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Incremento de la tasa de no retorno de celo en ovejas utilizando un antioxidante
analogo de superoxido dismutasa (Tempo) durante la criopreservacion de semen

Improvement of no return rate in ewes using a superoxide dismutase mimic antioxidant (Tempo) during
freezing of ram semen

Santiani, A.Y'; Ruiz, F.% Sandova, R.%, Evangdista, S% Urviola, M 2, Catacora, N.; Coronado, L.%;
Delgado, A.!
Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perti. 2PROGENIE
SA.C., Lima, Perd. 3 Facultad de Medicina Veteri nariay Zootecnia, Universdad Nacional del Altiplano.
asantiania@unmsm.edu.pe

Resumen

Lainseminacion intracervical en ovejas se rediza generdmente con semen fresco, debido a que las tasas de
fertilidad obtenidas utilizando semen congelado son muy bajas, excepto cuando se rediza inseminacion
intrauterina mediante laparoscopia. Bl presente trabajo tuvo por objetivo evauar € efecto de laadicion de un
antioxidante andlogo de superdxido dismutasa durante la criopreservacion de semen ovino sobre la tasa de
fertilidad en ovejas obtenida mediante inseminacion intracervical. Cada muestra de semen (n=6) fue dividida
en 2 grupos. sin antioxidante (Control) y con antioxidante (Tempo), utilizando un medio en base a Tris y
acido citrico. Luego definalizar € periodo de enfriamiento, & semen diluido fue envasado en pgjillas de 0.25
ml con una dosis aproximada de 100 millones de espermatozoides y amacenado en nitrégeno liquido. Parala
inseminacion se utilizaron 75 ovejas Corriedale y Merino pertenecientes al CIP Chuguibambilla-UNA, de las
cuales 40 fueron inseminadas con semen Control y 35 con semen Tempo. Latasa de no retorno de cdo en el
grupo control fue 42.50%, mientras que € grupo Tempo fue 60.60%. Estos resultados indican que la
utilizacion del antioxidante Tempo durante la criopreservacion de semen ovino congtituye una aternativa
pararedizar inseminacion intracervica en ovejas con semen congelado.
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Abstract

Fresh semen is commonly used for intracervical insemination in ewes because fertility rates using frozen
thawed semen are very low, except in intrauterine insemination by laparoscopy. The objective of our study
was to evauate the effect of the addition of a superoxide dismutase mimic antioxidant during the process of
cryopreservation of ram semen on fertility rate in ewes inseminated by intracervical method. Semen samples
were divided in two groups: without antioxidant (Control) and with antioxidant (Tempo) using an extender
based on Triscitric acid and. After that, semen was packaged in 0.25 ml straws with gpproximately 100
million sperm /straw and plunged to liquid nitrogen. For insemination, 75 Corriedale and Merino ewes
belonging to CIP Chuquibambilla were used, 40 for 1A with Control frozen semen, and 35 with Tempo
frozen semen. No return rate in Control group was 42.4%, meanwhile in Tempo group was 60.6%. This
results show that the addition of antioxidant Tempo during freezing of ram semen could be an aternative for
intracervicd artificid insemination with frozenthawed semen in ewes.
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Introduccion.

Lainseminacion artificia (1A) en oveas se rediza generamente en la entrada de la cérvix, debido a que es
muy dificil penetrarla por la tortuosidad e irregularidad de sus pliegues. Esto constituye una gran limitante
para redizar |A con semen congelado, debido a que la tasa de fertlidad es reducidad en comparacion con
semen fresco. Hastad momento laprincipal aternativa pararedizar |1A con semen congelado es depositando
directamente & semen a nive intrauterino mediante la técnica de laparoscopia. Sin embargo esta técnica es
complga y requiere de equipos de costo devado. Es por dlo que actulamente en nuestro pais, €
mejoramiento genético en ovinos es limitado porque no se ha masificado la 1A con semen congelado. La
bgja tasa de fertilidad obtenida d utilizar semen congelado podria ser causada por la desestabilizacion
prematura de las membranas del espermatozoide durante € proceso de criopreservacion (Sdamon y
Maxwell, 2000). En ese sentido, se ha encontrado que los espermatozoides ovinos luego del proceso de
congelamiento-descongelamiento presentan una gran proporcion de capacitacion prematura (Pérez et dl.,
1996; Santiani et al., 2003), lo cud estaria desestabilizando la membrana esperméticay reduciendo € tiempo
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de sobrevivencia espermética en @ tracto reproductivo de la oveja. Por lo tanto se requieren desarrollar
dternativas que permitan mejorar la fertilidad mediante inseminacion intravaginal-intracervical. Un aspecto
importante podria ser la prevencion de la pérdida de la caidad seminal durante € proceso de
criopreservacion de semen ovino. El uso de antioxidantes podria congtituir una aternativa para mejorar los
protocol os de criopreservacion de semen ovino mediante € bloqueo de la desestabilizacion esperméticay asi
lograr mejores tasa de fertilidad. La gran susceptibilidad de los espermatozoides a los radicales libres de
oxigeno se debe a que sus membranas plasméticas tienen un dto contenido de acidos grasos insaturados
(Jones et al., 1979), lo cud las hace susceptibles a sufrir peroxidacion lipidica (Alvarez y Storey, 1989).
Dicha peroxidacion lipidica ha sido relacionada ademés con una disminucion en la motilidad esperméticay
muerte celular (Aitken, 1994). Es por €lo que la adicién de antioxidantes ad medio de dilucion podria
prevenir la desestabilizacion temprana del espermatozoide durante € proceso de criopreservacion.
Consecuentemente, la adicion de antioxidantes a medio, permitiriad espermatozoide sobrevivir en € tracto
reproductivo de la hembra un mayor tiempo para llegar a fecundar d ovocito, obteniendo mejores tasa de
fertilidad. La utilizacion de antioxidantes para la criopreservacion de semen alin no estd estudiada
completamente en ovinos. Algunos reportes indican la utilizacion de un andlogo de la enzima superdxido
dismutasa denominado Tempo (2,2,6,6 tetramethyl-1-piperidinyloxyl) como antioxidante para prevenir la
pérdida de la cdidad espermética. (Santiani, 2003; Ruiz, 2005). En dichos trabajos se indican que laadicion
de Tempo previene parcidmente la pérdida de motilidad y vitalidad, asi como reduce la proporcion de
espermatozoides capacitados prematuramente. Sin embargo, todos estos trabajos han medido pardmetros de
funcion esperméticain vitro, y alin no estademostrado s la adicion del Tempo durante la criopreservacion de
semen ovino podria mejorar las tasas de fertilidad cuando se insemina intracervicamente. Es por elo que e
objetivo de este trabgjo fue evaluar € efecto de laadicion del antioxidante Tempo sobre la tasa de no retorno
de celo en ovejas i nseminadas intracervicalmente con semen congelado.

Materialesy métodos.

El estudio se rediz6 en @ Centro de Investigacion y Produccion Chuguibambilla, ubicado en la Provinciade
de Mdgar, departamento de Puno, a 3910 msnm, durante los meses de mayo y junio del presente afio. Para
tal efecto se colectaron muestras de semen de 2 carneros Corriedale y 1 carnero Merino mediante € uso de
una vagina artificial de ovino. Los eyaculados (n=6) se caracterizaron por tener un volumen >1.5 ml,
motilidad progresiva =80% y concentracion =2000 millones esp/ml. Cada muestra fue dividida en 2 partes
paraformar los grupos Control (sin antioxidante) y Tempo (con antioxidante). En el grupo Tempo se afladio
e antioxidante 2,2,6,6 tetramethyl-1-pyperidinyloxyl Tempo (Aldrich 214000) d dilutor base para obtener
una concentracion fina de 1 mM. El protocolo de criopreservacion utilizado fue e descrito por Aisen et d.
(2000) utilizando un dilutor en base a Tris, &ido citrico, yema de huevo, gliceral fructosa, trehalosa y
EDTA. El semen fue diluido con la primerafraccion dd diluyente a 35°C y seinicié la curvade enfriamiento
hastalos 5°C en un tiempo aproximado de 90 minutos. Al llegar a 5°C se completd con la segunda fraccion
del diluyente y se degj6 estabilizar por 30 minutos. Posteriormente € semen fue envasado en pagjillas de 0.25
ml con una dosis gproximada de 100 millones de espermatozoides/pgjilla. Las pgjillas fueron expuestas a
vapores de nitrégeno liquido (15 cm sobre e nivel del nitrdgeno) durante 15 minutos y almacenadas en el
tanque respectivo hasta d momento de la evaluacion o inseminacion. Se evaluaron 2 pgjillas por cada lote
(10 pajillas) para comprobar la caidad semina y la eficiencia del protocolo de criopreservacion. La
evauacion de la caidad semind incluyd como pardmetros motilidad progresiva y evaluacion de la
integridad funciona de membrana (Test hipoosmético descrito por Jeyendran et a., 1984). Para la |A se
utilizarén 75 oveas detectadas en celo mediante e uso de machos vasectomizados (retgos). Las ovejas
fueron distribuidas aestoriamente para ser inseminadas con e semen congelado Control (n=40) 6 Tempo
(n=35). El semen fue descongelado en bafio mariaa 38°C por 1 minuto. Con la ayuda de un espéculo vagind,
se observod laentradacervical en lasoveasy se procedié ainseminar 1o més profundo posible. Latasadeno
retorno en celo por un periodo de 40 dias fue utilizada como indicador de fertilidad. Para determinar s existe
asociacion entre la utilizacion del antioxidante tempo y la tasa de no retorno en celo se utilizé la prueba de
Chi cuadrado.

Resultados y discusion.

Los pardmetros evauados luego ddl proceso de congelamiento y descongelamiento de semen ovino muestran
que los porcentgjes de motilidad e integridad funcional de membrana (HOS positivos) son mayores en el
grupo en donde se utilizé el antioxidante Tempo, aunque sin diferencias significativas (Tabla 1). Estos
resultados son similares a los descritos por Santiani (2003) y Ruiz (2005), en donde la utilizacion de
antioxidantes también evito pacidmente la pédida de cdidad semind durante d proceso de
criopreservacion. [Esto podria explicarse debido a la accion antioxidante del Tempo en los espermatozoides
de ovino que impide la produccién de radicales de oxigeno y por lo tanto evita la peroxidacion lipidica de la
membrana espermética (Santiani, 2003).

2 de 4

Comentario [F11: RPTA:ES
LA PRIMERA VEZ QUE SE
INSEMINA CON ESTA
METODOLOGIA PARA
CONGELAR SEMEN, LOS
DATOS SE PRESENTAN PARA
TENER UNA IDEA DE CON
QUE CALIDAD DE SEMEN SE
REALIZARON LAS
INSEMINACIONES.




Sitio Argentino de Produccién Animal
APPA - ALPA - Cusco, Pert, 2007.

Tabla 1. Porcentgje de motilidad e integridad funcional de membrana en semen ovino luego del proceso de
congel amiento-descongelamiento.

Semen Congelado-Descongelado Moatilidad (%) HOS positivos (%)
Semen Control 4236+ 13.10 33.65+11.40
(sin antioxidante)

Semen Tempo 4792+ 1164 4053+ 15.19
(con antioxidante)

Con respecto a la tasa de no retorno en celo, en la Tabla 2 podemos observar los resultados de la
inseminacion en 73 ovejas, debido a que las 2 oveas restantes fueron separadas del experimento luego de las
inseminaciones por razones gjenas d disefio experimenta. Latasa de no retorno en celo para e grupo control
fue de 42.5%. Estos valores son mayores a la tasa de prefiez obtenida mediante inseminacién intracervical
con semen congelada, de acuerdo a los descrito por Salamon y Maxwell (2000) que varian entre 25 a 35%.
Esto podria explicarse porque del grupo de ovejas que no retornaron en celo, no necesariamente todas
estaban prefiadas.. Con respecto d grupo Tempo, estos son los primeros resultados que muestran in vivo €
beneficio de la utilizacion de antioxidantes como componentes de los dilutores de semen ovino. Latasa de no
retorno en celo en este grupo superd & 60%, sendo estos datos bastante similares a los reportados por
Sdamon y Maxwell (2000) para inseminacion intrauterina con semen congelado (50-70%). Si bien no
existen diferencias significativas entre los grupos Control y Tempo (p = 0.0618), se observa una tendencia a
meorar la tasa de no retorno de celo cuando se utilizo € antioxidante Tempo. Esto se explicaria porque
durante € proceso de criopreservacion de semen se ha descrito un incremento significativo en los niveles de
especies reactivas de oxigeno en ovinos (Santiani, 2003) y humanos (Wang et a., 1997). Este aumento de
especies reactivas de oxigeno esta relacionado con la capacitacion espermética prematura y reaccion del
acrosoma afectando negativamente la fertilidad. Es por dlo que podemos concluir que la utilizacién del
antioxidante Tempo como componente del dilutor para criopreservacion de semen de ovino permite aumentar
latasa de no retorno de celo en ovejas inseminadas intracervica mente.

Tabla 2. Tasa de retorno y no retorno en celo en ovegjas  inseminadas intracervicadmente con semen
congelado control (sin antioxidante) y semen congelado Tempo (con antioxidante)

Ovgasinseminadas con: Retorno en celo Noretornoen celo Total
n (%) n (%) n (%)

Semen Control 23 (57.5%) 17 (42.5%) 40 (100%)

(sin antioxidante)

Semen Tempo 13 (39.4%) 20 (60.6%0) 33 (100%)

(con antioxidante)

Conclusiones

Los resultados dd presente trabgo nos permiten concluir que la utilizacion del antioxidante Tempo como
componente del medio dilutor para criopreservacion de semen ovino permite obtener mejores tasas de no
retorno de celo cuando se insemina intracervicamente ovelas y por lo tanto podria congtituir una alternativa
paralamasificacion delalA con semen congelado en ovinos.
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