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RESUMEN

Gracias al crecimiento de la produccién ovina en Colombia, se buscan optimizar y mejorar
todos los procesos productivos y reproductivos de la misma, dentro de estos procesos esta el de
dilucion y conservacion de semen ovino. En el proceso de conservacion de semen ovino se sabe
que hay una pérdida de hasta el 50% de las células seminales, gracias a que los diluyentes
comerciales no previenen en su totalidad el dafio causado por todos los procesos de crio-

preservacion.

Teniendo en cuenta que hay estudios donde se ha usado la metformina para mejorar la calidad
del semen en ratones y humanos; en este proyecto investigativo se adicionaron 0 mg, 2.5 mg, 5
mg y 10 mg de metformina y se tomaron los datos a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la colecta
respectivamente. Para la evaluacion de motilidad y progresividad se analizaron tres campos que
tomé el software al azar para cada tiempo y concentracion del antioxidante, tomando un
promedio de 300 espermatozoides, la vitalidad se determiné mediante la técnica de tincién con
Eosina-Nigrosina por conteo de 100 espermatozoides en un microscopio de luz con
magnificacion de 400X, y se clasificaron como vivos los espermatozoides traslucidos y como

muertos los coloreados parcial o totalmente.

Con esta investigacion se logro determinar que la motilidad en funcién de la progresividad y
velocidad presenta resultados favorables con niveles de inclusion de 5 mg de metformina hasta
las 72 horas, para la variable vitalidad de las células espermaticas a medida que el tiempo

aumenta los porcentajes de supervivencia decrece de manera similar para cada tratamiento.

Palabras claves: caracteristicas seminales, metformina, semen ovino, viabilidad espermatica.
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SUMMARY

Thanks to the growth of sheep production in Colombia, they seek to optimize and improve all
the productive and reproductive process of the same, within these processes is the dilution and
conservation of sheep semen. In the sheep semen preservation process it is known that there is a
loss of up to 50% of the seminal cells, thanks to the fact that commercial diluents do not

completely prevent the damage caused by all cryopreservation processes.

Bearing in mind that there are studies where metformin has been used to improve semen
quality in mice and humans; In this research project 0 mg, 2.5 mg, 5 mg and 10 mg metformin
were added and the data were taken at 0, 24, 48 and 72 hours after collection respectively. For
the evaluation of motility and progressivity, three fields were analyzed that the software took at
random for each time and concentration of the antioxidant, taking an average of 300 sperm, the
vitality was determined by the technique of staining with Eosin-Nigrosine per 100 sperm count
in a light microscope with 400X magnification, and translucent sperm were classified as alive

and partially or totally colored as dead.

With this investigation it was possible to determine that motility based on progressivity and
speed has favorable results with inclusion levels of 5 mg of metformin until 72 hours, for the
variable vitality of sperm cells as time increases the percentages of Survival decreases similarly

for each treatment.

Keywords: seminal characteristics, metformin, sheep semen, sperm viability.
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Introduccion

En Colombia las ganaderias ovinas, que comenzaron como una tradicion cultural y
gastronomica han tomado fuerza con el paso del tiempo, la especie ovina tiene una importante
funcion social para la poblaciéon rural y comunidades indigenas del territorio nacional al
proporcionar alimento y ser un medio para el mantenimiento cultural y econdémico; actualmente
esta cadena productiva esta conformada aproximadamente por 1 millon 297 mil 118 ovinos a
nivel nacional, segin datos otorgados por la Asociacion de Criadores de Ganado Ovino de

Colombia, Asoovinos (contextoGanadero.,2017).

Es importante tener en cuenta que en los Gltimos afios la actividad ha avanzado en cuanto a la
industrializacion, estableciéndose criaderos con alto potencial genético, en donde el uso de la
biotecnologia reproductiva es evidente, se han implementados programas de celos inducidos,
inseminacién artificial (1A), trasferencia de embriones, obtencién de pajillas, entre otros,
haciéndose necesario el uso de diluyentes comerciales para prolongar la viabilidad de las células

espermaticas y aumentar el rendimiento de un eyaculado (Godoy Guldman., 2011).

Por otra parte, los estudios androldgicos, son fundamentales ya, que permiten verificar la
calidad del semen de cualquier especie (incluido del ser humano), garantizar el éxito
reproductivo y la transferencia de las caracteristicas genéticas en las siguientes generaciones. En
los Gltimos afios, se han realizado adelantos significativos en la técnica de conservacion (Roca et
al., 2000; Nagy et al., 2002; Lopez-Gatius et al., 2005) del semen ovino, sin embargo, la
fertilidad y prolificidad son inferiores a las que se obtienen con semen fresco (Viudes de Castro y
Vicente, 1996). Uno de los factores que determinan el éxito de la IA en fresco, es el uso de

diluyentes naturales o sintéticos que permiten el fraccionamiento del eyaculado en varias dosis y



mantienen la viabilidad de los espermatozoides; sin embargo, los diluyentes comerciales no
alcanzan a proteger en un 100% la integridad de las células espermaticas, generandose dafos
considerables durante los procesos de conservacion, condicion que se ve reflejada en la

viabilidad del semen para los procesos de inseminacion artificial.

La metformina es un medicamento usado en tratamientos para diabetes tipo 2, este
medicamento es un antioxidante y ya se a usado para mejorar la calidad seminal; segun (Wen-jie
YanYang et al/2015) “La intervencion con metformina mejord los parametros del semen en

ratas”.

Teniendo en cuenta lo anterior, la presente investigacién platea como objetivo evaluar las
caracteristicas seminales (vitalidad y motilidad) de ovinos, utilizando diferentes concentraciones

de netformina como antioxidante en un medio de preservacion comercial.



1. Problema de investigacion

1.1. Planteamiento del problema

En Colombia son pocos los programas de mejoramiento genético en los ovinos, ya que este
tipo de produccion tiene un mercado local, limitando el continuo desarrollo e industrializacion de
la actividad (Ocampo., 2014); desde sus inicios la produccion ovina ha estado vinculada a una
economia de subsistencia, relacionada con sistemas de produccion tradicionales y artesanales,
en donde hay una baja utilizacion de tecnologias, los hatos ganaderos se encuentran conformados
por un bajo nimero de ejemplares y el genotipo es basicamente por sangre criolla en un 80 a 85
% , mestizos en un 10 a 15% y solo el 5% corresponde a animales de razas puras, dependiendo

de la zona en que se encuentran las explotaciones (Grajales & Tovio., 2010).

La conservacién de semen ovino, con buenas técnicas de manejo aporta diversas ventajas en
una explotacion, ya que optimiza la utilizacion de un eyaculado teniendo en cuenta que en los
ovinos es comun encontrar volimenes de semen desde los 0,3 ml hasta 2,1 ml logrando cubrir un
nimero mayor de hembras por inseminacion artificial en un mismo dia o periodo y la

conservacion de este, por un tiempo mayor (Yaniz et al., 2015; Rubio-Guillen., 2017).

La dilucion, refrigeracion y conservacion del semen ovino es una técnica que actualmente se
estd implementandose con mayor frecuencia en Colombia con el fin de mejorar el rendimiento
del mismo; seguin estudios las células espermaticas en este proceso sufren dafios hasta en el 50%
de ellas (Rubio-Guillen, 2017), la motilidad espermatica es un buen indicador de la viabilidad del
semen y por ende su relevancia para la fertilidad (Quintero-Moreno 2003). Teniendo en cuenta

que los diluyentes comerciales para semen ovino no previenen en su totalidad los dafios causados



por dicho proceso de dilucion y refrigeracion en la motilidad y viabilidad, se realizd la presente
propuesta de investigacion usando metformina como antioxidante o coadyuvante de un diluyente

comercial para mejorar los pardmetros espermaticos (motilidad y vitalidad).

1.2. Justificacion

El crecimiento de la competencia productiva y el desarrollo de las producciones llevan a la
tecnificacion de las explotaciones ovinas, asi como la aplicacion de biotecnologias
reproductivas, que permitan mejorar la calidad genética de los ejemplares, esto ha hecho que los
productores se enfoquen en la planeacion y desarrollo de programas de mejoramiento genético,
donde se hace necesario la implementacion de practicas reproductivas, como la congelamiento
de semen, entre otros; aunque la aplicacion de estas practicas ha tenido algunas limitantes
relacionadas con el dafio a las células seminales por el manejo, dilucién y conservacion del

mismo.

Mediante la criopreservacion del semen se logra rescatar caracteristicas genéticas deseadas de
una especie (Hafez, 2003); para el caso de los ovinos, en Colombia se ha buscado mejorar las
explotaciones, de manera que sean rentables, eficientes y que contribuyan a la economia del pais
(Grajales & Tovio, 2010); es asi como la implementacion de la inseminacion artificial, ha
desempefiado un papel importante, al disminuir los costos en la adquisicion de sementales
genéticamente mejorados y al lograr que un mayor numero de hembras puedan ser servidas con
el eyaculado de un solo macho ( al rentabilizar el semen, implementando medios de preservacion
ya sea para ser utilizado en el momento de la obtencion del eyaculado o para conservarlo por
prolongados periodos de tiempo). Sin embargo, en el proceso de dilucion y conservacion del

semen ovino se pierde cerca del 50% del material seminal por dafios, ya que los diluyentes



comerciales no previenen en su totalidad los dafios por este proceso. Teniendo en cuenta lo
anterior, el presente trabajo se enfoco en investigar alternativas para reducir los dafios por la
dilucién y conservacion de semen ovino, agregando al proceso como un coadyuvante del

diluyente la metformina.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la metformina sobre las caracteristicas espermaticas (vitalidad y

motilidad) en semen ovino refrigerado.

1.3.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de los niveles de metformina sobre la progresividad espermatica (estaticos,

moviles progresivos y moviles no progresivos) en semen ovino refrigerado.

Evaluar el efecto de los niveles de metformina sobre la velocidad de células espermatica

(estaticos, lentos, medios y rapidos) en semen ovino refrigerado.

Determinar la interaccion entre los niveles de metformina a evaluar y el tiempo de

refrigeracion del semen ovino.

1.4. Formulacién del Problema

¢Existiran efectos en las caracteristicas espermaticas (vitalidad y motilidad) al utilizar
diferentes porcentajes de metformina en el diluyente comercial y estas células espermaticas al ser

sometidas diferentes tiempos de refrigeracion?



1.5. Hipdtesis de Investigacion

1.5.1. Hipotesis nula 1

Los niveles de metformina no afectaran las caracteristicas espermaticas del semen ovino

refrigerado.
1.5.2. Hipotesis alternativa 1

Los niveles de metformina afectaran al menos una de las caracteristicas espermaticas del

semen ovino refrigerado.
1.5.3. Hipotesis nula 2

Los tiempos de refrigeracion del semen ovino con diferentes niveles de inclusion de

metformina no afectaran las caracteristicas espermaticas.
1.5.4. Hipotesis alternativa 2

Los tiempos de refrigeracion del semen ovino con diferentes niveles de inclusion de

metformina afectaran al menos una de las caracteristicas espermaticas.



2. Marco Teorico

2.1. Generalidades de la especie ovina

Los ovinos son pequefios rumiantes con capacidad de transformar forrajes de diferentes tipos,
aun los de mala calidad. Por su gran adaptacion, los ovinos pueden ser criados en todos los
climas, aunque para ello serd necesario elegir la raza o tipo de animal mas adecuado para una
region dada. La cria de ovinos proporciona multiples productos a la familia: carne que contiene
proteinas de alta calidad y que puede cubrir los requerimientos proteicos y de hierro en los nifios;

leche para la elaboracion de queso; lana y estiércol (abono). (Garcia, 1998)

Los ovinos presentan unas caracteristicas especiales a diferencia de las otras especies de
produccién domeéstica en el pais tales como la facil explotacion extensiva, su facil adaptabilidad
y de buen uso de los recursos forrajeros, ser una especie bastante instintiva (busqueda de
alimento y abrigo), buena aptitud materna, ademas, todos los afios entrega algun producto
terminado (carne, lana) y hay gran diversidad de razas, lo que permite adaptarse a diferentes
condiciones agroclimaticas en el pais. El beneficio nacional de cabras y ovejas, es un niumero
que puede variar debido al faenamiento de animales en forma artesanal, ademas, la faena de
estos animales es muchas veces realizada en deficientes condiciones higiénicas. (Moreno &

GrajaleS, 2008)

La cadena de Ovino y caprina en Colombia se caracteriza por una estructurada interaccion
entre sus eslabones y esta dividida en dos sistemas de produccion. El primero se dedica a la

produccidn de carnicos y productos artesanales. El segundo sistema se dedica a la produccién de



leche y sus derivados. Es comudn encontrar productores dedicados a los dos sistemas productivos.

(MINISTERIO DE AGRICULTURA Y DESARROLLO RURAL, 2010).

La lana y los subproductos pasan a otro eslabon importante de la cadena que es el
comercializador que se encarga de la distribucion de los diferentes productos provenientes de
este proceso para llegar por ultimo al consumidor final. (MINISTERIO DE AGRICULTURA Y

DESARROLLO RURAL, 2010).

Estos son animales gregarios; acostumbran a permanecer juntos mientras pastorean y se
asustan si son separados del grupo. Son animales sociales y generalmente estan pendientes unas
de las otras. Normalmente tienen un lider al que siguen y las crias tienden a seguir a los animales
adultos. En una granja pueden ser animales muy tranquilos. La dieta usual de estos animales es

forraje, semillas, ensilaje y heno, aungue pueden consumir granos. (Barrios, 2007).

Por su gran adaptacion, los ovinos pueden ser criados en todos los climas, teniendo en cuenta
algunas caracteristicas de las razas para situarlas apropiadamente en un clima especifico, con la
precaucion en cualquier caso de no proporcionar ambientes con exceso de humedad. Una oveja
puede vivir mas de diez afios y su vida Gtil puede iniciar desde los primeros dias de vida en el
caso de algunas razas de piel, hasta los 8 0 9 afios que estan en capacidad de reproducirse.
Poseen cabeza bien modelada, regular tamafio, orejas pequefias y delgadas, ojos grandes y vivos,
dorso fuerte con extremidades delgadas y largas pezufias resistentes. La ubre es bien desarrollada
con pezones de buena conformacion; su cola delgada y bien implantada. (MINISTERIO DE

AGRICULTURA'Y DESARROLLO RURAL, 2010).



2.1.1. Clasificacion

Alrededor de 11000 afios a.C y 8000 afios a.C, entre las primeras especies animales estaban
los ovinos, siendo estas especies muy utilizadas por el hombre desde la antigliedad,
explotandolas por sus carnes, leche, fibras, pieles y otros, entre los que se destacan el uso de sus
excretas como abono organico y para el control de los matorrales. En muchos paises
subdesarrollados contindan siendo los principales animales que cubren las necesidades del

hombre. (Castillo et al, 2006).

El origen de la domesticacion de la oveja se encuentra en el Oriente proximo, el cual hace
parte del territorio de Asia cercano al Mediterraneo, en el denominado creciente fértil. Las
pruebas arqueo zooldgicas sefialan que la domesticacion tuvo lugar en el 7000 a.C. se sabe que la
especie se origind a partir de la domesticacion del Muflén en Oriente. Este ovino tenia 52 pares

de cromosomas, existia dimorfismo sexual y la hembra no tenia cuernos (Vivas, 2013).

Los primeros colonizadores espafioles introdujeron las ovejas en Cuba las que se
multiplicaron rapidamente en los abundantes pastos de la Isla. Los colonizadores que se
establecieron en México, Honduras y otras regiones de las Américas, acudieron a Cuba para la
adquisicion de animales (Castillo et al, 2006). La primera entrada de ovinos a Colombia fue en el
afio de 1542, cuando Alonso Luis de Lugo importo un grupo de animales, entre ellos ovejas de la
raza churra. Hasta finales de los 30 en el pais solo habia ovinos criollos en el pais, los de pelo en
las zonas célidas, y el criollo de lana en la zona andina (Cuellar, 2011). Hacia 1940 el ministerio
de agricultura importo desde Inglaterra, los primeros ovinos de las razas Romney Marsh, Lincon

y Suffolk que se ubicaron en la finca Australia cercana a Usme, en Cundinamarca, Yy
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posteriormente se trasladaron a Narifio, teniendo en cuenta la tradicion ovina de este

departamento (Salazar, 2015).

En cuanto a la taxonomia las ovejas constituyen al género Ovis, forma parte de poblaciones
muy polimorfas, lo que ha provocado una variada y diferente taxonomia, considerando todas las
ovejas salvajes de Europa, Asia y América como una sola especie. Se distingue un total de cinco
especies: Ovis musimon, Ovis orientalis, Ovis ammon y Ovis nivicola en (Eurasia), y Ovis

canadienses en Norteamérica. (Vivas, 2013).

2.1.2. Razas ovinas en Colombia

Existen basicamente dos tipos de ovejas: de lana y de pelo. Las ovejas de pelo no requieren
esquila y normalmente se ubican en los terrenos calidos o templados. Una de las ovejas de pelo

mas difundida en Colombia es la que conocemos como “Camuro” que es de origen africano.

(Salazar, 2015).

Las ovejas de lana en Colombia se han utilizado principalmente como productoras de lana
para la industria artesanal, pero actualmente algunos criadores han reorientado los objetivos de la
cria hacia la carne, introduciendo genética superior para este fin y utilizando estas razas como

base genética para su mejoramiento (Barrios, 2006).

Entre las principales razas de ovinos en Colombia se encuentran: Ovino de pelo colombiano
OPC, Dorset, Pelibuey, Suffolk, Hampshire, Texel, Santa Inés. Razas de leche como Saanen,
Alpina, Lamancha, Toggenburg y en cuanto a razas de carne encontramos Boer, Nubiana,

Angora, Dorper, White Dorper, Charolais y kathadin. (Barrios, 2006).
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Durante las condiciones una vez terminada la primera guerra mundial, el desarrollo de
sistemas de produccion utilizando animales que hicieran posible la obtencion de crias en un corto
tiempo y con altos indices de crecimiento fue el motivo que dio inicio a la produccion ovina en el
Sur de Africa (Scanlon, 2013). Fue asi como se seleccionaron animales con las siguientes
caracteristicas: habilidad de parto en cuanto a una produccion de becerros de alta produccion de
carne y rusticidad. Adicional se convirtié en una prioridad obtener becerros que alcanzaran el
peso de sacrificio en 4 o 5 meses, adicional al frio, al calor excesivo, asi como lluvias
torrenciales y alta radiacion solar. La produccion ovina tiene potencial en paises tropicales ya
que durante esta seleccion también se tuve en cuenta que los animales sean eficientes en la

utilizacion de pastos de baja calidad (Scanlon, 2013).

La raza Dorper es capaz de desarrollarse en una amplia variedad de condiciones climaticas,
desde zonas éaridas a las zonas semi tropicales; tiene gran capacidad de conversion alimenticia,
obteniendo un maximo rendimiento con menos insumos; no son animales selectivos al momento
del pastoreo, consumiendo forrajes maduros y lignificados; son animales pequefios al nacer, pero
de precoz crecimiento y ganancia de peso llegando los 35kg promedio en un tiempo de 3.5 — 4
meses de edad sin ningun tipo de dificultad (Bulla, 2014). En condiciones 6ptimas se pueden
lograr pesos muchos mayores; son una de las razas mas fértiles, con larga temporada de cria;
presentan intervalos entre partos de 8 meses, con alta probabilidad de nacimientos multiples. Las
ovejas son excelentes productoras de leche y buenas madres y son animales que se adaptan
facilmente a un ambiente determinado, ya que tienen fuerte capacidad de supervivencia. Poseen

temperamento tranquilo con apariencia vigorosa (Bulla, 2014).
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Los corderos alcanzan excelentes pesos al destete llegando a los 36 kg entre los tres y cuatro
meses de edad. En la parte reproductiva se puede lograr tres partos por cada dos afios. Ademas,
son animales que se caracterizan por producir una piel de buena calidad, lo que tiene amplios

mercados y gran prestigio, lograndose hasta un 20% mas de ganancias (Bulla, 2014).

2.1.3. Produccién ovina en Colombia

El ovino en Colombia se utiliza para producir lana, cuero, carne, y en algunas zonas, también
leche. Posee temperamento tranquilo y su instinto gregario constituye una ventaja para el
manejo. Por ser un animal doméstico de miles de afios de antigliedad, existen en el mundo gran
cantidad de razas ovinas con gran variacion en cuanto a las caracteristicas y aptitudes para las
mas diversas producciones (Espinal et al., 2006). La difusion mundial que posee se debe a su
resistencia y adaptabilidad al medio. Presentan unas caracteristicas especiales a diferencia de las
otras especies de produccion doméstica en el pais tales como la facil explotacion extensiva, su
facil adaptabilidad y de buen uso de los recursos forrajeros, es una especie bastante instintiva
(basqueda de alimento y abrigo), buena aptitud materna, ademas, todos los afios entrega algun
producto terminado (carne, lana) y hay gran diversidad de razas, lo que permite adaptarse a

diferentes condiciones agroclimaticas en el pais (Espinal et al., 2006).

La cadena Ovina se caracteriza por una estructurada interaccion entre sus eslabones y esta
dividida en dos sistemas de produccién. El primero se dedica a la produccion de carnicos y
productos artesanales. El segundo sistema se dedica a la produccion de leche y sus derivados
(Espinal et al., 2006). Es comun encontrar productores dedicados a los dos sistemas productivos.
En el caso de la cadena de produccion de carne, en el pais el proceso comienza con la cria de

reproductores y vientres de reemplazo que son los encargados de mantener las caracteristicas
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geneticas deseables y producir el pie de cria utilizado en el pais, abasteciendo los apriscos y
rebafos de ovejas de los diferentes productores, el pie de cria es destinado para la ceba y

posterior sacrificio en el frigorifico (Espinal et al., 2006).

Del proceso de faenado de los animales se obtienen las canales que son comercializadas
completas, por medias canales, y por cuartos de canal. Ademas, se obtiene del beneficio
subproductos como las visceras, pieles, cabeza y patas y contenido ruminal, que pasan a procesos
industriales para la elaboracion de artesanias y de abono en el caso del contenido ruminal. La
carne y los subproductos pasan a otro eslabon importante de la cadena que es el comercializador
que se encarga de la distribucion de los diferentes productos provenientes de este proceso para

llegar por ultimo al consumidor final (Vivas, 2013)

En el 2015, el ICA (Instituto Colombiano Agropecuario), realizé un censo sobre la poblacion
ovina y caprina del pais, arrojando como resultado un total de casi 2.5 millones de ejemplares,
distribuidos en zonas especificas del pais. La Guajira indiscutiblemente es la zona con mayor
concentracion de esta clase de animales, debido a factores culturales influenciados por la
comunidad arabe e indigena de la region (ICA, 2015). Sin embargo, se ha notado un crecimiento
representativo en los ultimos afios en departamentos como Boyacad, Cundinamarca, Valle del
Cauca, Santander y Cesar. Este nuevo horizonte en la ganaderia se puede atribuir a que muchos
ganaderos especializados en bovinos estan incursionando en dicho ganado debido al incremento

en los costos, limitada produccién y escasos margenes de utilidad del sector bovino. (ICA, 2015)

Se pueden describir tres sistemas de produccion ovino en Colombia se caracterizan por la
disponibilidad estacional y la utilizacién subdptima de los recursos forrajeros (sobre y

subpastoreo), la ausencia de esfuerzos por promover un uso sostenible del suelo y de cuidado del
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ambiente natural (Vega et al, 2014) entre los que se identifican los sistemas de produccion
intensivo, basados en animales estabulados, manteniéndose encerrados la mayor parte de su vida.
Estos sistemas son totalmente artificiales, creados por el hombre, y los animales estan
confinados, se le crean condiciones en la infraestructura destinada para este fin, como son
condiciones de temperatura, luz y humedad principalmente (Romero, 2012); un sistema
extensivo basado en el aprovechamiento de los pastos naturales y muy pocas veces se utilizan
praderas cultivadas. La conversion alimenticia de los pastos nativos es muy pobre en los distintos
ambientes, debido al terreno, clima y condiciones topogréaficas. (Romero, 2012) y un sistema
semi intensivo donde Los animales pastorean durante el dia y reciben una suplementacién en el
comedero, al final de la tarde. Este sistema es indicado para criar animales de tipo mixto para la

produccién de lanay carne, o leche y carne (Vargas et al, 2011)

En la actualidad se cuenta con diferentes tipos de produccidn de carne los cuales se manejan
teniendo en cuenta factores como las condiciones climaticas, el acceso a alimento durante el afio,
el nimero de animales que se encuentren en produccién y el mercado al cual se le vendera el
producto final. Adicional a estos retos, los sistemas productivos de carne deberan estar en
constante adaptacion ya sea mejorando los procesos dentro de la finca, cambiando el tipo de raza
por medio de cruces y haciendo cambios en la dieta de los animales. Para lograr esto, se debera
mejorar la eficiencia relacionada con los avances tecnoldgicos que podran ser integrados y asi

alcanzar una adaptacién apropiada (L6pez, 2010).

En la mayoria de los paises las ovejas se encuentran en zonas con poca disponibilidad de
pastos y condiciones climaticas desfavorables. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas

para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), la produccion ovina se ha descrito como la
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produccién animal de personas de bajo recursos, esto debido al bajo costo de produccion y el
capital requerido para iniciar un sistema de produccion ovino. La mayor cantidad de la poblacion
ovina se encuentra en paises en desarrollo. Este tipo de produccion permite al productor tener la
flexibilidad de producir carne, lana y leche. No obstante, la mayoria de las producciones estan
destinadas a la crianza de animales que seran destinados para carne o comercializacion de

animales en pie con el mismo objetivo (Fourie, 2002).

Para concluir, los sistemas de produccién de carne cuentan con varios retos que deberan ser
abordados desde una perspectiva sustentable que permita la produccion de alimento para la
creciente demanda logrando aun un beneficio econémico, ambiental y social. Asi mismo es de
gran importancia lograr que la ganaderia de carne sea eficiente a través del tiempo, adaptandose
a las condiciones del contexto donde se encuentra (Upegui, 2011). Por Gltimo, es necesario tener
mas informacidn acerca de las estrategias que deben ser implementadas el contexto colombiano,
teniendo en cuenta las caracteristicas climéticas, las condiciones socioeconémicas, los
paramentos productivos de los animales en produccion y la capacidad competitiva de los
sistemas de ganaderia de carne ovina. A la vez, es importante potencializar las caracteristicas y
capacidades de cruces con el potencial productivo bajo condiciones del tropico colombiano

(Upegui, 2011).

2.1.4. Importancia de la produccion en los ovinos

El mas grande reto que la humanidad debe enfrentar en las proximas décadas es el uso
racional de los recursos naturales, y al mismo tiempo producir un volumen suficiente de alimento
de calidad para satisfacer las demandas de una poblacién humana creciente. La necesidad de

producir alimentos de calidad e inocuos, demanda del sector agropecuario implementar de
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acciones para incrementar la produccion agricola y pecuaria (Salazar, 2015). La produccion
pecuaria tiene un gran impacto en recursos naturales como el agua, la tierra y la biodiversidad,
contribuyendo significativamente en el cambio climatico, de forma directa o indirectamente, a
través del pastoreo o de la produccion de cultivos forrajeros. La produccion pecuaria ocupa
aproximadamente el 30 por ciento de la superficie terrestre libre de hielo y en muchas
situaciones se constituye en la principal fuente de contaminacion terrestre (Steinfeld et al., 2009).
En el presente, el sector pecuario atraviesa una compleja transformacion, puesto que ha
transformando los patrones de distribucion geografica de la produccion pecuaria. Asimismo, se
registra cambio en las especies utilizadas, con un crecimiento acelerado de la produccion de

especies monogastricas y una desaceleracion de la produccion de rumiantes.

Para mitigar el impacto ambiental de los sistemas comerciales de produccion animal de
especies menores, se hace necesario desarrollar sistemas eficientes de produccién que
aprovechen los recursos animales y vegetales disponibles (Sandoval et al., 2013). Entre las
especies menores, las ovejas de pelo han ido evolucionando bajo la influencia selectiva de la
naturaleza y del hombre, adaptandose muy bien a los diferentes ambientes tropicales, resultando
de mucha importancia para paises en vias en desarrollo. Sin embargo, la ovino-cultura, en
Colombia se ha desarrolla con niveles tecnoldgico bajo, tradicionalmente vinculada a economias
de subsistencia, concentrada en pequefios rebafios, que reflejan reducida aplicacion de nuevas
técnicas en cada una de las areas de produccion (Arévalo y Correa, 2013). Las investigaciones
sobre ovinos en los paises en desarrollo han estado limitadas en las ultimas décadas, debido
principalmente a la escasez de recursos estatales. Adicionalmente, el sector presenta poca
organizacion, presentando escasa vinculacion con la agroindustria. Por tanto, se debe intensificar

trabajos en los sistemas de produccion en los cuales se combinen esquemas de investigacion,
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produccidn y extension (Gonzéalez et al., 2010). En la actualidad, en Colombia, son pocas las
investigaciones desarrolladas sobre el sector ovino. Aungue en la literatura se encuentran
reportes de algunos trabajos realizados por grupos de investigacion en diferentes instituciones,
presentando productos relacionados en las areas de recursos genéticos, alimentacion y nutricion.
En el presente, estudios generalizados de la diversidad genética de ovinos de pelo, brindara
informacidn relevante para su manejo eficiente, con el fin de generar alternativas econémicas
que proteger la seguridad alimentaria y la competitividad del sector a nivel nacional e

internacional generando ventajas competitivas.

2.2. Técnicas empleadas en la conservacion de semen en ovinos

La técnica reproductiva mas utilizada en el mundo desde hace méas de 30 afios en los sistemas
de explotacion porcino ha sido la inseminacion artificial (1.A), desde principios del siglo XX esta
técnica ha sido desarrollada en Rusia por Ivanov (Gadea, 2003). La utilizacion de la IA se
encuentra muy difundida, en paises de la Union Europea (Bélgica, Italia, Holanda y Espafa) y
algunos paises americanos (México, EE.UU. y Canada) superando los porcentajes de 75 y 80%
de cerdas inseminadas con muestras refrigeradas respectivamente (Roca y col., 2006). Esta
técnica posee grandes ventajas gracias al mejor aprovechamiento del potencial genético de
algunos reproductores en una mayor cantidad de hembras ayudando y acelerando la mejora

genética (Gadea, 2003)

La preservacion de los recursos genéticos ganaderos ha alcanzado una gran relevancia a nivel
internacional. De las 7.600 razas registradas en la base de datos de la FAO (2007) sobre recursos
genéticos de animales domésticos, 190 se han extinguido en los Gltimos 15 afios y otras 1.500 se

consideran al borde de la extincion (Rodero y col., 2009). Sin embargo, existen multiples razones
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por las cuales se justifica la conservacion de las distintas razas, es decir, desde la conservacion de
la variacion genética animal permitiendo la adaptacion a distintos ambientes, condiciones de
produccién o nuevas enfermedades hasta el valor ecoldgico de la conservacion de razas
autoctonas en su habitat natural, manteniendo el equilibrio entre el clima, flora y fauna, asi como
la posibilidad de proporcionar un excelente material de investigacion para la realizacion de
estudios genéticos de las distintas razas que podrian aportar genes mejoradores al cruzarlos con

otras razas.

2.3. Diluyentes para la |.A.

Un diluyente de semen se define como cualquier solucién acuosa que permita aumentar el
volumen total del eyaculado y que logre preservar todas las caracteristicas funcionales de los
espermatozoides manteniendo niveles de fertilidad adecuado (Gadea, 2003). El plasma seminal
es el encargado de proporcionar los nutrientes necesarios para el mantenimiento de todas las
actividades metabdlicas de las células espermaticas incluyendo el transporte dentro del genital
femenino. Normalmente estas caracteristicas del eyaculado permanecen solo por un tiempo
limitado, de alli la razon del disefio de diluyentes que puedan reducir dicha actividad metabodlica

de los espermatozoides, a su vez que los conserva durante periodos mas prolongados.

La preservacion del semen refrigerado sigue siendo el método de almacenamiento preferido
de eyaculados de verraco, estas muestras se mantienen a una temperatura entre 15 a 20 °C
durante varios dias (Johnson y col., 2000). Estas temperaturas moderadamente bajas utilizadas
para la conservacién, limitan la capacidad de almacenamiento de las muestras seminales ya que
no reducen en su totalidad el metabolismo celular de los espermatozoides ademas de no poder

controlar las condiciones microbioldgicas con igual efectividad que con temperaturas inferiores a
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5 °C (Gadea, 2003). Esta préactica consiste en limitar la susceptibilidad que presenta las células
espermaticas al shock por frio, que se traduce en alteraciones de la viabilidad de las muestras
seminales, lo cual se debe a la composicién lipidica de sus membranas, que parecen ser el

responsable de este problema (Gadea, 2003).

Una posibilidad de utilizar semen almacenado en estado liquido hasta 5 dias después de la
recoleccion en gran medida mejora la eficiencia de produccion y el beneficio econémico para la
industria de la 1A, si el porcentaje de partos actuales y tamafio de la camada son mantenidos
(Waterhouse y Vickers., 2004). Sin embargo, la fertilidad del semen refrigerado se pierde
gradualmente durante largos periodos de almacenamiento. Varios estudios han demostrado la
influencia de diferentes diluyentes en la longevidad y la calidad de los espermatozoides del cerdo

(Waterhouse y col., 2004).

Una condicion que se presenta luego de realizar la dilucion es la disminucion de las
concentraciones de algunos compuestos que se encuentran en el plasma seminal que puedan
producir alteraciones, como por ejemplo la reduccion de la concentracion de K+ (Harrison y col.,
1990), o algunas proteinas plasmaticas. Estas pérdidas pueden compensarse con una formulacion
adecuada del diluyente mediante la adicién de albumina sérica bovina (BSA), ya que se ha
demostrado que mejoran la motilidad y las tasas de fertilidad del semen refrigerado (Waberski y

col., 1994).

2.4. Produccion espermatica

Con la madurez sexual, se inicia la produccion continuada de espermatozoides en el testiculo

0 espermatogénesis, proceso ciclico que comprende una serie de fendmenos de division y
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diferenciacion celular, que en los pequefios rumiantes tiene una duracion aproximada de 49 dias
(Franca y col., 1999; Folch, 2000). El tiempo para que se desarrollen las células es constante y
no puede ser acelerado por ningan estimulo hormonal, alimentacion o ritmo de eyaculacion. De
hecho, la produccion espermatica estd en relacion al volumen testicular, concretamente el
morueco produce diariamente unos 20 millones de espermatozoides por gramo de testiculo

(Beltran de Heredia, 2009).

Sin embargo, una vez concluida la espermatogénesis, los espermatozoides mamiferos ain no
poseen el movimiento adecuado ni la capacidad de fusionarse al oocito, a pesar de estar
altamente diferenciados. Es durante su transito y almacenamiento en el epididimo y posterior
transporte a través del tracto reproductor de la hembra, donde los espermatozoides experimentan
una secuencia de cambios morfoldgicos, bioquimicos y cinematicos a través de los cuales

adquieren su capacidad fecundante (Cooper, 1986).

El cambio morfolégico que se produce con mayor constancia durante la maduracion
espermatica en el epididimo es, en la mayoria de las especies, la migracion de la gota
citoplasmatica de proximal a distal y su posterior eliminacion del flagelo. En estudios recientes,
el analisis morfométrico asistido por ordenador ha revelado cambios en el tamafio y la forma de
los espermatozoides durante el transito epididimario (Soler y col., 2000). La morfologia del
nicleo no cambia drasticamente, pero si se incrementa la estabilidad de la cromatina
espermatica, como resultado del aumento progresivo de puentes disulfuro (-S-S-) entre las
protaminas del ADN ricas en cisteinas (Yanagimachi 1988 y 1994). Los cambios de forma y

estructura del acrosoma son poco marcados en la mayoria de las especies, a excepcion del
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cobaya o la chinchilla, donde si son mucho mas evidentes (Bellvé y O Brien, 1983). Algunos

componentes de la cola del espermatozoide también se estabilizan mediante puentes

Durante su paso por el epididimo, los espermatozoides también sufren cambios bioguimicos,
que, aunque afectan a todos sus compartimentos, las mayores modificaciones se centran en la
membrana plasmatica (Yanagimachi, 1988). El hecho de que la osmolaridad y composicion
quimica del fluido secretado por el epididimo sea diferente en sus distintas partes justifica los
cambios producidos en la membrana plasmatica del espermatozoide durante su transito, ya que
su exposicion al fluido es directa (Yanagimachi, 1994). La accion de sustancias secretadas por el
epitelio epididimario como proteinas, carnitina, acido salico o iones inorganicos, entre otros,
modifica la cubierta glicoproteica, de manera que la adsorcidn de estas sustancias a la superficie
de la célula, sobre todo de las glicoproteinas, podria adquirir importancia en la interaccion entre
los gametos en el momento de la fecundacion (Bains y col., 1993). Ademas, la cantidad y
composicién de los lipidos de la membrana espermatica también varia y se da un aumento en la

cantidad de colesterol.

La cinética de los espermatozoides también se modifica durante su transito epididimario,
adquiriendo el méaximo potencial en la region de la cola, donde méas del 80% de los
espermatozoides son ya mdviles (Beltran de Heredia, 2009). Probablemente, son dos los
procesos que regulan la motilidad en el epididimo; uno es la maduracién efectiva del aparato
flagelar, y el otro es la inhibicion de la motilidad para inmovilizar los espermatozoides en el
epididimo y cuidar sus reservas energéticas (Waberski 2007). Esta fase de maduracion en el

epididimo de los espermatozoides de morueco suele durar entre 12 a 20 dias.
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2.5. Factores sobre la produccion y calidad espermatica

La actividad reproductiva de los pequefios rumiantes esta influenciada, entre otros, por varios
factores estacionales (Pelletier y col., 1988), entre ellos se encuentra el fotoperiodo (Delgadillo y
col., 1991; Rodriguez y col., 2003), cuya accion se produce a nivel del eje hipotalamo-hipofisis-
gonada, via glandula pineal. Esta glandula recibe las variaciones en las horas de luz/dia y actla
como mediador transformando los impulsos oOpticos de la luz en descargas hormonales de
melatonina. Durante los dias cortos, la glandula pineal aumenta la sintesis y secrecion de
melatonina que actuaria a nivel del sistema nervioso central variando la pulsatilidad de la
secrecion de GnRH en el hipotalamo. Esto supone, en ultima instancia, un aumento de la
secrecion de gonadotropina LH, lo que favorecera el crecimiento testicular y la secrecién de
testosterona. Por el contrario, cuando el fotoperiodo es ascendente, a través del mecanismo
anteriormente citado se deprime la secrecion de LH y en consecuencia el tamafio testicular y la

secrecion de testosterona (Pelletier y col., 1988).

Sin embargo, la influencia del fotoperiodo depende a su vez de la localizacion geografica,
reduciéndose a medida que nos acercamos a los tropicos (Corteel, 1981; Chemineau, 1986). En
este sentido, el tamafio testicular, la produccién espermatica y la calidad de los eyaculados, asi
como la capacidad de cubricion varian dependiendo de la latitud en la que se ubican las
diferentes razas (Vazquez y col., 1986). Asi, por encima de los 40° de latitud, las variaciones
estacionales son muy marcadas (Thimonier y Mauleon, 1969), entre 30°- 40° se aprecia mayor
produccién espermatica en verano y otofio, como en el morueco lle-de-France, donde la
produccién de espermatozoides diaria por testiculo pasa de alrededor de 1.000 millones en

primavera a 5.000 millones en otofio (Dacheux y col., 1981). La calidad del semen y su fertilidad
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en inseminacion artificial varian también. En la misma raza se ha observado mas de 20 % de
espermatozoides anormales y una fertilidad del 47,1 % en primavera, mientras que estos valores
son de 10 % y 68,4 % en otofio, respectivamente (Colas, 1980). En zonas situadas a menos de
30° de latitud, sin embargo, las variaciones estacionales en la produccién de células espermaticas
son muy ligeras (Alonso de Miguel y Cognié, 1980), presentando los machos una calidad
seminal aceptable durante todo el afio (Lahlou-Kassi y Marie, 1985; Pérez y Mateos, 1996). En
zonas de clima tropical o subtropical, donde las variaciones del fotoperiodo a lo largo del afio no
son tan marcadas, cobran mayor importancia otros componentes climaticos tales como la
temperatura y la humedad relativa (Pérez y Mateos, 1996), y quizas también la disponibilidad de

alimento (Walkden-Brown y col., 1994; Pérez y Mateos, 1996).

En el ganado ovino también se ha evidenciado que tanto el comportamiento sexual como la
calidad seminal varian en funcion de la edad y raza (Chemineau, 1986; Aisen 2004), aunque la
libido puede estar mas condicionada por la estacién del afio que por la propia edad de los

animales (Delgadillo, 2004; Aiseny Venturino, 2004),

Pudiéndose observar que el nimero de montas, asi como de copulas disminuyen durante
semanas e incluso meses fuera de la estacién reproductiva. Segun Beltran de Heredia (2009), los
parametros seminales evolucionan de acuerdo a la edad de los animales, es asi en los moruecos
de la raza rasa aragonesa, donde la concentracion espermatica a los 9 meses varia entre el 50 y el
75 % de la de los moruecos adultos de 4 afos (Folch, 1984), de tal manera que los moruecos
adultos presentan mejores resultados de fertilidad y prolificidad que los animales menores de 1

afio (Beltran de Heredia, 2009).
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Para Delgadillo y col., (1991), Aisen y Venturino (2004) y Beltran de Heredia (2009), existen
diferencias estadisticamente significativas en las caracteristicas espermaticas entre razas, tanto
cuantitativas (volumen, concentracion y numero de espermatozoides por eyaculado) como
cualitativas (porcentaje de espermatozoides mdviles, movimiento progresivo y porcentaje de
anomalias). Varios autores concluyen que ademas hay variabilidad individual en la produccion
espermatica, existiendo ademas una interaccion entre machos y estacion, para los distintos

parametros seminales (Delgadillo y col., 1991; Pérez y Mateos, 1996).

Por otro lado, la calidad seminal de los animales domésticos esta influenciada también por la
actividad sexual o la frecuencia de recogida de esperma (Foote, 1978). Jennings y Mcweeney
(1976), en morueco, observan que el volumen de eyaculado, junto a la concentracion y el nimero
total de espermatozoides disminuyen significativamente tras eyaculados consecutivos.
Asimismo, se presenta una disminucién de los movimientos progresivos en eyaculados de

machos sometidos a una intensa actividad sexual (Kaya y col., 2002).

Tampoco podemos olvidar que la temperatura del testiculo debe ser unos 5 °C inferior a la
temperatura corporal. Cuando esto no ocurre como consecuencia del calor, fiebre, estrés, la
espermatogenesis se altera, provocando un aumento de las anomalias espermaticas en el
eyaculado, disminuyendo la produccién y capacidad fecundante, pudiendo llegar a la esterilidad
de los moruecos, dependiendo de la intensidad del calor y de la duracién en el tiempo que tenga

el efecto (Colas, 1980; Delgadillo, 2004; Aisen y Venturino, 2004).
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2.6. Uso de implantes de Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una hormona secretada por la glandula pineal
del cerebro y participa en una serie de funciones fisiologicas incluyendo el control de la
reproduccion estacional y también afecta el sistema inmune y los ritmos circadianos (Awad y
col., 2006). Los niveles plasmaticos de melatonina en la oveja son basales durante el dia, de
manera que inmediatamente, pasado unos 10 minutos del inicio de la oscuridad, se elevan hasta
alcanzar concentraciones entre 100-500 pg/ml. Estas caracteristicas determinan que el perfil de
secrecion de melatonina en periodos de 24 horas sea largo en invierno y corto en verano, de
manera que la evolucion de la duracién del mismo a lo largo del afio informa a la oveja del

fotoperiodo prevalente (Zarazaga y col., 1998).

Al igual que en las ovejas, en los moruecos, la melatonina presenta un ritmo de secrecion
circadiano, con concentraciones plasmaticas elevadas durante la noche y disminuidas con la
aparicion de la luz del dia (Lincoln y col., 1982). La variacién estacional de los parametros
reproductivos es menos marcada en el morueco que en las ovejas, aunque en estacién no
reproductiva también se observa una disminucién del volumen y del diametro testicular,
deterioro en la calidad del semen, asi como una alteracion del perfil hormonal (Schanbacher y

Lunstra, 1976), afectando el desempefio reproductivo de los moruecos.

Ha sido ampliamente demostrada la capacidad de la melatonina para revertir los efectos de la
estacionalidad en la reproduccién tanto en machos como hembras (Fitzgerald y Stellflug, 1991;
Chemineau y col., 1992; Abecia y col., 2008). El uso de implantes de melatonina en el morueco
durante la estacién no reproductiva se ha asociado con mejoras en parametros reproductivos

como el diametro escrotal, la produccién y calidad espermatica (Palacin y col., 2008). Se conoce
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que esta hormona parece ejercer su accion principalmente en el eje hipotalamo-hipofisario
(Webster y col., 1991). Recientes estudios han demostrado su presencia y su variacion
estacional, junto con la testosterona, en el plasma seminal (Casao y col., 2010a), lo que, ademas
de su accion relevante a nivel testicular y de las glandulas accesorias, sugiere también una accion

directa sobre la célula espermatica (Casao y col., 2010b).

2.7. Plasma seminal

El plasma seminal es un fluido complejo, formado principalmente por compuestos
inorganicos y organicos, entre los que se encuentran aminoacidos, &acidos grasos, iones
inorganicos, acido citrico, carbohidratos, sales organicas, prostaglandinas y proteinas de bajo y
alto peso molecular, en el cual se encuentran inmersos los espermatozoides tras la eyaculacion.
Esta constituido por una mezcla de secreciones procedentes de los testiculos, del epididimo y de
las glandulas sexuales accesorias, que constituyen mas del 90% del eyaculado (proéstata,
vesiculas seminales y glandulas bulbouretrales; Mann y Lutwak-Mann, 1981). La formacion de
los diferentes componentes del plasma seminal se producira segin se desarrolle el proceso de
maduracion del espermatozoide, asi en la red testicular se les van adherir varias proteinas de la
familia ADAMs (Blobel, 2000) y la hialorunidasa (pH20/2B1) (Seaton y col., 2000) entre otras.
Durante su transito por el epididimo, se producira la remodelacion proteica y fosfolipidica de la
membrana plasmatica espermatica con la integracion de nuevas proteinas secretadas por el

epididimo, principalmente en la region de la cabeza y el cuerpo (Gatti y col., 2004).

Tras la eyaculacion actuaran las distintas secreciones procedentes de la vesicula seminal,
préstata y glandulas bulbouretrales. Entre los compuestos secretados por estas glandulas sexuales

se encuentran metabolitos energéticos, como fructosa, inositol, acido citrico y acido ascérbico
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(Garner y Hafez, 1993); aminoacidos tales como acido glutdmico, carnitina, taurina e
hipotaurina; también enzimas protectoras contra sustancias oxigeno reactivas (sustancias ROS),
y otras que intervendran en la digestion de los espermatozoides muertos y dafiados, asi como en
la penetracion del ovocito (Strzezek, 2002). Entre los compuestos inorganicos secretados se
hallan principalmente el zinc y el calcio, que actian como bactericidas y en la capacitacion
espermatica, respectivamente (Strzezek y col., 1987). Sin embargo, y a pesar de la gran cantidad
de componentes que posee el plasma seminal, son las proteinas las que contribuyen, de forma
mas relevante, a la regulacion de la mayor parte de las funciones espermaticas. De hecho, las
funciones de las sustancias contenidas en el plasma son complejas y parcialmente conocidas,
siendo algunas de ellas, la de medio de suspension, regulacion del transporte de los

espermatozoides y eliminacion de éstos en el 6rgano

Reproductor de la hembra (Matousek, 1985; Troedsson y col., 2005), prevencion de la
capacitacion prematura y estabilizacion de la membrana plasmatica (Desnhoyers y Manjunath,
1992; Villemure y col., 2003), ademéas de mantener el pH y la osmolaridad adecuada en cada
especie. Asi mismo, también se han descrito funciones como la de proteger a los
espermatozoides de la fagositosis y del proceso inflamatorio en el tracto de la yegua, (Alghamdi
y col., 2004), acelerar la ovulacion en vacas (Revisado por Juyena y Stelletta, 2012) o incluso
inducirla en cerdas y camélidos (O'Leary y col., 2004; Ratto y col., 2005), asi como la de asistir a
las interacciones de espermatozoide-Ovulo (Souza y col., 2008), ayudar a preparar el tracto
reproductor materno para la implantacion y desarrollo del embrion (Robertson, 2005) o incluso

influir sobre la fertilidad (Rozeboom y col., 2000).
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Por otra parte, el conjunto de sustancias que componen el plasma seminal y la cantidad
producida es especifico y altamente variable entre especies. Las especies de eyaculacion uterina
(verraco, caballo, perro o alpaca) cuentan con eyaculados de mayor volumen que en las especies
de eyaculacion vaginal (toro, morueco o macho cabrio) (Maxwell y col., 2007). Asi mismo, es
variable entre individuos de la misma especie, asi como entre eyaculados de un mismo individuo,
pudiendo variar por diferentes procesos patoldgicos, estacion del afio, tipo de alimentacion o
estado fisiologico del animal (Pérez-Pe y col., 2001a) o incluso variaciones en la composicién
del plasma seminal de diferentes machos ha sido relacionada con diferentes indices de fertilidad

(Killian y col., 1993; Moura y col., 2007).

2.8. Crioconservacion de semen ovino

Durante los ultimos 50 afios, se han desarrollado y perfeccionado numerosas técnicas con
objeto de conseguir nacimientos mediante la aplicacion de dosis seminales congeladas (Watson,
1979), obteniendo grandes avances en la congelacion del semen de toro, mientras que en otras
especies, como la ovina, los resultados de fertilidad han sido inconsistentes y extremadamente

bajos, como se deduce de la mayoria de estudios publicados (O’Meara y col., 2005; Barbas y

Mascarenhas, 2009).

Estos pobres resultados pueden deberse a varios factores. Uno de ellos es el dafio que sufren
los espermatozoides por el proceso de congelacién/descongelacion. La disminucion de la
temperatura produce un dafio letal en algunos espermatozoides conocido como shock térmico,
provocando alteraciones morfoldgicas en la membrana plasmatica, acrosomal y mitocondrial,
(revisado por Aboagla y Terada, 2004), incluso puede llegar a provocar una reaccion acrosémica

prematura, acortando la vida del espermatozoide y reduciendo su fertilidad (Watson 1995). La
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congelacién también causa dafio celular debido al estrés osmdtico y tdxico por las
concentraciones molares de los agentes crioprotectores, y dafio mecanico debido a la formacion y
disolucion de cristales de hielo (revisado por Aboagla y Terada, 2004). Esta respuesta de los
espermatozoides de morueco a los procesos de congelacion/descongelacion puede variar entre
individuos dentro de la misma especie y estacion del afio (Salamon y Maxwell, 2000), lo que

parece ser debido a diferencias en la composicion de las membranas.

Por otra parte, la tecnologia de la criopreservacion del espermatozoide incluye distintas etapas
importantes como es la eliminacion o no del plasma seminal mediante centrifugacion, la dilucién
del material seminal, la refrigeracion, las adiciones del crioprotector, la congelacion propiamente
dicha, el almacenamiento en envase criogénico y por tltimo la descongelacion en el momento de
su utilizacién. El disefio de cada una de estas fases debe ir enfocado a producir el menor dafio
posible sobre las estructuras y el metabolismo del espermatozoide, siendo de especial
importancia la funcion y arquitectura de la membrana plasmatica. La inadecuada adaptacion a las
etapas citadas anteriormente, asi como los cambios que va a sufrir la célula durante tan delicado
proceso, van a ser responsables de dafios o agresiones que pueden suponer una pérdida de
capacidad por parte del espermatozoide para llevar a cabo sus funciones con normalidad
(Watson, 1995; Gao y col., 1997). No obstante, se considera que las etapas de enfriamiento,
congelacién y descongelacién (Watson, 1990) y la adicién del agente crioprotector (Watson,

2001) son las principales fuentes de dafio sobre las células en el conjunto del proceso.

2.9. Refrigeracion, congelacion y descongelacion

En la fase inicial de la refrigeracion, previa a la congelacion, la temperatura de la suspension

espermatica se reduce desde valores fisiol6gicos hasta valores ligeramente por encima de los 0
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°C. Este cambio térmico va a poner de manifiesto la extrema sensibilidad de los
espermatozoides, sobre todo, a los descensos bruscos de temperatura, mas conocidos como
“shock por frio” (Parks, 1997) o a los debidos a la temperatura final alcanzada, denominados
como “dafio por enfriamiento extremo” (“chilling injury”) (Watson, 1990, 1995). Asi, el
espermatozoide manifiesta pérdida de la integridad de membrana y de las funciones celulares al
ser enfriado rapidamente en el rango de 20 a 0 °C, aunque por lo general, el dafio resulta mas
severo entre 12 y 2 °C (Watson, 1995). Estas alteraciones pueden minimizarse si se utilizan
velocidades de enfriamiento muy lentas (< 10 °C/min) hasta cerca de los 4 °C (Parks, 1997). No
obstante, este enfriamiento lento también generara lesiones, aunque mucho menos severas y

extensas (Watson, 1990).

La sensibilidad al choque térmico varia entre las especies. Es asi que algunos componentes,
como son los fosfolipidos y los acidos grasos de la membrana espermatica, son importantes en el
grado de susceptibilidad de los espermatozoides de las distintas especies al choque térmico
(Poulos y col., 1973; Darin-Bennett y col., 1974). De hecho, espermatozoides de toro, cerdo y
morueco, conocidos por su elevada susceptibilidad al choque térmico, presentan una elevada
ratio entre acidos grasos poliinsaturados y saturados de aproximadamente 2,5-3,3, mientras que
espermatozoides del hombre presentan una ratio de 1. Dicha ratio tiene un efecto significativo en
algunas propiedades de los sistemas de membrana y esta correlacionado con la sensibilidad del

espermatozoide al choque térmico (Poulos y col., 1973).

Otro factor correlacionado con la susceptibilidad del espermatozoide al choque térmico es la
ratio colesterol/fosfolipidos, habiéndose observado que una ratio superior a 0,5 confiere una

mayor resistencia al choque térmico. De hecho, el colesterol existente en el espermatozoide de
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toro y de morueco es la mitad del existente en el espermatozoide del hombre (Darin-Bennett y

White, 1977).

El choque térmico resulta de alteraciones en la organizacion de los lipidos de la membrana del
espermatozoide o fases de transicion lipidica (Drobnis y col., 1993). A la temperatura fisiologica,
los fosfolipidos de membrana estan en un estado fluido y sus cadenas de &cidos grasos son
flexibles (De Leeuw y col., 1990), mientras que algunos lipidos no-bicapa, asumen una
disposiciéon hexagonal, implicados en la formacion de un anillo alrededor de las proteinas que
integran la membrana (Parks y Graham, 1992). Cuando la temperatura de la membrana
disminuye por debajo de la temperatura de transiciébn de cada uno de los fosfolipidos
individuales que la componen, éstos sufren la fase de transicion termotropica del estado liquido-
cristalino al estado gel, comenzando a juntarse (Quinn, 1989). Concretamente, las cadenas de
acidos grasos toman rigidez y se aislan en dominios de gel, de los cuales son excluidas las
proteinas de la membrana que se concentran en areas fluidas (De Leeuw y col., 1990). Este
fendmeno afecta las funciones de las proteinas, por ejemplo, en los canales proteicos iGnicos

(Watson, 2000).

Ademas, durante la fase de enfriamiento hasta 5 °C, se han detectado cambios similares a la
capacitacion o “criocapacitacion”, siendo uno de los procesos responsables de las alteraciones
morfofuncionales que sufren las células espermaticas. Este proceso ha sido descrito en los
espermatozoides de un gran nimero de especies como el cerdo (Watson, 1996; Maxwell y
Johnson, 1997), raton (Fuller y Whittinghan, 1996), toro (Cormier y col., 1997), morueco (Gillan

y col., 1997) y garafion (Schembre y col., 2002; Thomas y col., 2006).
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En el caso de la criocapacitacion, Green y Watson (2001) propusieron la siguiente secuencia
de acontecimientos para explicar su aparicion: el enfriamiento del medio en el que se encuentran
los espermatozoides produce la desestructuracion de la membrana, afectando a los procesos de
transporte selectivo de sustancias de la misma, alterando su permeabilidad y provocando un
incremento de la concentracion intracelular de Ca 2+. La acumulacion de Ca2+ en el medio
interno produce la activacion de las proteinas-kinasas responsables de desencadenar la cascada
de procesos similares a la capacitacion. Tanto en la capacitacion fisioldgica, como en la
criocapacitacion, el resultado final va a ser la desestabilizacion de la membrana plasmatica y la
reaccién acrosémica (Green y Watson, 2001). Tras la capacitacion, el espermatozoide va a sufrir
una dréstica reduccién de su vida util, y en el caso de los espermatozoides criocapacitados una
disminucion manifiesta de su fertilidad al sufrir dicho cambio fuera del aparato reproductor de la
hembra (Green y Watson, 2001; Kaneto y col., 2002). Este fendmeno se agrava en aquellas

especies (como el cerdo o el caballo) en los que la hembra presenta celos de larga duracion.

En lo que respecta a las fases de congelacién y descongelacion, las teorias propuestas para
explicar el dafio celular hacen referencia a las consecuencias de la formacion de hielo y a su
disolucién, las cuales dependen de las velocidades de enfriamiento y calentamiento,
respectivamente (Watson, 1995). No obstante, la mayoria de los tipos celulares no sobreviven a
la congelacion en ausencia de algun agente crioprotector. La incorporacion de estas sustancias a
la suspensiéon celular modifica el trazado de la curva, incrementando el porcentaje de
supervivencia, en un rango determinado de velocidades de enfriamiento respecto de los valores
que se obtienen en su ausencia. Se establece, ademas, una interaccion entre la concentracién del

crioprotector y la velocidad de enfriamiento, de tal manera que la optimizacion del proceso,
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cuando se afiaden altas concentraciones de crioprotector, requiere utilizar velocidades de

enfriamiento mas rapidas, y viceversa (Watson, 1990).

En moruecos para evitar los efectos adversos del choque frio se emplean velocidades de
refrigeracion moderadas y homogéneas (-0,1C/min. a -0,5C/min.), las cuales descienden la
temperatura del semen de 30 °C a 5°C en periodos de tiempo de una a cuatro horas (Graham,
1978; Fiser y Fairfull, 1984; Vazquez y col., 1986). La velocidad éptima de congelacion va a
depender del tipo celular; y dentro de los espermatozoides, de la especie de procedencia,
oscilando la velocidad éptima de enfriamiento entre -10 y -80 °C/min (Watson, 1995), siendo,
por ejemplo, de -30 a -50 °C/min para el del verraco, -50 a -60 °C/min para el del morueco, y -26

a -52 °C/min para el del toro (Woelders, 1997).

Durante la fase de descongelacion, también se producen efectos letales en la célula, con lo que
la efectividad de una congelacion bien llevada, a la practica, puede quedar anulada si no se
realiza adecuadamente la descongelacion. Se considera, asi, que el verdadero desafio al que se
enfrenta la célula en el proceso de criopreservacion lo constituye una franja de temperaturas de -
15 a -60 °C, la cual afecta negativamente a su integridad, y por la que deben pasar en dos
ocasiones, una vez durante el enfriamiento y otra durante la descongelacién (Mazur, 1985). La
supervivencia al proceso requiere, pues, afrontar con éxito una etapa de congelacion y otra de

descongelacion.

Se han propuesto dos mecanismos dafiinos para el proceso de descongelacién, asociados a dos
situaciones particulares. En primer lugar, si las células se han congelado muy rapidamente, y se
produce un calentamiento lento, existird un fenémeno de “recristalizacion”, en virtud del cual,

los microcristales formados en el interior de la célula tienden a agruparse y a formar cristales de
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mayor tamarfio, con las consiguientes consecuencias letales (Mazur, 1985). Y, en segundo lugar,
células congeladas lentamente, en presencia de un crioprotector penetrante, pueden quedar
lesionadas mediante estrés osmotico si se descongelan demasiado rapidamente ante la
imposibilidad de que el crioprotector abandone la célula lo suficientemente rapido como para
mantener el equilibrio osmético, con el consiguiente hinchamiento por efecto de la entrada de
agua (Watson, 1990). La velocidad de descongelacion 6ptima, por tanto, depende de la pauta de
enfriamiento seguida, pero debe representar una situaciéon intermedia entre los dos extremos
anteriores, con la que se minimicen los dafios que se causen por inapropiadas velocidades de
transporte de solutos y agua a través de las membranas, y por el agrupamiento de los

microcristales intracelulares de hielo (Hammerstedt y col., 1990).

También se han constatado desestabilizaciones moleculares en el plasmalema a causa del
cambio de temperatura, contribuyendo a la aparicion de lesiones durante esta fase. Holt y col.,
(1992), por ejemplo, comprobaron la aparicién de alteraciones en la membrana plasmatica que se
manifestaban solo durante esta etapa de descongelacion, y para las que sugirieron un mecanismo
causal basado en el fendmeno de transiciones de fase de los lipidos de membrana, resaltando asi
la importancia de la descongelacion en el ciclo de criopreservacion. Se ha propuesto, entonces,
que las membranas se desestabilizan inicialmente durante la etapa de congelacién, tanto por
efecto de las bajas temperaturas como por la exposicién a altas concentraciones salinas, y ello
resulta en una degeneracion postdescongelacion, al combinarse nuevamente efectos letales de

naturaleza térmica y osmotica (Holt y North, 1994 a).

Ademas, generalmente durante la conservacion, los espermatozoides y las bacterias

contaminantes producen metabolitos que pueden reducir el pH del diluyente. El pH interno del
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espermatozoide estd directamente relacionado con el pH del diluyente y, a su vez, con la
motilidad; asi cuando el pH del diluyente baja, también la motilidad y el metabolismo
espermatico bajan (Gadea, 2003). El principal responsable de este descenso en el pH es el acido
lactico producido por el metabolismo glucolitico del espermatozoide y que ha sido también

usado como indicador de calidad seminal (Rigau y col., 1996).

Como ya ha sido mencionado previamente, cada uno de los pasos del proceso de
crioconservacion reduce la viabilidad y aumentan los fallos en la funcionalidad de los
espermatozoides supervivientes (Parinaud y col., 1997; Chatterjee y Gagnon, 2001; Kankofer, y
col., 2005) que disminuyen su potencial fecundante. Estos dafios son también debidos, en parte,
al estrés oxidativo (Alvarez y Storey, 1992; O Flaherty y col., 1997; Chartterjee y Gagnon, 2001)
como ha sido demostrado en espermatozoides de hombre (Aitken, 1999; Agarwal y col., 2003),
de caballo (Baumber y col., 2000; 2003), de morueco (Peris y col., 2007), de toro (Bilodeau y

col., 2001; Bilodeau y col., 2002; Nair y col., 2006) y de gato (Thuwanut y col., 2008).

El estrés oxidativo es provocado por la formacion de gran cantidad de especies reactivas al
oxigeno (ROS) o moléculas que contienen radicales libres, debido a un mecanismo antioxidante
deteriorado (Sikka, 2001; Agarwal y col., 2003). Las principales ROS que se conocen y que
tienen relacion con la funcionalidad espermaética son el anién superoxido (027), el peroxido de
hidrogeno (H202), el peroxil (ROO¢) y la mayoria de los radicales hidroxilos (OHe¢), cuya
presencia en el ambiente espermatico se relaciona con el aumento de espermatozoides muertos

(Peris, y col., 2007).

De hecho, el estrés oxidativo es una situacion celular generalmente caracterizada por un

desequilibrio entre la produccion de ROS vy la capacidad de barrido de los antioxidantes. Cuando
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la produccién de ROS excede el sistema de defensa antioxidante disponible, se produce el dafio
oxidativo en los organulos del espermatozoide a través del dafio de lipidos, proteinas y ADN, asi
como se producen aldehidos citotoxicos como el malondialdehido (MDA) que acaban finalmente
con la muerte del espermatozoide (Bucak y col., 2009). Normalmente la liberacion espontanea y
controlada de moléculas de oxigeno favorece las bajas concentraciones de ROS y esta
fisiolégicamente implicada en el mantenimiento de la capacidad fecundante del espermatozoide
(Alvarez y Storey, 1982, 1984). Este sistema estd formado por glutation reducido (GSH),
glutation peroxidasa (GSHPX), catalasa (CAT), superéxido mutasa (SOD) y quelantes de
metales (transferrina, lactoferrina y ceruloplasmina), sistema descrito como mecanismo de
defensa contra la peroxidacién de lipidos en semen, importante para el mantenimiento de la
motilidad y viabilidad espermatica (Bilodeau y col., 2001; Gadea y col., 2004). Sin embargo,
esta capacidad antioxidante puede ser insuficiente para prevenir la peroxidacion de lipidos
durante el proceso de congelacidén/descongelacion o verse reducida por efecto de la dilucion del
semen, ya que el plasma seminal también interviene en el mantenimiento del equilibrio entre la

generacion de ROS y su neutralizacion.

En trabajos realizados con eyaculados de morueco, se observa que tras el proceso de
congelacién y descongelacion solamente entre el 40 y 60 % de los espermatozoides preservan su
motilidad, aunque apenas un 20-30% se mantienen bioldgicamente integros. Esto es indicativo
de que la motilidad y la estructura del espermatozoide se afectan en distinto grado,
desconociéndose si las alteraciones se producen simultdneamente o en distintas fases del proceso

de congelacién y descongelacién (Salamon y Maxwell, 1995).
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3. Metodologia

3.1. Ubicacion y caracterizacion del area experimental

El estudio se realizé en la unidad de produccion Siete Colores, ubicada en el sector “anillo
vial occidental” sobre la via que conduce del municipio de Los Patios al municipio del Zulia
(Norte de Santander). Es una zona agroecolégicamente caracterizada como bosque seco tropical,
aproximadamente a 410 msnm, una temperatura promedio de 30°C, con precipitaciones medias
por afio entre 560 y 810 mm, repartidas en dos picos de lluvias bajo un patron de estructura
bimodal; siendo realizada la parte experimental de este ensayo durante la época seca y célida en

un periodo comprendido entre los meses de septiembre y octubre de 2019.

Una vez recolectado el semen se cuantifico el volumen y la concentracion espermatica por

medio de un espectrofotdmetro (Accuread®, IMV).

3.2. Caracteristicas y manejo de las unidades experimentales

Se utilizaron muestras seminales recién colectadas de cuatro ovinos Dorper White
genéticamente probados con edades que oscilan entre los dos y tres afios, los animales se
manejaron bajo el mismo régimen de alimentacion (pasto estrella fresco ad libitum, heno y
alimento concentrado), esta dieta cumple con los requerimientos nutricionales para obtener un

muy buen desempefio reproductivo (imagen 1).
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Imagen 1. Machos empleados para colecta del semen

3.3. Colecta y procesado del semen

Los eyaculados fueron colectados durante las horas de la mafiana ya que durante este tiempo
se presentan las temperaturas mas bajas minimizandose el estrés caldrico de los animales y
aprovechando el pico de testosterona de la madrugada (Senger, 2006), la colecta se realiz6 a
través de una vagina artificial (Walmur®, Porto Alegre, RS, Brasil) con agua precalentada a 45

°C, dos veces al mes durante un periodo de dos meses (imagen 2).
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Imagen 2. Colecta del semen a través de vagina artificial.
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Una vez obtenido el semen y realizada la evaluacion de rutina, las muestras clasificadas como
idoneas para la evaluacion, se preservaron a 37°C, mientras se realizaron las evaluaciones

previas.

3.4. Preparacion de los medios de preservacion

Para la preparacion de los medios de preservacion a evaluar se colocé en un tubo falco 2 ml
de agua destilada, una pastilla de metformina de 850mg y se homogenizo la mezcla. Una vez
llegaba la muestra seminal al laboratorio previamente diluida 1:1 en AndroMed®, se tomaba un
vial y se agregaban 1500 ul del diluyente comercial, 100 ul de la muestra y la cantidad de
metformia correspondiente a cada tratamiento, preparada previamente, las muestras se llevaban a
refrigeracion y se analizaban teniendo en cuenta los tiempos establecidos previamente ( 0, 24, 48

y 72 horas).

3.5. Analisis de laboratorio

3.5.1. Caracteristicas macroscépicas (Volumen, color, aspecto)

Inmediatamente después de colectado el semen, las muestras fueron trasladadas al laboratorio
de reproduccién de la universidad Francisco de Paula Santander, sede Cucuta. En donde se
encontraban los tubos colectores graduados debidamente esterilizados, protegidos de cambios
bruscos de temperatura y de la incidencia de los rayos del sol. La lectura del volumen se hacia

directamente en estos tubos de coleccién y la medida se expresaba en mililitros (mL).

En estos mismos recipientes colectores atemperados se observaba el color y aspecto del

eyaculado, descartando aquellas muestras con colores rojizos, pardos, grises 0 con presencia de
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floculos de pus, asi como las que tuvieran olores derivados de fluidos o excrementos del animal

(fecales y/o putridos), que denotaran contaminacion de las muestras seminales.

3.5.2. Caracteristicas microscopicas

Vitalidad espermatica. Se colocaron sobre un portaobjetos 10ul de la muestra + 10 pl de la
tincion Eosina-Negrosina, se homogenizo la muestra y se realizo el frotis, posteriormente se
dejaron secar durante 15 minutos. Las muestras fueron analizadas en un microscopio éptico, con
objetivo de 100X y se clasificaron como espermatozoides vivos aquellos que no presenten
coloracion, se hacia énfasis en los espermatozoides muertos con membranas plasmaticas
permeables que se tefiian, y sus cabezas se observaban de color rosado; los vivos en cambio,
presentaban sus membranas plasmaticas intactas, no permeables y no permitian el paso del
colorante observandose de color claro blanco. Se contabilizaron un total de 100 espermatozoides

por muestra.

Andlisis de la motilidad espermatica mediante programa computarizado (CASA).

El analisis se realizaba tomando 5 pL de cada alicuota seminales y se colocaban en el Sperm
Track 20®. Posteriormente, se capturaban los espermatozoides en movimiento en un
microscopio de contraste de fases a 200X de aumento con el fin de guardarlos como imégenes
digitalizadas. El lente del colimador en contraste de fases positivo era ajustado en la posicion
ph2. Los parametros a evaluar fueron: motilidad en funcién de la progresividad (progresivos, no

progresivos, estaticos) y motilidad en funcion de la velocidad (rapidos, medios, lentos, estaticos).

El sistema CASA empleado estd basado en el analisis de iméagenes fotografiadas y

digitalizadas, tomadas en un lapso de 0,64 segundos, lo cual implica un tiempo de captura de
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iméagenes de 40 milisegundos. Por cada muestra de semen evaluado seran tomados como minimo

2 fotografias, contabilizandose como minimo 300 células espermaticas.

Imagen 3. Capturas de células espermaticas con el software ISAS V 1.2. Fuente: Autores,

2019.

3.6. Metodologia estadistica

El presente trabajo se desarrollé bajo un modelo estadistico factorial con igual nimero de
repeticiones; para el caso, se realizaron 16 tratamientos (cuatro diluyentes para preservacion de
semen ovino, de los cuales uno es comercial (T1 AndroMed®) y tres contiene diferentes
concentraciones de metformina (T2: 2.5mg; T3: 5mg; T4: 10mg) ) y cuatro horas diferentes de
refrigeracion del semen (0, 24, 48 y 72 horas), que se aplicd sobre las unidades experimentales

(eyaculados), evaluando el efecto de los tratamientos sobre las variables objeto de estudio.
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Todos los datos grabados fueron analizados por SAS/ Statistical Analysis Systemsoftware 8.2,
para Windows (SAS Inst. Inc.; Carry, NC. USA. 2002). La Normalidad de los datos fue evaluada
por el estadistico de Shapiro-Wilk (W). Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA).
Para cuantificar el efecto de la metformina (0, 2.5, 5y 10 mg), y las horas de refrigeracion (0, 24,
48 y 72) sobre las variables dependientes evaluadas de calidad seminal (vitalidad y motilidad)
siendo expresados en valores porcentuales (%). Cuando se encontraron diferencias entre las
medias, se cuantifico el efecto mediante el procedimiento de Diferencias Minima Significativa

(DMS) y la prueba Tukey con un nivel de significancia minimo exigido fue de P< 0.05.
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4. Resultados

4.1. Analisis computarizado de la motilidad espermatica.

Los resultados de la motilidad espermatica de cada uno de los tratamientos (niveles de
metformina) y las horas de experimentacion se muestran en el cuadro 1, tomando en
consideracion su clasificacion en cuanto a la motilidad progresiva de los espermatozoides

evaluados mediante el sistema CASA.

La variable macho (4 animales) no presento diferencias significativas (P>0.05) y se determind
excluir este factor. En cuanto en la inclusion de metformina no se observaron diferencias
significativas (P>0.05) entre los tratamientos en las variables de motilidad espermatica en

funcidn de la progresividad.

Cuadro 1. Motilidad espermatica evaluada mediante el CASA en funcién de la progresividad
de los espermatozoides de ovinos (Media + Desviacion estandar), Fuente: Autor, 2019

T1 T2 T3 T4
Sig Horas P>0.05
0O H 6.34+0.552 5.91+0.73? 5.27+0.592 5.28+0.38?
Progresivos P<0.01 24 H 3.92+0.68° 5.16+0.712 4.01+0.56° 3.38+0.86°
- 48 H 2.48+0.53¢ 1.63+0.12° 3.11+0.95¢ 1.66+0.21°¢
72H 1.82+0.42¢ 1.45+0.26" 2.44+0.57¢ 1.53+0.45°¢
P>0.05
0 H 52.39+2.592 49.39+2.332 45.82+2.60° 43.32+2.61°
No progresivos P<0.01 24 H 30.08+2.05° 36.42+2.16° 35.43+1.96° 30.93+1.90°
= 48 H 21.70+1.57¢ 30.32+2.08° 26.78+1.71° 24.47+1.83¢
72H 14.09+1.25¢ 18.96+1.62¢ 17.06+1.30¢ 15.36+1.20¢
P>0.05
0O H 41.27+2.83% 44.70+2.75° 48.91+2.90? 53.37+2.85%
Estaticos P<0.01 24 H 66.00+2.37° 58.42+2 57° 60.56+2.35° 63.79+2.39°
- 48 H 75.82+1.89° 68.30+2.17¢ 70.77+2.05° 73.96+1.98°
72H 84.09+1.60° 79.41+1.79¢ 79.83+1.75° 83.04+ 1.49¢

(a,b,c,d): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). La
ubicacion de las letras va del valor favorable (a) al desfavorable (c-d).

En el cuadro 1. Se observa como los valores para el tratamiento T2 y T3 son los que tiene

menores pérdidas en los espermatozoides progresivos a las 24 H, aunque el mejor tratamiento
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después de las 48 H es T3 y se mantiene con los mejores valores hasta las 72 H, teniendo en
cuenta lo anterior, se presenta un comportamiento similar en los espermatozoides no progresivos

y estaticos.

Al observar el cuadro 2. Los porcentajes de pérdidas de las células espermaticas se tiene en
cuenta los descensos empezando en espermios progresivos, seguido con no progresivos hasta que
terminan como estaticos, en cuanto a T3 en células progresivas presentan las menores pérdidas

con un 40.98%.
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24 HORAS
66.00%  5g4794  60.56%  63.79%
30.08 36.42 35.43 30.93
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T1 T2 T3 T4
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79.41% 79.83% 83.04%
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Grafica 1. Motilidad espermatica evaluada mediante el CASA en funcién de la progresividad
de los espermatozoides de ovinos, Fuente: Bolafios, 2019.

Cuadro 2. Porcentaje (%) de pérdida de la motilidad espermatica evaluada mediante el CASA
en funcion de la progresividad de los espermatozoides de ovinos (Media + Desviacion estandar),
Fuente: Autor, 2019

T1 T2 T3 T4
Horas %
0-24 H 61.82 14.53 23.90 64.01
Progresivos 24-48 H 63.26 71.89 39.15 45.26
48-72 H 73.38 12.41 27.45 8.49
Total 71.29 72.41 40.98 68.56
%
0-24 H 42.58 26.26 22.67 28.60
No progresivos 24-48 H 27.85 16.74 24.41 20.88
48-72 H 35.06 37.46 36.29 37.22
Total 73.10 61.61 62.76 64.54
%
0-24 H 37.46 23.48 19.23 16.44
Estaticos 24-48 H 12.95 14.46 14.42 13.75
48-72 H 9.83 13.99 11.34 10.87
Total 50.92 43.70 38.73 35.76

(a,b,c,d): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). La ubicacion de las
letras va del valor favorable (a) al desfavorable (c-d).

Cuadro 3. Motilidad espermatica evaluada mediante el CASA en funcién de la velocidad de
los espermatozoides de Ovino (Media + Desviacion estandar), Fuente: Autor, 2019.

T1 T2 T3 Ta
Sig Horas P>0.05
0 H 12.46+4.212 11.42+4.16° 10.76+3.69° 10.84+5.02°
Répidos <001 24 H 9.05+4.19° 9.13+3.58" 9.33+3.08" 9.38+5.29
P =0. 48 H 7 17+4.49° 9.33+5.08" 8.83+4.06° 7.96+4.09¢
72 H 5.48+4.24¢ 6.22+4 250 7.0945.19° 5.74+4.19
P>0.05
0 H 5.64+0.522 5.3140.76° 4.67+0.62° 4.43+0.74°
Medios <001 24 H 2.98+0.54 4.35+0.71° 3.66+0.529 2.02+0.40°
=0 48 H 1.86+0.46° 0.89+0.23¢ 1.89+0.58" 1.13+0.39¢
72 H 1.27+0.37° 0.67+0.08° 1.70+0.62° 0.91+0.19¢
P>0.05
0 H 40.63+2.25 38.56+2.07° 35.67+2.29° 32.88+2.20°
Lentos <001 24 H 21.97+1.71° 28.11+1.87° 26.45+1.730 22.40+1.56
=0- 48 H 15.15+1.24°¢ 21.74+1.68° 18.48+1.38° 17.18+1.53°
72 H 9.16+0.91¢ 13.48+1.27° 11.37+0.95¢ 10.09+0.87¢
P>0.05
0 H 41.2742.83° 44.7042.75° 48.91+2.90° 53.37+2.858
Estéticos P<0.0] 24 H 66.00+2.37° 58.42+2 57" 60.56+2.35P 63.79+2.39°
=v. 48 H 75.82+1.89¢ 68.30+2.17¢ 70.77+2.05P 73.96+1.98¢
72 H 84.09+1.60° 79.41+1.79¢ 79.83+1.75b 83.04+ 1.49¢
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(a,b,c,d): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). La ubicacion de las
letras va del valor favorable (a) al desfavorable (c-d).

En la motilidad espermatica se evalud también, con base a los patrones de velocidad, tomando
en consideracion el porcentaje de espermatozoides que se mueven de manera rapida, media, lenta
0 estatica (espermatozoides inmoviles). Obteniendo a través del sistema CASA, la estimacion de
los patrones de movimiento para los niveles de metformina comparados con las diferentes horas
de evaluacion. En el cuadro 3. Se muestran las velocidades espermaticas, para los espermios
rapidos el T3 termina a las 72 H con mejores valores, seguido de T2, en los medios es T3
seguido de T1, en lentos T2 seguido de T3 y en células espermaéticas estaticas T2 es igual que
T3. Sin embargo, los espermatozoides que tiene las caracteristicas de rapidos y medios son los

que pueden ser Utiles para la fecundacion.
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66.00% ssar 60.56%
60% H003%  3856% 35 FABA0% 20%
20% o 8.11%
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30% | LA 40%
o 12.46%4 o
20 1 1 *’* s LENTOS S0 9 03"/?8% /35%9 LENTOS
o 10%
% RAPIDOS % RAPIDOS
1 T1 T2 T3 T4
WRAPIDOS ®MEDIOS ®LENTOS m ESTATICOS W RAPIDOS W MEDIOS M LENTOS m ESTATICOS
48 HORAS 72 HORAS

84.09% 79.41%

75.82% g 300 70.77% 73.96% 79-83% 73.96%
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Grafica 2. Motilidad espermatica evaluada mediante el CASA en funcion de la velocidad de

los espermatozoides de Ovino. Fuente: Bolafios, 2019.

4.2. Analisis de la vitalidad espermatica.

Cuadro 4. Comparacion de las medias de vitalidad espermatica (%) (Media + Desviacion
estandar), Fuente: Autor, 2019.

T1 T2 T3 T4

Sig Horas P>0.05
0 H 89.253.8° 93.8124.2° 92.87%5.1° 91,5045 5°
o 24 H 73.50+1.3" 79.37+1.8 76.75+1.6° 77.12+1.3°
Vitalidad P=0.001 48 H 61.87+2.45 68.18+1.9% 62.81+2.2° 63.5622.2%
72 H 58.00+1.5° 57.43+1.4° 56.18+1.5° 55.31+1.6°

(a,b,c): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). La ubicacién de las letras
va del valor favorable (a) al desfavorable (b-c).

En el cuadro 4. Se observa los porcentajes de vitalidad de los espermatozoides a medida que
pasan las horas en los diferentes tratamientos, existiendo una tasa muy similar de mortalidad a

través que pasan las horas en los valores presentados en el estudio.

100% 93.81% 92.87%

89.25%
90%
80% 3 50% 9.37% 6.75% 77.12%
70% L7 2 2.81% 63.56%
c0% 58% 7.43% 6.18% s5.31%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

T1 T2 T3 I
HO0 H m24H m48H 72 H

Grafica 3. Comparacion de los porcentajes de vitalidad espermatica niveles de metformina

91.50%

versus las horas de estudio. Fuente: Bolfios, 2019
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5. Discusion

Durante el proceso de refrigeracion, las células espermaticas sufren de estrés oxidativo en la
membrana cuando se inicia el descenso de temperatura, los dafios son irreversibles en la gran
parte de los organelos y se observan cambios en la actividad enzimatica dando como resultado
una reduccion en la motilidad (Bucak et al., 2009, allai et al., 2015). Segun Tuncer et al., (2010)
el semen refrigerado es oxidado mas facilmente y la capacidad antioxidante intracelular se

disminuye después del cambio de temperatura.

Las mitocondrias que generan los ATP recubren el axonema y las fibras asociadas de la pieza
intermedia, y son las encargadas de la motilidad espermatica. Segun los estudios de Meneses et
al, (2015) la metformina es considerada un antioxidante que actla en defensa de las injurias

causadas en las membranas celulares por accién de los radicales libres (ROS).

Sin embargo, el aumento de la concentracion de ROS es inevitable como consecuencia de las
condiciones aerobias de las muestras seminales (Agarwal et al., 2005). Los espermatozoides
ovinos son muy sensibles a la peroxidacion lipidica, como consecuencia de la oxidacion de los
lipidos de la membrana por las moléculas de oxigeno siendo reducidas a superéxido, peroxido de
hidrogeno y radicales hidroxilos (Gadea, 2004; Aziz et al., 2004). Esto Gltimo causa una
inhibicion de la fructdlisis y la respiracion, dafio estructural y pérdida de la motilidad de las

células (Arando et al., 2019).

Segun lo descrito por Onken et al., (2010) la metformina tiene la capacidad de activar el factor
de transcripcion Nrf2 y subsecuentemente los genes antioxidantes de la célula. En el citoplasma,

hace que se disminuya la actividad del complejo mitocondrial I, formando de esta manera los
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ROS menos reactivos. Adicionalmente, estudios realizados por Zhou et al. (2001), describieron
como se activa el AMP a AMPK (proteina quinasa), el cual se convierte en un regulador del

balance energético en la célula, cambiandola de un estado catabdlico a un estado anabdlico.

Hurtado de Lleras et al., (2012) encontraron que la AMPK esta involucrada en la fisiologia
espermatica y en especial en la motilidad, logrando buenos resultados en fertilizacion in vitro en

ratones.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo la disminucion de la
temperatura y su mantenimiento constante hasta las 72 horas, causo los dafios graduales y
pérdidas en la motilidad espermatica en el semen ovino refrigerado, lo cual se evidencia en los
valores presentados en los diferentes tratamientos. Por otra parte, la inclusion de metformina a
niveles de 2.5 y 5 mg, mejord la presencia de espermios progresivos y por ende la presencia de
células espermaticas clasificadas como rapidas y medianamente rapidas lo que concuerda con el
estudio desarrollado por Bertoldo et al., (2014) en el cual, a través de la adicion de metformina al
semen de ratdn, lograron buenos resultados en los parametros de motilidad y morfologia

espermatica.

En cuanto a la variable de vitalidad espermatica trabajada en la investigacion, el tratamiento
control presento un indice de mortalidad celular igual a los tratamientos que tenian adicion de
metformina; por lo tanto, a pesar de que los estudios de Loft et al., (2003) y Bosman et al.,
(2014), describieron como éste antioxidante protege a la célula espermatica y logra mantener la
supervivencia de los espermios, en la presente investigacion, el uso o no uso del producto en el
parametro de conservacion y proteccion de los espermatozoides ante procesos apoptoticos y de

muerte, no difirid.
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Para que un diluyente se considere exitoso debe preservar la motilidad de los espermatozoides
y las funciones metabolicas (Hernandez-Corredor et al., 2018), por cuanto el crioprotector puede
considerarse como el factor que puede conllevar a la intoxicacion de las células espermaticas al
momento de la inseminacion. Teniendo en cuenta que en la presente investigacion, el semen solo
se refrigero a 5 °C, el glicerol que es el crioprotector del medio utilizado en el estudio, pudo
aumentar la concentracion de solutos y de esta manera afectar los procesos metabdlicos en el
semen de ovino (Aboagla y Trade, 2004). Con esta condicion se puede explicar el dafio sufrido
en la evaluacion del uso de metformina como coadyuvante en el proceso de refrigeracion de
semen ovino, ya que se observd que muy a pesar que éste antioxidante logara su objetivo el

glicerol del diluyente pudo aumentar el dafio de los espermios.

Es de resaltar que la interaccion entre los diluyentes y los antioxidantes han mejorado las
variables espermaticas después de la preservacién con refrigeracion o por congelacion (Mata-

Campusano et al., 2015, Mojtaba et al. 2019).
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6. Conclusiones

El uso de antioxidantes permite proteger a las células esperméticas de los cambios
bioquimicos en los procesos fisiologicos que se presentan en los métodos de conservacion

seminal.

En la investigacion, los tratamientos no presentaron diferencias significativas en los niveles de
inclusién de la metformina; se presentaron diferencias a las horas de conservacion de los
espermatozoides para las variables de progresividad y motilidad espermatica a través de los

parametros del CASA.

En la presente investigacion, el estudio de vitalidad de los espermatozoides, no presento
diferencias significativas entre los tratamientos de inclusién o no del antioxidante metformina ni

diferencias estadisticas para las horas de conservacion.

Se puede concluir que los tratamientos T2 (2.5 mg) y T3 (5 mg) con inclusiones de
metformina tienen una leve tendencia a presentar mejores resultados para la motilidad,

progresividad y vitalidad espermatica en el presente estudio.
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7. Recomendaciones

Se recomienda proponer mas trabajos de investigacion empleando otras razas ovinas con el
fin de obtener un referente que se constituya en la base de nuevos estudios. Igualmente, se

recomienda trabajar con otros diluyentes realizando evaluaciones cada 6 horas.

Evaluar morfometria espermatica bajo las mismas pautas de la presente investigacion con el

fin de observar los posibles cambios en las medidas de la cabeza de los espermatozoides ovinos.

Investigar el uso de diferentes crioprotectores (DMSO, PVP, SUCROSA) vy diluyentes con
base a yema de huevo y lipoproteina de soya teniendo en cuenta su interaccion con la

metformina.

Continuar investigando sobre la funcién que ejerce la metformina sobre las células

espermaticas de ovino.

Estudiar el efecto de la inclusion de metformina en semen en las diferentes especies

domeésticas.

Evaluar la metformina como antioxidante en medios de preservacion alternativos como en los
que se emplea agua de coco y citrato de sodio para analizar si los dafios estructurales y

funcionales de las células espermaticas disminuyen.
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