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Resumen

Cely, L.D.; Jaramillo, C.X.; Fonseca, M.J.: Efecto de dos diluyentes sobre la tasa de pre-
fiez por inseminacion artificial laparoscépica en ovinos. Rev. Vet. 32: 2, 221-224, 2021. El
objetivo del estudio fue evaluar dos diluyentes comerciales para el congelamiento de semen
ovino y determinar su efecto en la tasa de prefiez al ser utilizados en inseminacién artificial
laparoscépica. El semen utilizado fue de un carnero Dorper adulto, cuyo eyaculado fue divi-
dido en dos: una alicuota fue diluida con un diluyente comercial con base de lecitina de soya
y la otra con un diluyente con base de yema de huevo. El semen fue criopreservado (100 x
10¢ espermatozoides moviles) y cada tipo de dilucion fue utilizado para inseminar 15 ovejas.
Las hembras fueron sincronizadas con esponjas intravaginales ¢ inseminadas via laparosco-
pica. El diagnostico de prefiez por ecografia se hizo a los 60 dias del servicio. Los resultados
indicaron una tasa de prefiez de 85% con semen diluido en base de lecitina de soya y 78%
con yema de huevo, no habiendo diferencias significativas entre tratamientos. Se concluye
que la tasa de prefiez obtenida con los dos diluyentes utilizados es similar, por lo cual ambos
ofrecen los mismos beneficios a 1a hora de implementarlos en un programa reproductivo para
la especie ovina, mediante inseminacion artificial laparoscopica.
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Abstract

Cely, L.D.; Jaramillo, C.X.; Fonseca, M.J.: Effect of two diluents on pregnancy rate
by laparoscopic artificial insemination in sheeps. Rev. Vet. 32: 2, 221-224, 2021. The aim
of this study was to evaluate two commercial diluents for the freezing of sheep semen and
determine their effect on the pregnancy rate when used in artificial laparoscopic insemina-
tion. The semen used was from an adult Dorper ram, whose ¢jaculate was divided in two
and one aliquot was diluted with a commercial diluent based on soy lecithin and the other
aliquot with a commercial diluent based on egg yolk. The semen was cryopreserved (100 x
10° motile sperm) and each type of dilution was used to inseminate 15 sheep. The females
were synchronized with intra-vaginal sponges and inseminated via laparoscopic. The diag-
nosis of pregnancy by ultrasound was made 60 days after the service. The results indicated a
pregnancy rate of 85% with semen diluted with soy lecithin and 78% with egg yolk, with no
significant differences between treatments. Conclusions: pregnancy rate obtained with the
two diluents was similar; therefore these offer the same benefits to use in ovine reproductive
programs, by laparoscopic artificial insemination.
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INTRODUCCION

La inseminacién artificial (IA) es una de las practi-
cas de manejo mas valiosas para los productores de las
especies ovinas en los programas de reproduccidn que
emplean semen descongelado 3171822

El proceso de inseminacion artificial en ovinos
supone dos limitantes que revisten gran importancia
dentro de esta arca, uno de cllos esta directamente re-
lacionado con la anatomia tortuosa del cuello uterino,
que no permite ¢l paso adecuado o facil de la zona para
inseminar en la especie ovina, la cual a diferencia de
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otras especies como la bovina, porcina y equina, no
presentan dicho inconveniente.

Se han disefiado catéteres especificos adaptados a
la luz tortuosa del cuello uterino de los ovinos, para tra-
tar de atravesar esa “barrera cervical” % '%'-2*  Como
alternativa, se¢ emplea la técnica de inseminacién lapa-
roscopica para depositar él semen descongelado inme-
diatamente al interior de los cuernos .

El otro inconveniente radica en la baja capacidad
de fertilizacién de los espermatozoides, porque sufren
alteraciones debidas al estrés oxidativo producido por
el choque térmico *°. La anterior situacion la expresan
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estudios donde se argumenta que los espermatozoides
de ovinos son mas susceptibles que los espermato-
zoides de bovinos al procedimiento de congelacion y
descongelacidn, técnica que conlleva la reduccion del
ndmero de células moviles 3.

Como ventajas de la 1A se pueden enlistar que las
tasas de prefiez empleando semen descongelado son
bastante buenas comparadas a la inseminacion trans-
cervical D. Por otra parte es factible emplear dosis in-
seminantes con menor concentracion de esperma. Para
lo anterior se requiere de personal capacitado en la es-
trategia anestésica, conocimiento y manejo del equipo
y desde luego la anatomia de la especie a trabajar B.

Actualmente algunos estudios describen nuevos
métodos para el dep6sito intrauterino transcervical de
semen, empleando para ello una incision quirdrgica de
los pliegues cervicales, técnica que se constituye en un
procedimiento novedoso permitiendo tasas de prefiez
satisfactorias en toda la vida del paciente.

La IA es importante porque de su eficacia depende
el progreso genético del hato y, asimismo, la eficiencia
reproductiva. Sinembargo, la 1A con semen congelado
no es muy difundida en la especie ovina, debido prin-
cipalmente a las bajas tasas de fertilidad que son obte-
nidas 2.

Los espermatozoides de ovinos son més suscepti-
bles que los espermatozoides bovinos al procedimiento
de congelaciony descongelacion, técnica que conlleva
la reduccion del nimero de células moviles 3.

Los dafios producidos en los espermatozoides du-
rante el proceso de criopreservacion podrian ser par-
cialmente obviados usando diluyentes adecuados, tales
como yema de huevo, pese a su limitante de ser un me-
dio éptimo para bacterias y endotoxinas. No obstante,
ha reportado tener un efecto toxico en los espermato-
zoides de las especies bufalina, ovinay caprina 1. Asi
mismo, se indica que contiene trazas de hormonas y
sus precursores, que podrian disminuir la capacidad de
fertilizacion de los espermatozoides 1L.

Los diluyentes libres de elementos de origen ani-
mal que contienen lecitina de soya tienen un efecto
crioprotector por su baja viscosidad, poseen menos re-
siduos y alto contenido de fosfolipidos, al igual que la
yema de huevo 9.

Se reporta que la lecitina de soja (1-2%) tiene la
ventaja frente a los diluyentes convencionales (yema de
huevo y leche) de ser un compuesto libre de patdgenos,
incluso cuando se hace el almacenamiento a baja tem-
peratura de semen ovino; de alli que los diluyentes co-
merciales actuales contienen proteina vegetal (lecitina
de soya) como protectores en la criopreservacion 6 D.

A pesar de haberse empleado una gran cantidad
de diluyentes para la congelacion de semen ovino, no
existe una metodologia que proporcione datos sobre los
mejores resultados para el semen descongelado 2L.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar dos
diluyentes comerciales utilizados rutinariamente en la
especie bovina para el congelamiento de semen ovino 'y
determinar los resultados en términos de tasas de pre-
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fiez al ser utilizados en inseminacion artificial laparos-
copica.

MATERIAL Y METODOS

Los procedimientos de evaluacion, diluciény con-
gelacion del material seminal ovino fueron llevados a
cabo en el Laboratorio de Reproduccién Animal, perte-
neciente a la granja Villa Marina de la Universidad de
Pamplona, Colombia.

Colectay congelacion de semen

Se seleccion6 un ovino Dorper de 15 afios y 60 kg
de peso. El semen fue colectado mediante electroeya-
culador Electro Jac-5. La calidad seminal fue evaluada
tal como lo efectuaron acertadamente otros investiga-
dores 7, considerando las caracteristicas macroscopi-
cas (volumen, color, olor, aspecto) y las caracteristicas
microscopicas (motilidad masal, motilidad individual,
concentracion, morfoanomalias y porcentaje de vivosy
muertos) empleando un microscopio 6ptico (Scientific).
El semen fue diluido utilizando dos diluyentes comer-
ciales, uno con base a lecitina de soya (Andromed) y
otro con base a yema de huevo (Tryladil). En ambos
casos, el semen fue criopreservado mediante la conge-
ladora de semen Cryogen que se observa en laFigura 1

Sincronizacién de celos

Para los procesos de sincronizacién e insemina-
cion artificial laparoscopica fueron seleccionadas 30
hembras de la raza ovino de pelo colombiano (OPC),
con edad promedio de 20 meses y peso de 40 kg, ubi-
cadas en el municipio de Labateca Norte (Santander,
Colombia). Las ovejas fueron sincronizadas mediante
esponja intravaginal (Progespon) impregnada con 60
mg de acetato de medroxi-progesterona. Las esponjas
fueron mantenidas durante siete dias para luego ser re-
tiradas, aplicandose un analogo de prostaglandina F2
alfa a una dosis total de 0,2 mg (Estrumate) y 200 Ul
de eCG-gonadotropina coridnica equina (Novormon),

Figura 1. Congeladora de semen Cryogen® modelo
Neovet.
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Figura 2. Introducci6n de la cama-
ra a través del trocar.

via intramuscular. La inseminacion se llevo a cabo a las
52 horas de las aplicaciones de prostaglandina y eCG.

Inseminacidn artificial por laparoscopia

Para la pre-anestesia se utilizd xilacina al 2% a do-
sis de 0,05 mg/kg, via intramuscular. Posteriormente,
cada hembra fue posicionada en la camilla de cirugia,
sujetando las cuatro extremidades y aplicando 5 ml de
lidocaina al 2% (Roxicaina) por via subcutanea alrede-
dor del lugar de incision. Para la IA laparoscopica se
realizaron dos pequefias incisiones de 5 cm craneales a
labase de la glandula mamariay 4 cm lateral a la linea
alba. Luego fue introducida, por una de las incisiones,
una Aguja de Veress conectada a la maquina insufla-
dora de CO2 (L'care) para introducir el gas en la cavi-
dad abdominal. Una vez retirada laAguja de Veress se
colocaron trocares de 5 mm. Por una de las incisiones
se introdujo la camaray por la otra lapinza Maryland
para ubicar los cuernos uterinos, cdmo puede apre-
ciarse en la Figura 2. Una vez identificados se retir6 la
pinzay se introdujo lapipeta de Robertson (Minitube)
con el semen, depositando por puncién 0,25 ml en cada
cuerno uterino. Finalmente, se retiraron la cdmaray la
pipeta, se hizo presion en el abdomen para expulsar el
CO2por los trocares, y el paciente fue llevado al &rea de
recuperaciony posicionado en decubito lateral derecho,
aplicandosele una crema cicatrizante (Neobest) en las
incisiones y una dosis (5 mg/kg) de oxitetraciclina L.A.
(Erma) via intramuscular.

Descongelamiento del semen

Para la inseminacion, las pajillas de semen fueron
retiradas del termo de nitrdgeno liquido (Taylor Whar-
ton) y fueron depositadas en un termo descongelador
por 50 segundos a 37°C. El semen descongelado fue
vertido en un tubo Eppendorfde 2 ml. Se evalu6 la mo-
tilidad progresiva al microscopio Optico para determi-
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Figura 3. Exploracion rectal ecografica con ecografo Sonoscape para el
diagndstico de prefiez

nar la viabilidad del semen, y posteriormente se cargd
el semen en lapipeta de Robertson para realizar la IA.

Tasa de prefiez

El diagnostico de gestacion por ecografia se realiz6
a los 60 dias de la IA. Se utilizé un ecografo (Sonosca-
pe) con transductor rectal cubierto por una manga de
palpacién, como se observa en la Figura 3.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados aplicando
la prueba de Chi cuadrado (/2) y los correspondientes
coeficientes de asociacion. Todos los resultados fueron
considerados estadisticamente significativos para un
valor de p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La tasa de prefiez utilizando como diluyente del
semen a la lecitina de soya (Andromed) fue de 85%
(12/15), mientras que la tasa de prefiez utilizando como
diluyente a la yema de huevo (Triladyl) fue de 78%
(11-15), no habiendo diferencia estadistica significati-
va entre los tratamientos. Los resultados de la prueba
Chi-cuadrado indicaron que las variables fueron inde-
pendientes (p=0,6217), es decir, que la prefiez fue inde-
pendiente del diluyente utilizado.

Tales hallazgos concuerdan con lo reportado en
otro estudio en el cual se obtuvo tasa de prefiez del
85% utilizando lecitina de soyay del 78% con yema de
huevo 9. Asimismo, los resultados concuerdan con otra
publicacion en la que se reportd 42% de prefiez para
yema de huevo y 44% para lecitina de soya 5. Diversos
estudios han reportado porcentajes de prefiez entre 45
y 80%, obtenidos por IA artificial laparoscdpica 348 1.

El 78% de prefiez obtenido en este estudio con el
diluyente a base de yema de huevo, corrobora la afir-
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macién de que ¢l uso de este diluyente ofrece mejor
motilidad y mayor fertilidad con semen congelado/des-
congelado °.

No obstante, en otro estudio se reportd una tasa de
prefiez de 64,7% ', pudiendo deberse esta diferencia a
que en dicho estudio se utilizé una concentracidon de 40
x 10°espermatozoides moviles, mientras que en ¢l pre-
sente estudio se trabajo con 100 x 10°espermatozoides
méviles. Las altas tasas de prefiez obtenidas en este es-
tudio podrian deberse al uso de esponjas impregnadas
con progesterona, ya que éstas favorecen ¢l desarrollo
y fertilizacion del ovocito °.

No obstante, el objetivo de este estudio fue deter-
minar si existen diferencias en cuanto a las tasas de
prefiez entre los dos diluyentes evaluados, lo cual fue
confirmado al no existir diferencias estadisticamente
significativas entre las tasas de prefiez obtenidas con
ambos.

CONCLUSION

La tasa de prefiez obtenida con los dos diluyentes
utilizados fue similar, por lo tanto ambos ofrecen los
mismos beneficios a la hora de implementarlos en un
programa reproductivo para la especie ovina, mediante
inseminacion artificial laparoscépica.
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