h a 5°C, tomando como tiempo 0, el tiempo de la llegada de la muestra al

laboratorio que fue de aproximadamente 5 a 10 min.

Una vez ahi, se las coloc6 inmediatamente en el bafio Maria previamente
calentado a 35°C, el volumen obtenido (0,5 a 1,5 ml segun el macho) se dividi6 en 6
partes, cuatro de ellas para el estudio con los antioxidantes, otra para el grupo
control y la sexta para el andlisis inicial (tiempo 0Oh). A su vez el conservante se
dividié de forma tal que en cada vial haya una relacion de 1:10 del conservante (con
antioxidante o control) respecto a la muestra seminal. Estos tubos a su vez se
dividieron en 4 partes mas para ser usados en los distintos tiempos de analisis (6h,

12h, 24h y 36h) como lo indica la Figura 10.

Figura 10

Esquema de la division de la muestra para su posterior andlisis con el antioxidante y en los
tiempos correspondientes.
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Nota. Creado en BioRender.com
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Para la prueba inicial se analiz: color, volumen, pH, concentracion (# de
espermatozoides/ml), motilidad total, motilidad progresiva, viabilidad seminal y

morfologia.

Color, volumen y pH
La medida del volumen del eyaculado se efectlo por lectura directa de la

graduaciéon que hubo en el tubo de recoleccién del semen (Figura 11). Considerando
eyaculados normales aquellos que presentaron un volumen = 0,5 ml (Vera & Ricarte,
2015). El pH fue medido con tiras de pH, considerandose normalun pHde 6 a 7; la

coloracién se clasific6 como blanco lechoso (BL) o amarillento.

Figura 11

Muestra Seminal

Medicidn directa del
volumen obtenido

Nota. Ejemplo de muestra seminal de color amarillento y de volumen 1,4 mL.

Concentracion seminal
Para la concentracion se tomé 1 pL de la muestra y se la diluyé en 199 ul de

formol salino, dilucién 1/200 (Factor de dilucion = 200). Se coloco 10 uL de esta
mezcla en cada lado de la cAmara de Neubauer y se realizé el conteo de 5 sub-
cuadrantes centrales. Para obtener la cantidad obtenida de espermatozoides/ml se

uso la siguiente ecuacion:

# espermatozoides contados 25 cuadrantes 1000mm?3 D
*

Concen esperma = * *
p #sub — cuadrantes usados en conteo 0,1 mm3 1ml

Tomando en cuenta que: 5 sub-cuandrantes contados y FD (Factor de dilucién) = 200



52

Concen esperma = # espermatozoides contados * 10x10° = # espermatozoides /
mL

Motilidad total y progresiva seminal

Para la motilidad total se tomaron 10 uL de la muestra, se colocaron en un
portaobjetos previamente temperado (35°C) y se cubrié con un cubreobijetos; luego,
con el lente 40x se contaron al azar 10 espermatozoides en el campo, de ellos se
determind el nUmero de espermatozoides que mostraron movimiento frente a los que
no, se repitié el procedimiento en 10 campos mas y se obtuvo el porcentaje de

motilidad.

La motilidad progresiva se calculé de manera similar a excepcion de que la
comparacion fue de espermatozoides que mostraron movimiento lineal y hacia

adelante frente a los espermatozoides con otro tipo de movimiento.

Ambas variables fueron analizadas en un microscopio de campo claro

(Olympus CX31) a 10x y 40x.

Viabilidad y morfologia seminal

El andlisis de viabilidad se realiz6 usando la tincion eosina-nigrosina
(Minitube). Para ello se incorporaron 5 pL de nigrosina 4%, 5 uL de eosina 2% y 5 uL
de la muestra en un portaobjetos previamente calentado y se realiz6 el frotis (Figura
12). Luego se realizé el conteo de 200 espermatozoides por portaobjeto,
considerandose espermatozoides vivos a aquellos que no se colorearon ya que su
membrana plasmatica se mantuvo intacta. El conteo se realiz6 con el software

ImageJ-Fiji.

Con esta misma placa se analiz6 morfologia, para lo cual se contaron 200
espermatozoides alrededor de todo el portaobjetos, teniendo en cuenta si las

anormalidades encontradas eran primarias o secundarias.



Figura 12

Tincion Eosina-Nigrosina para viabilidad seminal.

\

Nota. Espermatozoides blancos considerados vivos, los tefiidos con eosina

(rosados) como muertos. Observacion con el lente 40x.

Anadlisis de datos
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Se emplearon 5 animales para la obtencion de la muestra, con 3 repeticiones

por animal. Para cada muestra obtenida se analizaron 5 tratamientos en 5 tiempos

distintos (Oh, 6h, 12h, 24h, 36h)

La nomenclatura usada para cada muestra es la indicada en la Tabla 8.

Tabla 8

Nomenclatura usada para nombrar cada alicuota a analizar

Semental Antioxidante Repeticiones (R1,R2,R3)
Oh 6h 12h 24 h 36h
Vitamina A Shl1, SrhA1R1, SAR1,  ShAsRi, ShAR.
(A) Shl2, SnA1Rz, SnA2Rz, SrAzR2, SnA4R,
Semental - Sy Shls ShAIR; ShAR3 S, AsRs S AR
(n=1,2,3,405) ——
Vitamina C Shl1, SnCiR1, SnCsRi1, SnCsRu, S.CaR1,
©) Snlz, SnCiRz, SnC2Rz, SnCsRz, SnCsR2,
Snls SnCiR3 ShCoRs S,CsR3 SnC4R3
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Vitamina E (E) Snli, SnEiRi,  SnE2Ri,  SnEsRi,  SnE4R,
SHIZ,S SnElRZ, SnE2R2, SHESRZ, SnE4R2,
1l3 S:E1Rs S,E»R3 S.E3sR3 ShE4R3
Selenio (Se) Shl1, S.SeiRi, SnSesR:i, SnSesRi, SnSesR
Shl2, SnSe1R2,  SnSez2Rz,  SpSesR;, L
Shls SnSeiR3 SiSesR;  ShSesRs SnSesR
2,
SnSesR
3
Control (N) Snli,  SaNiRi,  SaN2Ri,  SnN3Ri,  SnNiR1,
Shlz, SniNiR2,  SnN2R2,  SnNsRq, SiN4R2,
Shls SnNi1R3 SnN2R3 SnN3R3 SnNsR3

El andlisis estadistico para los datos de volumen, concentracién y morfologia

inicial se realiz6 mediante estadistica descriptiva, mientras que para el analisis de

motilidad total, motilidad progresiva y viabilidad se realizé un disefio completamente

al azar (DCA) dispuesto en un arreglo bifactorial 5x5, como factores el Antioxidante

(Niveles: A,C,E,Se,N control) y el tiempo de preservacion (Niveles: Oh,6h,12h,24h).

Con los datos obtenidos se realizé una prueba Shapiro Wilk para verificar

normalidad, una vez cotejado ello se procedié a realizar una prueba ANOVA de dos

vias de medidas repetidas. Para la comparacion de medias contra el grupo control

se realizé la prueba de Dunnet.

Para el andlisis y las gréaficas estadisticas se uso el software GraphPad

Prism 9 con los parametros antes mencionados.
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Capitulo IV: Resultados y Discusion

Evaluacién seminal inicial.

Los promedios de los pardmetros iniciales obtenidos en este trabajo fueron
0,77 mL para el volumen seminal, 1,63 * 10° espermatozoides/mL para la
concentracion, pH=7, asi mismo el porcentaje de morfologia anormal fue de 16,6 %,
la viabilidad, motilidad total y motilidad progresiva seminal iniciales fueron de 89,4%,
86,4% y 78,9% respectivamente (Tabla 9). Estos valores iniciales, a excepcion de la
concentracion, se encontraron en el rango esperado segun (Maldonado et al., 2018;
Vera & Ricarte, 2015; Tabarez, 2014;Nifio, 2013) que proponen como valores
adecuados un volumen mayor o igual a 0,40 mL, pH de 7 a 7,5, porcentaje de
morfologia anormal menor al 30%, motilidad total y viabilidad mayor a 80% y

motilidad progresiva mayor a 75%.

Tabla 9

Valores obtenidos de volumen, pH, concentracién, morfologia anormal y color por semental

Semental
Variable Sementall  Semental Semental Semental Semental 5 Promedio
2 3 4

Volumen (ml)  0,50+0,06 0,50+0,06 0,87+0,09 0,60+0,06 1,40+0,2** 0,77+0,17
pH 7 7 7 7 7 7
Concentraciéon 1,79+0,01 1,78+0,01 1,73%0,02 1,68+0,01 1,19+0,02**** 1,630,111
(esperm/ml
*109)

Morfologia 7,17+0,88**** 13,83+0,88 16,67+1,01 27,33+0,6 18+0,29**** 16,6+3,27
anormal %

Color BL BL BL Amarillento  Amarillento  --—---
Viabilidad% 90,33+2,08 89,33+0,58 89,67+1,15 89,33+0,58 86+1,53 88,93+1,69
MT% 87,67+2,52 86,33+0,58 86,33+0,58 84,33+0,58 87,33+1,53 86,40+1,3
MP% 81+2,0 77,33+0,58 78%1,0 77,33+0,58 81+2,65 78,87+1,98

Nota. BL = Blanco lechoso, MT = Motilidad total seminal, MP = Motilidad progresiva seminal.

*xk #** En la fila indican diferencia significativa con respecto al grupo control (* p < 0.05,
**p<0.01, ***p<0.001).

Los valores obtenidos se asemejan a los valores iniciales obtenidos por

Vieira Neto et al., (2017) y Malebogo et al., (2015) que obtuvieron un volumen
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también de 0,77 mL, morfologia anormal de 26%, motilidad total de 85%. Sin
embargo la concentracion seminal obtenido en este estudio se encuentra por debajo
de la media en comparacion al valor de otros trabajos realizados, cuyos valores van
en rangos desde 2 a 6 x 10° espermatozoides/mL (Gibbons et al., 2017; Hafez &
Hafez, 2002; Maldonado et al., 2018). Esto podria deberse a la técnica usada para la
extraccién seminal, de acuerdo con Abril-Sanchez et al., (2018) la electroeyaculaciéon
produce eyaculados de mayor volumen y menor concentracién de espermatozoides
gue los obtenidos por el método vagina artificial (VA), pero no afecta la motilidad de
los espermatozoides. En el trabajo de Malebogo et al., (2015) que compara el
método de vagina artificial con el de electroeyaculaciéon para extraccién seminal en
caprinos se observa que con el método de VA se obtiene un valor promedio de
volumen seminal de 0,5 mL frente al valor de 1,1 mL con electroeyaculacion, asi

mismo la concentracion varia de 6,36 a 4,63 x 10° espermatozoides/mL.

En cuanto al color, aunque se trate de una variable subjetiva, la coloracion
seminal descrita en este trabajo como “Blanco lechoso” o “Amarillento” se puede
comparar con aquellas descritas por Salviano & Torres De Souza, (2015) que
definen la coloracion seminal como “Blanco grisaceo” y “Amarillo” a aquellas de

correcta calidad seminal.

Para la variable pH todas las muestras se mantuvieron en el rango de
neutralidad (pH=7), valor similar con los resultados obtenidos por Yodmingkwan et
al., (2016). De igual manera Liu et al., (2016) afirma que los valores éptimos de pH
para semen caprino se encuentran en el rango 7,0 a 7,5. Sin embargo, en este
trabajo debido a que se hizo uso de tiras de medicion de pH no se pudo obtener

datos mas precisos sobre este valor.

Respecto a los resultados obtenidos por semental, en este trabajo se
analizaron las muestras seminales de 5 sementales de edades (11, 13, 33 meses) y

diametro testicular diferentes (6, 6.5, 8.5, 9 cm). De acuerdo a Leboeuf et al., (2020)
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la calidad seminal puede variar segun factores como la edad, peso, la ubicacién
geogréfica, la temporada y la raza. En un estudio de Mia et al., (2013) en donde se
ha comparado estos efectos en cabras de la raza Bengal Negra, se ha observado
que la variabilidad de volumen y concentracion seminal seguin la edad entre machos
de 9 a 36 meses oscila entre 0,46 a 0,72 mL y entre 2,42 a 2,76 * 10°
espermatozoides/mL. Asi mismo se encontré que el peso del semental (12 - 30 kg)
influy6 en los volimenes de semen obtenidos su estudio que fueron de 0,40 — 0,62
mL, respectivamente, sin embargo, no observo diferencia en la concentracion

obtenida segun esta variable.

En el caso de la cabra criolla Chusca Lojana, animal de este estudio el
volumen obtenido del semental 5 (1,4 mL) fue mayor en comparacioén a la de los
otros sementales: 0,50, 0,87 y 0,60 mL. Sin embargo, todos los volimenes se
mantuvieron en el rango esperado (0,4 - 116 mL). Por otro lado, la concentracion en
este semental fue de 1,19 * 10° espermatozoides/mL menor en comparacion al resto
(1,79, 1,78, 1,73 y 1,68* 10° espermatozoides/mL). Este macho tiene 13 meses de
edad, peso de 36,8 Kg y didmetro testicular de 13 cm factores que en su conjunto
pudieron haber influido para que haya esta diferencia de volumen y concentracion
respecto a los otros animales analizados. Asi mismo de acuerdo con Tabarez et al.,
(2017) al realizar un andlisis de la calidad del semen fresco de los machos de la
cabra Blanca de Rasquera mostraron que la edad del macho tuvo un efecto sobre el
volumen de los eyaculados y sobre la integridad funcional de la membrana
espermatica con valores mas altos observados en machos de dos afios. Sin
embargo, en este caso se observé el valor mas alto para el macho de un afio,

mientras que con el semental de dos afios se consiguieron 0,5 mL.
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Figura 13

Comparacion de los volimenes y concentracion obtenidos por cada semental
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Nota. Diagramas de barras flotantes que representan los resultados obtenidos de n=
3 muestras por semental para volumen y concentracién en comparacion a los
valores del grupo control.

La morfologia por otra parte fue mayor en uno de los sementales de menor
edad (S5) y menor para el mayor de ellos (S1). Sin embargo, todos los valores
obtenidos para esta variable se encuentran en el rango de entre 5 a 30% como se
observa en la Figura 14. Trabajos realizados en cabras, toros y en humanos (Judy
Felton-Taylor et al., 2019; Kumar et al., 2017; Maldonado et al., 2018; Vilakazi &
Webb, 2014), indican que la edad también puede ser un factor determinante para la
cantidad de anormalidades encontradas, machos muy jévenes o muy viejos pueden
presentas mayor porcentaje de anormalidad morfolégica seminal, asi mismo Lekan
& Suleima, (2013) mencionan que las caracteristicas morfolégicas de los
espermatozoides también estan influenciadas por otros factores como la
composicion genética y la etapa fisiolégica del animal, su nutricién, peso, factores

climaticos y su estado de salud.
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Figura 14
Porcentaje de la morfologia anormal seminal de cada semental
Morfologia anormal
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Nota. Diagramas de barras flotantes que representan los resultados obtenidos de n=
3 muestras por semental para el porcentaje de morfologia anormal en comparacion
a los valores del grupo control.

Las anormalidades encontradas en este estudio consistieron en cabezas
desprendidas, colas enrolladas, gotas citoplasmaticas, colas dobladas (zona distal y
proximal) (Figura 15). Estos resultados son similares a los obtenidos por Gororo et
al., (2019) a excepcién que en este trabajo no se observaron colas dobles. Las
anormalidades morfolégicas de acuerdo a Salviano & Torres De Souza, (2015)
pueden dividirse en primarias (causadas durante el proceso espermatogénico) o
secundarias (que afecta al esperma una vez formado). En este trabajo se
observaron en su mayoria anormalidades secundarias (colas dobladas) (Tabla 10).
Segun Ambali et al., (2018) este tipo de anomalias espermaticas pueden deberse a
un trastorno de los tubulos seminiferos, durante la eyaculacién o en la manipulacion
de la muestra seminal, incluida la excesiva agitacion, sobrecalentamiento o

enfriamiento rapido, mezcla de agua, orina o antiséptico en el semen.



Figura 15
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Anormalidades espermaticas encontradas en las muestras seminales.

C

S

Nota. A. Espermatozoide normal, B. Flecha blanca indica gota citoplasmatica, C. Flecha blanca
superior indica cabeza desprendida e inferior sefiala cola enrollada, D. Flecha apunta zona de
pieza media distal doblada, E. Flecha blanca sefiala pieza principal doblada, F. Flecha blanca
indica la anomalia denominada diadema, G. Flecha apunta al espermatozoide con cabeza grande.

Tabla 10

Valores obtenidos de las anormalidades morfol6gicas encontrada.

Sementales Semental 1 Semental 2 Semental 3 Semental4 Semental 5
Repeticiones Ri R Rz Ri R Rz Ri R» Rz Rt R» Rz Ri R Rs
Cabeza 1 1 1 2 1 2

o © _gigante
i L Diadema 12 7 6 5 2 3 1
2y S
© ©
Ew s _Colaenrollada 2 1 1 3 2 2 1 1 2 1 2
° £ 5 "Gotaproximal 1 2 1 3 3 4 3 4
<a O
1 1 2 1 1 3 1 3 1
ﬁ Cabezas
0 o normales
< »w & desprendidas
g8 _©
%fg Pieza media 1 4 11 13 4 15 6 8 18 8 5 3 2
Ec  _distal doblada
28 8 Pieza principal 1 5 9 14 11 19 17 17 32 38 40 31 28 35
(7]

doblada

Total células
anormales/200

15 11 17 25 31

27 37 30 33 54 53 57 37 35 36

Por otro lado, todos los valores de viabilidad, motilidad total y motilidad

progresiva seminal por semental se encontraron en los rangos establecidos como

control, como se puede observar en la Figura 16. Es decir, para la viabilidad y
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motilidad total los valores fueron mayores o iguales al 80% y para motilidad

progresiva los valores fueron mayores al 75%.

Figura 16

Viabilidad, motilidad total y motilidad progresiva seminal iniciales por semental.
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Nota. Diagramas de barras flotantes que representan los resultados obtenidos de n= 3

muestras por semental para viabilidad, motilidad total y motilidad progresiva seminal en

comparacion a los valores del grupo control.

Los resultados obtenidos en este trabajo respecto a la evaluacion inicial son

considerados positivos ya que como lo menciona (Mellado, 2020) valores seminales

dentro del rango esperado permiten tener mayor confianza de que los procesos de

conservacion y posterior inseminacion artificial seran exitosos asi como también

permite identificar a aquellos machos que proporcionan las muestras como mejor

calidad seminal.

Evaluacion de motilidad seminal total, progresivay viabilidad seminal.

Los datos analizados de las variables motilidad seminal total, progresiva y

viabilidad seminal mostraron que existe diferencia significativa entre los tiempos post

colecta a las 6,12,24 y 36 h en comparacion al tiempo Oh para cada tratamiento
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(p<0.0001) (Figura 17). Ademas, se observé influencia del tiempo en la viabilidad
seminal F (2,694, 10,78) = 531,9; p<0,0001, en la motilidad total F (1,700, 6,802) =

297,1; p <0,0001 y en la motilidad progresiva F (1,740, 6,959) = 169,6; p<0,0001.

Resultados esperados, ya que como lo indica Gororo et al., (2019) el tiempo
tiene un efecto grande y significativo sobre la pérdida de la calidad del semen. La
pérdida de calidad seminal con el tiempo es inevitable para los espermatozoides, ya
gue son células catabdlicas con poca o ninguna capacidad de recuperacion. En
especial la calidad de los espermatozoides que se mantienen in vitro se ve
rapidamente disminuida por el agotamiento de la energia y los nutrientes, la
generacion de especies reactivas de oxigeno y los cambios en las condiciones
osmoticas a lo largo del tiempo. Asi mismo como lo mencionan (Subhan, Khan,
Mushtaq, & Sultan, 2013) el almacenamiento seminal ya sea fresco, en refrigeracion
o congelacién suele provocar dafio ultraestructural, bioquimico y funcional a los
espermatozoides, lo que resulta en una reduccion de la motilidad, viabilidad,

fertilidad y transporte deficiente.
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Figura 17

Influencia del tiempo en las variables viabilidad seminal, motilidad total y motilidad progresiva
seminal.
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Nota. Diferencia estadisticamente significativa ANOVA de dos vias seguido por la prueba de

comparacion multiple Dunnet: * p < 0.05, **p<0.01, *** p < 0.001, ****p<0.0001.

En cuanto al analisis de los antioxidantes, se observé que existié influencia

de este factor en las variables de calidad seminal analizadas: viabilidad seminal (F



64

(2,182, 8,726) = 32,47; p <0,0001), motilidad total (F (1,805, 7,222) = 38,46,
p=0,0002) y motilidad progresiva (F (1,676, 6,702) = 29,33; p =0,0006). Asi mismo
hubo interaccién entre estos factores.

Mediante el analisis del porcentaje de motilidad seminal total, motilidad
progresiva y viabilidad seminal se pudo observar que con el uso de vitamina E (0,95
MI/mL) y con el Selenio (1 pg/mL) las muestran seminales conservadas a 5°C
prolongan su calidad en niveles 6ptimos por las 36 horas de andlisis a diferencia del
grupo control y de los otros dos tratamientos (vitaminas A y C) con los que en
comparacion se obtienen valores inferiores en el analisis de estos parametros.

Mellado, (2008) manifiesta que una muestra seminal sea considerada
satisfactoria posee un porcentaje de motilidad superior al 70% o mayor a 3 puntos,
asi mismo Urefa, (2018) propone que la viabilidad seminal posea porcentaje mayor
al 70 u 80%, mientras que Vera & Ricarte, (2015) sugiere que la motilidad progresiva
es considerada como adecuada al ser mayor al 60%.

En el caso de la viabilidad seminal, a las 36 horas de analisis se obtuvo un
valor de 71,6% para el grupo control, a diferencia del 74,1% y del 74,5% obtenidos
para la vitamina E y el selenio respectivamente (Figura 18), es decir existié una
diferencia de 3%, lo que represent6 una diferencia significativa para ambas variables
(**p<0.01). Similares resultados se han observado por Tabatabaei et al., (2011) que
evaluaron la efectividad de la vitamina E para la preservacion de semen de gallo a
4°C, en este caso la viabilidad en su estudio mostro valores mayores para las
muestras suplementadas con la vitamina en comparacion al grupo control a las 24h
de evaluacion. Para el caso del selenio, en el trabajo realizado por Tareq et al.,
(2010), la suplementacién seminal con este elemento permitié una mayor viabilidad

en muestras seminales de porcino a las 3 horas de evaluacion.

En el caso de la vitamina A (2ug/mL), no se observaron cambios

significativos para su efecto en la viabilidad seminal, aunque el valor obtenido



65

(72,1%) resulté ligeramente superior al grupo control (71,6%). Estos resultados
tienen relacién con los obtenidos con Maya-Soriano et al., (2013) en donde se
analizo el efecto de esta vitamina a diferentes temperaturas (4°C, 22 °C, 32 °Cy
41.5 °C), para la temperatura de 4°C ,similar a la usada en este trabajo (5 °C),
tampoco se observé que haya influencia de la vitamina A en la viabilidad seminal, sin

embargo si se observaron valores positivos a los 41,5°C.

La vitamina C (8,5 mg/mL) por otro lado si bien no mostro diferencia
significativa en su efecto en la viabilidad seminal, los valores tendieron a ser
menores que comparados al grupo control. Esto puede deberse a que como lo
explica Vasconcelos et al., (2013) la vitamina C puede llegar a actuar como
prooxidante. En presencia por ejemplo de metales de transicion este elemento hace
gue los radicales sean altamente reactivos y mas destructivos lo que conllevaria a la

produccion de mas radicales libres.
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Figura 18

Efecto de los tratamientos en la viabilidad seminal.
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Nota. A. Curvas de viabilidad seminal a través del tiempo y con cada tratamiento. B.
Diagrama de barras del efecto de los tratamientos y en los distintos tiempos. Los
resultados son las medias + SD. Diferencia estadisticamente significativa ANOVA de
dos vias seguido por la prueba de comparacién multiple Dunnet: * p < 0.05,
**p<0.01.

Con respecto al porcentaje de motilidad total, este también fue superior con
los tratamientos de vitamina E (0,95 yl/mL) y Selenio (1 ug/mL) respecto al grupo
control a partir de las 12h de conservacion. Ademas, si bien a las 12 y 24 h existio

diferencia significativa (p < 0.05), a las 36 h se observé un mayor porcentaje de
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motilidad total respecto al grupo control (68,1%) tanto para la vitamina E (71,5%)
como para el Selenio (71,5%), es decir una diferencia de 3,4% (Figura 19). Asi
mismo si analizamos los datos obtenidos de acuerdo con la escala subjetiva
propuesta por Hafez & Hafez, (2000) (Tabla 11), los valores de motilidad total
obtenidos con ambos antioxidantes son considerados como “buenos” a diferencia de

los obtenidos con el resto de los tratamientos considerados como “regulares”.

Estudios realizados por Asmarawati & Yuwanta, (2010) para la conservacion
seminal de gallo a temperatura de 4°C, también obtuvieron valores favorables para
la variable de motilidad total al usar 0,21mM por un rango de 72 h, sin embargo a
partir de las 24 horas el declive de esta variable es mayor. Asi mismo en un estudio
realizado en semen de urogallo preservado por 24h a 4°C se observa que con el uso
de selenio (1 mg/mL) y de vitamina E (8 mg/mL) los valores de motilidad total se

mantienen superiores (Kowalczyk, Kleckowska-Nawrot, & Lukaszewicz, 2017).



Figura 19

Efecto de los tratamientos en la motilidad seminal total.
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Nota. A. Curvas de motilidad seminal total a través del tiempo y con cada
tratamiento. B. Diagrama de barras del efecto de los tratamientos y en los distintos
tiempos. Los resultados son las medias + SD. Diferencia estadisticamente
significativa ANOVA de dos vias seguido por la prueba de comparacion multiple
Dunnet: * p £0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Tabla 11

Valores obtenidos de motilidad total seminal para cada tratamiento segun escala
subjetiva de Hafez.
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Tiempo post

Motilidad Total Seminal
colecta (hrs)

Vitamina A  VitaminaC VitaminaE Selenio N (Control)

0 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno)
6 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno)
12 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno)
24 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno) 4 (Bueno)
36 3 (Regular) 3 (Regular) 4 (Bueno) 4 (Bueno) 3 (Regular)

Por otro lado, para el porcentaje de motilidad progresiva se observa
diferencia significativa a las 6,12 y 36h de conservacioén. La vitamina E (0,95 ul/mL)

fue mayor significativamente a las 6 y 36 h (p < 0.05), mientras que el Selenio
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(1Tpg/mL) lo fue a las 6, 12 y 36h (p < 0.05). La vitamina C (8,5 mg/mL) también
mostro diferencia significativa a las 6 h pero con valores inferiores al grupo control (p
< 0.05) (Figura 20). De manera similar a las otras variables analizadas la mayor
diferencia se dio a las 36 h post coleta, la motilidad progresiva para el grupo control
fue de 61,4% frente a los obtenidos con la vitamina E (63,4%) y el selenio (63,8%).
En este caso la diferencia obtenida entre tratamientos fue de 2%y 2,4% mas en
relacion con el control. Otros estudios han obtenido resultados similares con el uso
de Trolox, un analogo de la vitamina E, en semen de carnero y de caballo , (Mata-
Campuzano et al., 2014). Asi mismo en el caso de la implementacién de selenio en
semen de pavo, se observo mejores resultados de esta variable en comparacion al

grupo control (Dimitrov, Atanasov, Surai, & Denev, 2007).
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Figura 20

Efecto de los tratamientos en la motilidad seminal progresiva.
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Nota. A. Curvas de motilidad seminal progresiva a través del tiempo y con cada
tratamiento. B. Diagrama de barras del efecto de los tratamientos y en los distintos
tiempos. Los resultados son las medias + SD. Diferencia estadisticamente
significativa ANOVA de dos vias seguido por la prueba de comparacién maltiple
Dunnet: * p £0.05.

Segun Allai et al., (2018) la vitamina E es un potente eliminador de radicales
peroxilo y probablemente el inhibidor mas importante de la reaccién en cadena de la
lipoperoxidacion en animales. Asi mismo se cree que la funcioén de la vitamina E en
la eliminacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) esta involucrada en la
desaceleracion de la destruccion celular y los procesos de envejecimiento
(Muhammad, Zubair Mohsin et al., 2015). Estas caracteristicas podrian explicar
porque con este antioxidante se obtuvieron mejores resultados para estos
pardmetros, ademas en investigaciones realizadas en caprinos, asi como en otras
especies animales, similares resultados se han obtenido. Segun el andlisis realizado
por Soares et al., (2015) en semen caprino criopreservado, se obtuvieron resultados

positivos luego de 30 dias de conservacion. De igual manera Allai et al., (2018)
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informaron que la adicion de 1 o 2 mg de vitamina E en conservante a base de yema
de huevo/citrato mejord la motilidad y la integridad de la membrana del semen
refrigerado en carnero. De forma similar (2013) reportan resultados favorables en
semen ovino conservado a 5 °C por 120 h, mostrando una mejora de estas variables

desde la hora 6 de conservacion.

En cuanto al selenio en un trabajo realizado por Dorostkar, Alavi-Shoushtari,
& Mokarizadeh, (2012) en semen de bufalo se obtuvieron también resultados
positivos al preservar el semen a 4 °C por 120 min con concentraciones de 1y 2
pug/ml de selenio. Estos resultados son similares a los obtenidos en este trabajo
empleando la misma concentraciéon de selenio (1 ug/mL). Asi mismo se ha
demostrado que el uso de 1 a 2 ug/mL de selenio puede mejorar la calidad seminal
en ratones, humanos, ovejas o bovinos (Muhammad, Zubair Mohsin et al., 2015).
Los resultados favorables se podrian explicar porque como lo mencionan
tukaszewicz et al., (2020) el selenio forma parte de la estructura de la enzima
glutation peroxidasa, y junto con la vitamina E ayuda como antioxidante bioldgico y
mantiene la consistencia celular. Esta enzima protege las estructuras internas de las
células contra los radicales libres y es un antioxidante para los lipidos de la

membrana celular (Dorostkar et al., 2012).

En cuanto a los vitaminas Ay C, como se detalld, no se obtuvieron
resultados favorables, Memon et al., (2013) explica que la presencia de acido
ascorbico en los fluidos extracelulares ayuda en varios mecanismos involucrados en
la proteccion de la célula contra el estrés oxidativo, en algunos trabajos se ha
observado que ha concentraciones mayores a 2,5 mM la vitamina C ha
desencadenado efectos perjudiciales para las muestras seminales. Ejemplo de ello
se ha observado en trabajos en caballo, perro y humano (Michael et al., 2018;
Vasconcelos Franco et al., 2013). En esta investigacion se us6 una concentracion de

8mM (8,5 mg/mL) de vitamina C, la cantidad usada podria explicar el efecto
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desfavorable de este antioxidante para los parametros de motilidad total y motilidad
progresiva. Sin embargo, existen también estudios en donde si se ha logrado
obtener resultados favorables, en la investigacion de Memon et al., (2013)
obtuvieron valores de motilidad superiores al grupo control con concentraciones de
2,5y 8,5 mg/mL de &cido ascérbico en la conservacién seminal de esperma caprino
pre y post congelacion, de igual manera Ibrahim et al., (2013) lograron obtener
efectos positivos al aplicar 0,9 mg/mL de vitamina C para conservacién seminal de
ovino a 5°C. La variabilidad de resultados obtenidos con esta vitamina hace

necesario mayor numero de investigaciones.

Los efectos de la vitamina A en la motilidad seminal total como en la
progresiva tampoco tuvieron diferencia significativa. Andlisis realizados con esta
vitamina por Maya-Soriano et al., (2015) mostraron que la suplementacion con
retinol en el conservante no tiene ningun efecto beneficioso sobre la viabilidad,
motilidad, progresividad e integridad acrosémica y morfoldgica de los
espermatozoides de conejo usando concentraciones de 50, 100 y 200 uM, en este
caso se hizo uso de una cantidad mucho menor (6 uM), sin embargo, tampoco se

observaron resultados favorables para ninguna de las variables analizadas.

Ademas de la influencia del tiempo y los antioxidantes en la conservacion
seminal en refrigeracion, aqui analizados, variables como la temperatura de
refrigeracion empleada, el rango de dilucion y el conservante usados pueden tener
efecto en la calidad seminal. En cuanto a la temperatura escogida para este
protocolo, se ha observado que en su mayoria la preservacion seminal caprina de
corto plazo ha dado mejores resultados a 5°C en comparacion a otras investigadas
(El-Battawy, 2019; Paschoal et al., 2020; Salvador, Yéaniz, Viudes-de-Castro, Gémez,
& Silvestre, 2006). En un estudio de comparacién de la preservacion seminal caprina
a5° Cvs al7°C se demostrd que la calidad seminal a 5°C se mantuvo en niveles

significativamente mayores en cuanto a motilidad total (71,5%) en comparacion a lo
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obtenido con 17 °C (53,7%) (Sadeghi et al., 2020). La misma tendencia se observa
al analizar conservacion seminal caprina a temperaturas de 20, 25y y 38,5 °C (Xu et
al., 2017). De igual manera, este autor obtiene mejores resultados al realizar una
dilucién 1:10 de conservante:muestra seminal en comparacion a lo obtenido con
diluciones 1:2 y 1:3, Murphy et al., (2013) encontré que los espermatozoides en
especies de rumiantes como bovino, almacenados en diluciones mas altas
mostraron mayor viabilidad y consumo reducido de glucosa, mientras que Johinke,
Graaf, & Bathgate, (2015) explica que cuando los espermatozoides estan en
conservacion a altas concentraciones (baja dilucion), puede haber un incremento en
el estrés oxidativo induciéndose consecuentemente el dafio al ADN nuclear y
mitocondrial. En ese sentido el uso en este trabajo de la dilucién 1:10 es justificado.
Asi mismo el conservante usado (Triladyl®), al ser en base de uso comercial
(testeado) y en base a yema de huevo (5,6%) ha mostrado resultados satisfactorios
para conservacion seminal en bovinos, caprinos y ovinos tanto para preservacion en
refrigeracion como en congelacion (Rekha et al., 2018; por lo que mantiene la

calidad seminal.

Los resultados obtenidos con dos de los antioxidantes usados (vitamina E
(0,95 pl/mL) y Selenio (1 ug/mL)) mejoran el proceso de conservacion seminal con
fines de uso para programas de reproduccion por lo que su aplicacion para la
preservacion seminal de la cabra criolla Chusca Lojana a 5°C en diluyente comercial

Triladyl® es propuesto.
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Capitulo V: Conclusiones

Los antioxidantes con los que se obtuvo mejores resultados de calidad
seminal (motlidad total (>70%), motilidad progresiva (>60%) y viabilidad seminal

(>70%)) a través del tiempo (0-36h) fueron la vitamina E (0,95 pl/mL) y el Selenio (1

pug/mL).

Mantener una adecuada calidad seminal, en este caso caprina, es
indispensable para lograr un programa de inseminacion artificial satisfactorio. Debido
a ello y con los resultados obtenidos de calidad seminal antes expuestos, se
propone como protocolo de conservacion seminal el uso de los antioxidantes
vitamina E (0,95 pl/mL) o Selenio (1 ug/mL) en el conservante comercial Triladyl

(1:10) a una temperatura de 5°C en un rango de tiempo post colecta de 0-36 horas.

El semen caprino conservado con el protocolo propuesto en este trabajo
podré ser usado en los programas de reproduccién (inseminacion artificial),
principalmente para la inseminacion de cabras en celo que se encuentren en zonas
periféricas al lugar en donde habita el macho donante y por ende no se pueden

inseminar inmediatamente post colecta.

En cuanto a las pruebas seminales analizadas en el tiempo 0 se obtuvieron
valores aceptables en cuanto a volumen de eyaculado (0,5; 0,6; 0,87; 1,4 mL), pH
(7), color (Blanco lechoso, amarillo), porcentaje de anormalidades morfolégicas
(7,17, 13,83; 16,67, 27,33; 18), viabilidad seminal inicial (90,33%, 89,33%, 89,67%,
88,33%, 89,33%, 89,67%), motilidad total inicial (87,67%, 86,33%, 86,33%, 84,33%,
87,33%) y motilidad seminal progresiva inicial (81,00%, 77,33%, 78,00%, 77,33%
81,00%, 82,50%) para las muestras seminales obtenidas de los 5 machos
estudiados, sin embargo, la concentracién esperméatica se mantuvo por debajo de

los valores reportados en bibliografia para todos los sementales (2-6 x 10°
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espermatozoides/mL). Asi mismo la edad, peso del semental y método de colecta

podria ser un factor influyente para los datos obtenidos.

Los factores tiempo, antioxidante y su interaccion influyeron en la calidad
espermatica, en sus parametros de viabilidad (<0,0001; <0,0001; 0,0036) motilidad
total (<0,0001;0,0002; 0,0020) y motilidad progresiva seminal (<0,0001;0,0006;

0,0183).
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Capitulo VI: Recomendaciones

Con el objeto de mejorar el protocolo de conservacion seminal se
recomienda usar técnicas propuestas como favorables, como la extraccién del
plasma seminal en conjunto con la adicién de uno de los antioxidantes que dieron

resultados favorables y/o el uso de otros conservantes seminales.

Para obtener datos mas exactos de pH, se recomienda usar un

potencidmetro para su medicién.

De ser posible para la obtencién de informacién mas precisa en cuanto a
calidad seminal se recomienda analizar también parametros seminales como los
niveles de especies reactivas de oxigeno, la integridad del acrosoma, vigor (rapidez

con la que se mueven los espermatozoides) y potencial de membrana mitocondrial.
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