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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar la calidad seminal mediante la evaluacién de
la movilidad progresiva, nimero total de espermatozoides normales y tipo de anormali-
dades espermaticas entre padrillos de raza criolla con y sin entrenamiento intensivo de
competicion. Otros parametros fueron evaluados con el fin de describir las caracteris-
ticas reproductivas de padrillos de raza Criolla. Padrillos de raza Criolla (n=18) fueron
evaluados reproductivamente, durante los meses de agosto, septiembre y octubre del
2014, Grupo Ejercicio (G1, n=9) bajo un régimen de entrenamiento para competicién
y Grupo Control (G2, n=9) bajo condicién de no entrenamiento. Los padrillos del G1
tuvieron una rutina de entrenamiento de una hora diaria, y participaron en competen-
cias durante el periodo del estudio. Se evalué semanaimente la temperatura (°C), por
via rectal con termdmetro digital, y la frecuencia cardiaca (latidos por minuto), con un
fonendoscopio. Las mediciones se realizaron en ambos grupos previo al ejercicio (T=0)
y a los 30 minutos después de iniciado el mismo (T=30) a los del G1. Previo al comien-
zo del estudio, a los padrillos de ambos grupos experimentales se les colecté semen 2
veces por dia, durante 7 dias consecutivos, para vaciar sus reservas espermaticas y asi
tenerlos en daily sperm output (DSO). Comenzado el estudio, las muestras de semen
se tomaron cada 15 dias, obteniendo dos eyaculados consecutivos, separados por un
intervalo de 1 hora.

Los resultados obtenidos demuestran que hubo efecto de ejercicio sobre los siguientes
parametros del semen: volumen, (P<0,001); movilidad de semen puro, (P<0,0001); mo-
vilidad de semen diluido, (P<0,0001); vigor espermatico del semen puro, (P=0,0007);
vigor espermatico del semen diluido, (P=0,001); nimero total de espermatozoides,
(P=0,0001); numero total de espermatozoides con movilidad progresiva, (P<0,001);
ndmero total de espermatozoides normales con movilidad progresiva, (P<0,001); su-
pervivencia de semen puro, (P<0,001); supervivencia del semen diluido, (P<0,001).
Los resultados de los tipos de anormalidades espermaticas son los siguientes: dafio
acrosomal de los espermatozoides, (P<0,0001); anormalidades de cabeza, (P<0,0001);
porcentaje de cabezas sueltas, (P<0,0001); gotas citoplasmaticas proximales de los
espermatozoides, (P<0,006); gotas citoplasmaticas distales de los espermatozoides,
(P=0,005); porcentaje de defectos de pieza media de los espermatozoides,(P=0,0009);
colas enrolladas de los espermatozoides, (P=0,0003); colas en ansa de los esperma-
tozoides, (P=0,004); colas en ansa con gota de los espermatozoides, (P=0,003); por-
centaje de colas quebradas de los espermatozoides, (P= 0,001); porcentaje de conden-
sacion de cromatina, (P=0,001). No se observé efecto del ejercicio en los siguientes
parametros del semen: color, pH, concentracion espermatica por ml, porcentaje en las
anormalidades de cuello de los espermatozoides, porcentaje de defectos de pieza me-
dia de los espermatozoides, porcentaje de células germinales, nimero de montas previo
al eyaculado. De los resultados obtenidos se observé que hubo diferencias significativas
entre grupos en cuanto a la calidad seminal encontrada principalmente en los parame-
tros como: el numero total de espermatozoides normales con movilidad progresiva, y
la viabilidad espermatica. Este estudio demuestra que el entrenamiento intensivo de
competicién en padrillos de raza Criolla disminuye la calidad seminal.

Palabras claves: ejercicio, estrés, temperatura corporal, semen equino.
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ABSTRACT

The objective of this study was to compare the seminal quality using parameters as pro-
gressive motility, total number of morphologically normal and sperm abnormalities rate
between Criollo stallions under training conditions with those of stallions under regular
field conditions. Other parameters were evaluated in order to describe the reproductive
characteristics of stallions. Criollo bred stallions (n = 18) were evaluated reproductively,
during a period of 12 weeks, from August until October 2014. The Exercise Group (G1,
n = 9) under a regime of intensive exercise to high competition and Control Group (G2,
n = 9) under no exercise condition. Stallions from Exercise Group had a routine of one
hour of exercise per day, and participated in competitions during the experimental pe-
riod. Rectal temperature (° C) and heart rate (beats per minute) was assessed prior to
exercise (T = 0) in both group and after 30 minutes (T = 30) was assessed weekly, only
in G1. Before beginning with the experiment, sperm from stallions of G1 and G2 sperm
was collected twice a day for 7 days empty their sperm reserves and thus keep them in
daily sperm output (DSO). Once started the study, semen samples were taken every 15
days with 2 separate outlets every 1 hour.

The results showed that there was an effect of exercise on the following semen pa-
rameters: gel-free volume, (P<0,001); percentage moatility of semen, (P<0,0001); per-
centage motility of extended semen, (P <0,0001), vigor of semen, (P= 0,0007); vigor of
extended semen, (P= 0,001), total number of sperm/ ejaculate, (P= 0,0001); total sperm
motility, (P<0,001); total number of morphologically normal and motile sperm, (P<0,001);
longevity of sperm motility, (P<0,001); longevity of extended semen motility, (P<0,001);
normal sperm, (P<0,0001). The results for sperm abnormalities types are as follows:
acrosome defects, (P <0,0001); tailless head, (P <0,0001); head defects, (P<0,0001);
proximal cytoplasmic droplets, (P<0,006); distal cytoplasmic droplets, (P=0,005); entire
tail-coiled, (P=0,0003); colled tail, (P=0,004); colled tail with droplets, (P=0,003); percent
swollen midpiece, (P=0,0008); bent tails, (P=0,001); abnormal DNA, (P= 0,0015); lives,
(P=0,01). No effect of exercise was found in the following semen parameters: color, pH,
sperm concentration, abnormalities of neck sperm, percent swollen midpiece, percenta-
ge of germ cells, and number of pre-ejaculate ride. The results showed that there were
differences between groups regarding semen quality parameters found mainly as: total
number of morphologically normal and motile sperm, and viability semen. The results
showed that there was an effect of exercise on decreases the sperm quality.

Keywords: exercise, stress, body temperature, equine semen.
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. INTRODUCCION

En el afio 2012 la Asociacion Criadores de Caballos Criollos de la Argentina (ACCC)
aprobé la utilizacion de la técnica de inseminacion artificial con semen fresco, refrigera-
do y congelado en animales inscriptos en la raza. A partir de ello una de las demandas
concretas de los criadores de caballos criollos es la obtencion de muestras de semen
de padrillos que estan en competencia para inseminar con semen fresco, refrigerado o
para criopreservarlo. En este aspecto no hay mucha informacién disponible sobre las
caracteristicas reproductivas del padrillo Criollo y el efecto del entrenamiento sobre las
mismas.

Los datos obtenidos en el 2006 indican que la Raza Criolla representa el 52% de los
caballos inscriptos en el pais, con un total de 778.600 ejemplares; seguida por la raza
Polo Argentino con el 32% (477.000 ejemplares totales). En los Ultimos afios se vio un
importante crecimiento en la raza Criolla, tanto en el nimero de criadores como en el de
potrillos inscriptos, siendo una de las razas equinas que mas productos (reproductores
machos y hembras, y potrillos) exporta en la Argentina, datos de la Sociedad Rural Ar-
gentina (SRA).

La raza Criolla Argentina se origina del caballo espafiol de la época de la conquista, que
llegé a Sudamérica en el segundo viaje de Colén. En su mayoria eran caballos de ori-
gen andaluz, descendientes de los viejos y rusticos troncos europeos que recibieron un
influjo de sangre oriental, a través del primitivo Berberisco. Asi se inicié la cria local que
es la génesis del caballo que existe actualmente en Argentina, Brasil, Chile, Uruguay y
Paraguay, y se conoce con la denominacién genérica de “Caballo Criollo”. En 1918 se
abri6é un registro para caballos Criollos que se denomind Caballo Argentino (Dowdall,
1983). El Caballo Criollo tiene como una de sus caracteristicas principales la rusticidad,
que le confiere una especial habilidad para el trabajo a campo, asi como una adecuada
resistencia para recorrer amplias extensiones de territorio. En la actualidad, se lo utiliza
con un doble proposito: morfologia y deporte. Los caballos Criollos con propoésito depor-
tivo compiten en diferentes pruebas funcionales: Prueba Corral de Aparte, Prueba de
Rodeos, Marcha, Marcha de Criadores, Rodeo Cuyano, Felipe Z Ballester (FZB), Freno
de Oro, Aparte Campero, Roberto J. Dowdall que son reglamentadas por la Asociacién
de Criadores de Caballos Criollos. En la SRA en el periodo comprendido desde el pri-
mero de julio del afio 2012 hasta el primero de julio del afio 2013, se han inscripto 7.086
nacimientos. De los cuales 3.405 ejemplares corresponden al género macho y 3.681 al
género hembra, (Registros Genealodgicos de la SRA, 2013).

La eficiencia reproductiva es de fundamental importancia en la cria de caballos. Para
gque una inseminacién artificial (IA) sea exitosa, la calidad del semen es de fundamen-
tal importancia. El semen equino es evaluado en las diferentes razas con parametros
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seminales establecidos, entre los cuales podemos citar: pH de 7,2 a 7,9; movilidad de
semen de 56,0 £ 15,3 %; concentracion espermatica de 168 x 10° + 8,6 ml; numero total
de espermatozoides 5,8 x 10° + 4,8; porcentaje de espermatozoides anormales 28,6 +
12,8 % (Magistrini, 2000).

El examen androlégico permite determinar las caracteristicas del tracto genital del repro-
ductor y caracterizar la calidad seminal en padrillos de diferentes razas. Sin embargo, y
segun nuestro conocimiento de la bibliografia en la raza Criolla, no se han realizado es-
tudios para estandarizar los parametros androldgicos y/o seminales, ni en condiciones
de reposo ni de entrenamiento.

Los parametros para la evaluacion del semen del padrillo que se evaltian de rutina, son
los siguientes: volumen libre de gel, volumen de gel, pH, movilidad progresiva del semen
puro vy diluido, concentracion espermatica, nimero total de espermatozoides, nimero
total de espermatozoides con movilidad progresiva, nimero total de espermatozoides
normales con movilidad progresiva, supervivencia del semen puro y diluido y morfologia
espermatica.

Se ha descripto tanto en animales como en humanos que el estrés podria suprimir la
capacidad reproductiva (Rivier y Rivest, 1991). Las hormonas relacionadas con el estrés
pueden afectar las funciones sexuales en los tres niveles del eje Hipotalamo - Hipofi-
siario — Gonadal. A nivel hipotalamico por la inhibicién de la liberacién de GnRH, en la
hipofisis interfiriendo en la induccion de GnRH a la secrecién de LH y por ultimo en las
génadas se altera el efecto estimulador de las gonadotropinas sobre la secrecion de
esteroides (Rivier y Rivest, 1991). Las principales causas que producen estrés incluyen
enfermedades infecciosas, enfermedades endodcrinas, traumas quirdrgicos y situacio-
nes de manejo y/o propésito como el transporte y/o el ejercicio intensivo.

Algunos de los parametros reproductivos pueden estar influenciados por la liberacién
de glucocorticoides inducida por estrés. No obstante, los efectos del estrés sobre la
fertilidad se han estudiado solo de forma limitada en el equino (Aurich y Aurich, 2008).
Algunos autores afirman que el estrés puede comprometer la calidad del semen fresco
y pos-congelado (Rivier y Rivest, 1991; Janett et al., 2006; Janicki et al., 2013), mientras
que otros autores afirman que no influye (Dinger et al., 1986; Lange et al., 1997; Aurich
y Aurich, 2008). Sélo cuando se prolonga el estrés, es probable que la secreciéon de go-
nadotropinas sea suprimida, mientras que en el estrés transitorio o agudo este efecto es
menos claro (Tilbrook et al., 2000, Aurich y Aurich, 2008). Diversos estudios demuestran
que ante una situacién de estrés como el gjercicio, monta o transporte de los equinos,
el cortisol plasmatico aumenta (Baker, 1982; Rabb, 1989; Nogueira y Barnabe, 1997;
Turner, 2002; Janett et al., 2006). Ante un estrés agudo los niveles GnRH, LH y FSH
aumentan a corto plazo (Irvine, 1991), o se mantienen sin variacién significativa con
ejercicio moderado (Gordon et al., 2014).

10
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Las concentraciones de testosterona en caballos de carrera asumiendo que experimen-
taban estrés asociado con el entrenamiento fueron mas bajas que en los controles no
entrenados (Baker et al., 1982). Esto contrasta con los resultados de Janett et al. (2006),
quienes observaron que los niveles de testosterona, cortisol y lactato aumentaron sig-
nificativamente en caballos en entrenamiento. Estudios similares se han realizado en
humanos que sufrieron estrés durante los Ultimos meses previos al anélisis de semen
observandose una asociacion entre el estrés y una menor concentracién espermatica,
numero total de espermatozoides, y porcentaje de espermatozoides mdviles y morfo-
l6gicamente normales, o sea con una disminucion de la calidad seminal (Eskiocak et
al., 2006). Una de las hipdtesis que se postula con mayor fortaleza es que esto sucede
porgue el estrés influye sobre los factores endocrinos (Gollenberg et al., 2010).

El estrés social como ocurre por ejemplo en la reagrupacién de caballos, afecta el eje hi-
potalamo-hipofisiario-adrenal de caballos subordinados, elevando las concentraciones
de cortisol libre en estos individuos, (Alexander e Irvine, 1998; Aurich y Aurich, 2008).
También se ha reportado que la competicién aumenta los niveles de ACTH y cortisol en
plasma, siendo este aumento menor en padrillos experimentados que en los padrilios
jovenes (Cayado et al., 20086). Esto indicaria una adaptacion al estrés a lo largo del tiem-
po. Una rapida adaptacion de los caballos al estrés también se reporté en un estudio
realizado en caballos que viajaban en trailer (Shanahan, 2003). La movilidad espermati-
cay el numero de espermatozoides totales durante la temporada de servicios son mayo-
res para los padrillos que sélo actdian como reproductores en comparacién con aquellos
que compatibilizan actividad deportiva con la funcién reproductiva (Lange et al., 1997).

El mantenimiento de la temperatura escrotal por debajo de la temperatura corporal es
fundamental para la realizacién de una normal espermatogénesis (Waites et al., 1964).
La evaluacién de la temperatura escrotal por medio de la termografia dejé en evidencia
que, la temperatura escrotal es de 33° C, siendo la temperatura testicular de 30° C a
32,5° C (Chernier, 2000). Los mecanismos de regulacion de la temperatura escrotal en
el padrillo incluyen: la tunica dartos, el masculo cremaster, el plexo pampiniforme y la
pared fina del escroto, libre de pelos y con numerosas glandulas sebaceas y sudoripa-
ras (Amann, 2011). Cuando el aumento de la temperatura escrotal esde 1,4 2 2,2° C
decrece la concentracién espermatica, el porcentaje de espermatozoides vivos y mévi-
les y por lo tanto, la fertilidad (Friedman et al., 1991; Mieusset ef al., 1992; Blanchard et
al., 1996; Rosenberg et al., 2013).

Ha sido descripto que el entrenamiento intensivo, considerando al mismo cuando el
padrillo presenta signos de agotamiento y no puede mantener la velocidad en la cinta
(Janett et al., 2006), puede afectar los parametros reproductivos en padrillos, mientras
gue segun Mawyer et al. (2012), en periodos de entrenamiento controlados y cortos (4
dias por semana, durante 12 semanas, incluyendo: 8 minutos de caminata, 15 minutos
de trote/galope extendido, 7 minutos de caminata), no tendrian efecto adverso.

1




Liliana Rossetto, MV

Por lo tanto el objetivo de nuestro estudio es comparar los parametros reproductivos en
padrillos de raza Criolla en entrenamiento de competicion (una hora diaria de entrena-
miento, 6 dias por semana) con padrillos sin entrenamiento.

12




Liliana Rossetto, MV

. HIPOTESIS

» El entrenamiento intensivo de competicién en padrillos de raza Criolla disminuye
la calidad seminal.
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lll. OBJETIVO

» Comparar la calidad seminal mediante la evaluaciéon de la movilidad progresiva,
ndmero total de espermatozoides normales y tipo de anormalidades espermaéticas
entre padrillos de raza Criolla con y sin entrenamiento intensivo de competicién.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Poblaciéon en estudio: Se utilizaron 18 padrillos, entre 7 y 12 afios de edad, de Raza
Criolla, inscriptos en el Stud Book Argentino, bajo las normativas genealdgicas y de es-
tandar racial de la Asociacion de Criadores de Cabalios Criollos.

Lugar y desarrollo: Los grupos experimentales: Grupo Ejercicio (G1) y Grupo Control
(G2) se localizaron en la zona de General Pico (G1: n=4 y G2: n=2), provincia de La
Pampa (latitud Sur 35° 37,602, longitud Oeste 63° 55,650’), en la zona de la localidad
de Juan José Paso (G1: n=5 y G2: n=1), provincia de Buenos Aires (latitud Sur 35°44’
8,94”, longitud Oeste 62° 18'45,69”), y en la zona de la localidad de Gonzalez More-
no (G2: n=6), provincia de Buenos Aires (latitud Sur 35° 32,322, longitud Oeste 63°
29,774"), Argentina. La temperatura y humedad ambiente se midié con un termémetro
digital (marca TFA®, Alemania) en cada dia de muestreo. Los valores promedios de
temperatura y humedad relativa ambiente para la localidad de provincia. de Buenos Ai-
res y las de la provincia de La Pampa se compararon mediante la Prueba de t-Student.
Los datos han sido relevados por una misma persona, y analizados en un laboratorio
moévil y en la Catedra de Obstetricia y Fisiopatologia de [a Reproduccién Animal, de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, de la UNLPam (La Pampa, Argentina). Todos los
padrillos de ambos Grupos estuvieron alojados en corrales de 5 metros x 4 metros, con
sombra y agua ad libitum. La dieta consistié en heno de alfalfa a voluntad y 7 kilos dia-
rios de avena.

Disefio experimental: Grupo Ejercicio (G1): 9 padrillos en condiciones de entrenamien-
to de competicién y el Grupo Control (G2): 9 padrillos sin entrenamiento, durante los
meses del experimento.

Ejercicio: Los padrillos del G1 participaron en la prueba de corral de aparte categoria
A, prueba de rodeo, y Felipe Z Ballester categoria A. El entrenamiento del grupo, du-
rante los meses del experimento, consistié en una hora de actividad fisica diaria, con
ejercicios aerdbicos y anaerébicos en todos los casos, durante 6 dias por semana. Los
animales del G1 iniciaron el ejercicio 30 dias antes de la primera obtencion de semen.
Se evalué semanalmente la temperatura (°C), por via rectal con termémetro digital, y la
frecuencia cardiaca (latidos por minuto), con un fonendoscopio. Las mediciones se reali-
zaron en ambos grupos previo al ejercicio (T=0) y solo en G1, a los 30 minutos después
de iniciado el mismo (T=30).

Evaluacion Reproductiva: Previo comienzo del estudio a los padrillos de ambos gru-
pos se le obtuvo semen 2 veces por dia, durante 7 dias consecutivos, para vaciar sus
reservas espermaticas y asi tenerlos en DSO (Daily Sperm Output). Durante los meses
de Agosto, Septiembre y Octubre, se obtuvieron muestras de semen, cada 15 dias de
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ambos grupos, de todas las localidades. Las muestras fueron obtenidas por un mismo
operador en todos los padrillos durante el periodo del estudio.

El semen fue obtenido por el método de vagina artificial, utilizando el modelo Missouri y
una yegua en celo. Se obtuvieron dos eyaculados, separados por intervalo de una hora,
muestreados 1 vez cada 15 dias, (en G1, la extraccion de semen fue previa al ejercicio
diario). Se registraron los nimeros de saltos previos a la obtencién del eyaculado. Inme-
diatamente obtenida la muestra se filtré para remover el gel, y el semen libre de gel se
evalu6é macroscépicamente (color, volumen y pH), y se colocé en bafio termostatico a
37°C para su posterior evaluacion. La evaluacién del semen fue realizada por el mismo
operador en todas [as ocasiones.

La evaluacién del semen se realizé en semen puro y diluido con diluyente de semen a
base de leche descremada/glucosa (BotuSemen®, Botupharma, Botucatu, Brazil) en
una concentracion de 25-50 x 108 ml, a 37° C. Se realiz6é una evaluacion de los parame-
tros del eyaculado que se detallan a continuacion.

Evaluacion Macroscépica: el color, se evalué de forma visual (utilizando una escala que
va desde el color gris-transparente hasta el blanco-cremoso, segin lo descripto por
Kenney,1983); el volumen del eyaculade (ml) libre de gel se midié con una probeta de
vidrio atemperada; y el pH se midié al total del volumen de semen libre de gel, utilizando
un pH- metro (modelo HI 8424, marca HANNA®, segun lo descripto por Baumber-Skai-
fe, (2011).

Evaluacién Microscépica: Se evalué la movilidad progresiva (porcentaje de espermato-
zoides que poseen un movimiento lineal, progresivo y uniforme) por observacion directa
empleando un microscopio en contraste de fase (200x y 400x) con platina térmica re-
gulada a 37°C. El vigor espermatico se evalué utilizando una escala del 1 al 3, siendo 1
aquel semen de mayor vigor y 3 aquel semen de menor vigor. La concentracion esper-
matica, expresada en millones de espermatozoides por ml, se determiné por hemocito-
metria utilizando una camara de Neubauer y una dilucién 1/200 en buffer salino formo-
lado (BSF). Para evaluar la morfologia espermatica se fijaron las células en BSF, y se
observaron utilizando un microscopio con contraste de fase (segun el método descripto
por Malmgren, 1992). La morfologia espermatica se determiné contando un minimo de
100 espermatozoides para evaluar las anormalidades (segun el método adaptado por
Hermenet, 1993). Se tipificaron las anormalidades espermaticas en: dafio de acrosoma,
defectos de forma de cabeza, cabezas sueltas, gota citoplasmatica proximal, gota cito-
plasmatica distal, defecto de cuello, defecto de pieza intermedia, cola enrollada, cola en
ansa, cola en ansa con gota, cola quebrada, presencia o no de células germinales (Rao
Veeramachaneni, 2011).
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Para la evaluacion de células polimorfonucleares se realizaron frotis finos y gruesos y
se utilizé la Tincién 15 (Tinciéon 15®, Biopur S.R.L., Rosario, Argentina), segun técnica
descripta por Baumber-Skaife, 2011.

Luego de realizadas estas determinaciones, se calcularon los siguientes parametros:
numero total de espermatozoides por eyaculado, el nimero total de espermatozoides
con movilidad progresiva y el niumero total de espermatozoides morfolégicamente nor-
males con movilidad progresiva.

Se realizd el test de supervivencia espermatica a temperatura ambiente (22°C), en se-
men puro y semen diluido. Las muestras de semen puro se observaron hasta que la
movilidad espermatica llego a un 10%, al igual que las muestras del semen diluido con
diluyente de semen a base de leche descremada/glucosa (BotuSemen®, Botupharma,
Botucatu, Brazil) en una concentracién de 25-50 x 108/ml (Brinsko, 2011).

Se evalub, de acuerdo al protocolo descripto por Carretero et al. (2009), el grado de
condensacion de la cromatina espermatica. Para ello se realizaron 2 frotis, se fijaron con
etanol 96° durante 2 minutos, se dejaron secar al aire y se tifieron con azul de toluidina
durante 5 minutos. Los espermatozoides que se tifieron de color celeste (negativo sin
alteracion en la condensacion normal), violeta claro (intermedios algun grado de des-
condensacion), violeta oscuro (positivo alto grado de descondensacién). Se observo el
numero de montas que realizaban los padrillos previo a la obtencién del eyaculado.

Tamario testicular: las medidas de los testiculos se expresaron en centimetros (cm)
y se determinaron utilizando ecografia y calibre (en los casos que el alcance del trans-
ductor no permitia medir el largo del testiculo). Se evalué alto, ancho y largo de ambos
testiculos, a todos los padrillos de ambos grupos experimentales. Las mencionadas
mediciones se obtuvieron previo al inicio de la obtencién de semen,1 vez cada 15 dias.
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V. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables independientes fueron: Padrillo, Eyaculado, Grupo (Ejercicio versus Con-
trol), y el Dia experimental de obtencién del semen (6 dias de colecta de semen durante
los meses de agosto, septiembre y octubre, cada 15 dias, con 2 muestras de semen
separadas por 1 hora). El modelo experimental incluyé padrilio, eyaculado 1y 2 anidado
en el Grupo, Dia, y la interaccién Grupo por Dia.

Las variables dependientes fueron: DSO (numero total de espermatozoides normales
con motilidad progresiva), color (transparente/blanquecino), volumen (ml), pH (unidad),
motilidad progresiva (%), vigor (1,2,3), concentracién espermatica (millones de esper-
matozoides/ml), nimero total de espermatozoides (millones totales), nimero total de
espermatozoides con movilidad progresiva (millones totales), nimero total de esper-
matozoides morfolégicamente normales con movilidad progresiva (millones), relacién
de espermatozoides vivos y muertos (% vivos), supervivencia espermatica (horas),
condensacion de cromatina (% de espermatozoides con cromatina descondensada),
numero de montas previas a la obtencidén del eyaculado (unidad), tamafio testicular
(centimetros).

El efecto de las variables independientes y su interaccion sobre las variables dependien-
tes con distribucién normal (volumen, gel, pH, movilidad puro y diluido, concentracion
por ml, concentracion total, concentracién total con movilidad progresiva, concentraciéon
total con movilidad progresiva morfolégicamente normales, supervivencia de semen
puro y diluido, morfologia espermatica, anormalidades espermaticas de acrosoma, ca-
beza, cabeza suelta, gota citoplasmatica proximal, gota citoplasmatica distal, cola enro-
llada, cola en ansa, cola en ansa con gota, cola quebrada, condensacién de cromatina,
porcentaje de vivos y muertos) fueron analizadas por ANOVA, anidado con el procedi-
miento de medidas repetidas en el programa de SAS (SAS Inst. Inc. Cary, NC, version
9.3, 2011). El efecto de las variables independientes y su interaccién sobre las variables
con distribuciéon no paramétricas fueron analizadas con el procedimiento de Proc Gen-
mod en el programa SAS (numero de montas, anormalidades de espermatozoides en
cuello, pieza intermedia y presencia de células germinales). La distribucion de Poisson
se utilizé para analizar el vigor espermatico del semen puro y diluido. El Test de Student
(SAS Inst. Inc. Cary, NC, versién 9.3, 2011) se utilizé para analizar temperatura corporal,
frecuencia cardiaca, tamanfio testicular.

Los valores fueron expresados como media + error estandar de la media y el nivel de
significancia estadistica fue P< 0,05 y de P< 0,10 para expresar tendencias.
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VI. RESULTADOS

La temperatura y la humedad relativa ambiente se registraron en cada dia de mues-
treo. Si bien las localidades en las que se realizaron dichos nuestros pertenecen a la
Regién de la Pampa Humeda y se encuentran en un rango de 50 - 180 km de distancia,
se compararon los promedios de los registros obtenidos para las dos localidades mas
distantes, una en Pcia. de Buenos Aires y la otra en Pcia. de La Pampa. El promedio de
temperatura ambiente registrada en las localidades de Pcia de Bs As fue de 14,72° C +
1,08° C y en las localidad de Pcia. de La Pampa 12,33° C +1,58° C (P=0,21). El prome-
dio de humedad relativa registrada cada dia de muestreo en la localidades de Pcia de
Bs As fue de 48,21 % + 1,78 % y en la localidad de Pcia. de La Pampa 46,22 % + 2,76
% (P=0,53). Al no registrarse diferencias, referimos la temperatura y humedad relativa
ambiente promedio, de 13,78 °C y 47,43 % respectivamente.

Para el G1, la temperatura rectal media para T=0 fue de 37,54 + 0,11° C y para T=30
fue de 39,6 + 0,41° C (P<0,0001). No se observé efecto del Dia, ni tampoco de la inte-
raccion Dia por Tiempo. La frecuencia cardiaca promedio para T=0 fue de 38,43 + 3,27
latidos por minuto, y para T=30 fue de 79,32 + 3,98 latidos por minuto (P<0,0001). No se
observo efecto del Dia, ni tampoco de la interaccion Dia por Tiempo.

En la Tabla 1 se pueden observar los resultados obtenidos en los parametros seminales
evaluados en los eyaculados 1y 2, de cada uno de los grupos experimentales.

No hubo diferencia significativa en el color del semen, siendo la totalidad de la muestras
de color blanquecino. El volumen promedio del eyaculado fue menor para el G1 (41,46
16,1 ml) que para el G2 (63,33 £ 6,3 ml; P<0,001) durante la totalidad del estudio. Sien-
do dicho parametro para el G1, en el eyaculado 1y 2de 44,7 + 3,0 mly 40,1 + 3,2 ml,
respectivamente. Mientras que para el G2 fue de 66,3 + 4,3 mly de 64,4 + 1,3 ml, res-
pectivamente. También fue significativa la interaccién entre Dia y Grupo (ver Figura 1,
P=0,003). El volumen de gel del eyaculado no fue diferente entre el G1y el G2 (Tabla 1).
Tampoco se observé un efecto del Dia, aunque sin embargo, hubo una interaccion entre
Dia y Grupo (ver Figura 2, P=0,0003). Los valores del pH del eyaculado para el Grupo
Control y Grupo Ejercicio no fueron diferentes (Tabla 1), tampoco se observé un efecto
del Dia, ni de interaccién Dia-Grupo.
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Figura 1. Volumen de eyaculado para padrillos criollos G1 (nh= 9, Ejercicio) y G2 (n= 9, Control)
muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,07, Tratamiento P <0,0001;
*Interaccion P= 0,0003).
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Figura 2. Volumen de gel para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n= 9, Control) mues-
treados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,61; Tratamiento P= 0,19; *Inte-
raccién P= 0,0003).

La movilidad del semen puro del eyaculado fue menor para el G1 (47,8 £ 2,53 %) que
para el G2 (63,56 + 2,5 %; P <0,0001). Siendo dicho parametro para el G1, en el eyacu-
lado1y2de 47,3+2,0%y50,1+ 1,8 %, respectivamente. Mientras que para el G2 fue
de 62,4+ 1,0%y64,8+0,9 %, respectivamente. El efecto del Dia sobre el volumen ten-
di6 a ser diferente (P=0,09), pero la interaccién Dia y Grupo fue significativa (ver Figura
3, P<0,0001). La movilidad del semen diluido del eyaculado fue menor para el G1 (50,13
+ 2,41 %) que para el G2 (65,25 * 2,4 %; P <0,0001). Siendo dicho parametro para el
G1,eneleyaculado 1y 2 de 48,3+ 2,0 % vy 52,0 £ 1,7 %, respectivamente. Mientras
que parael G2 fue de 63,9+ 1,0 % y 66,6 £ 0,8 %, respectivamente. También fue signi-
ficativo el efecto del Dia (P= 0,001) e interaccion Dia y Grupo (ver Figura 4, P<0,0001).
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Figura 3. Movilidad de semen puro para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n= 9, Control)
muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,09; Tratamiento P< 0,0001;
*Interaccién P< 0,0001).
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Figura 4. Movilidad de semen diluido para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n=9, Con-
trol) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,0016; Tratamiento P<
0,0001; *Interaccién P< 0,0001).

El vigor espermatico en el eyaculado puro, fue menor para el G1 (2,32 + 0,12) con res-
pecto a G2 (2,63 + 0,12; P= 0,0007). Siendo dicho parametro para el G1, en el eyacu-
lado1y2de22+0,0y 2,3 10,0, respectivamente. Mientras que en el G2 fue de 2,6
+ 0,0y 2,7 £ 0,0, respectivamente. No se observé un efecto del Dia, ni tampoco en la
interaccion entre Dia y Grupo (ver Figura 5). El vigor del semen diluido del eyaculado fue
menor para el G1 (2,56 + 0,1) con respecto a G2 (2,88 + 0,1; P= 0,001). Siendo dicho
parametro para el G1, enel eyaculado 1y 2de 2,5 0,0y 2,7 £ 0,0, respectivamente.
Mientras que para el G2 fue de 2,8 £ 0,0y 2,9 + 0,0, respectivamente. No se observé
un efecto significativo del Dia, como tampoco de la interacciéon entre Dia y Grupo (ver
Figura 6).
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Figura 5. Vigor de semen puro para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n= 9, Control)
muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,11; *Tratamiento P=
0,0007; Interaccion P=0,2).
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Figura 6. Vigor de semen diluido para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n= 9, Control)
muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,52; Tratamiento P= 0,001,
*Interaccion P= 0,04).

No hubo diferencia significativa en la concentracién espermatica (P=0,70). La misma
fue para el G1, en el eyaculado 1y 2 de (259,8 £ 17,9) x 10 /mly (186,9 £ 12,5) x 108/
ml, respectivamente. Mientras que para el G2 fue de (239,8 + 21,2) x 106 /ml, y (181,0
+ 11,4) x 10® /ml, respectivamente. Se observd que el efecto del Dia sobre la concen-
tracién no fue significativo (P=0,53), sin embargo se observé una tendencia en la inte-
raccion Dia Grupo (ver Figura 7, P=0,07). El numero total de espermatozoides (10°) fue
menor para el G1 (8104,91 £ 1267,16) con respecto con el G2 (12124,16 + 1252,58; P=
0,0001). Dicho valor para el G1, en el eyaculado 1 y 2 fue de (9521,9 £ 617,3) x10% y
(6692,3 + 646,5) x108, respectivamente. Mientras que para el G2 fue de (13009 + 826,9)
x108y (11178,6 £ 762,4) x105, respectivamente. No se observaron diferencias en el Dia,
como tampoco en la interaccién Dia Grupo (ver Figura 8). El nimero total de esperma-
tozoides con movilidad progresiva (108) fue menor para el G1 (3805,21 + 1088,2) con
respecto al G2 (8029,68 + 1074,26; P<0,001). Siendo dicho parametro para el G1, en el
eyaculado 1y 2 de (4193,0 + 361,0) x10% y de (3469,7 £ 419,2) x10°, respectivamente.
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Mientras que para el G2 fue de (8945,9 £ 969,1) x10° y (7080,0 £ 519,6) x10°, respecti-
vamente. No se observé diferencia en Dia, como tampoco en la interaccién Dia y Grupo
(ver Figura 9).
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Figura 7. Concentracién espermatica por mililitro (10°) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio)
y G2 (n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,53;
Tratamiento P= 0,70; * Interaccién P= 0,07).
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Figura 8. Numero total de espermatozoides (10°) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2
(n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,15; *Trata-
miento P= 0,0001; Interaccion P=0,11).
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Figura 9. Numero total de espermatozoides con movilidad progresiva (108) para padrillos criollos
G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3
meses. (Dia P= 0,30; *Tratamiento P< 0,0001; Interaccién P= 0,31).

El nimero total de espermatozoides normales con movilidad progresiva, fue menor para
el G1 (2277,65 + 564,2) x 10° con respecto al G2 (5730,54 + 557,3) x 105, (P<0,001).
Siendo dicho parametro para el G1, en el eyaculado 1y 2 de (24563,9 + 219,8) x 10°
y (2113,8 £ 261,5) x 108, respectivamente. Mientras que para el G2 fue de (6025,1
407,1) x 10% y (5417,8 + 377,1) x 10°, respectivamente. También se observé diferencia
en relacién al Dia (P= 0,04), sin embargo no se observd diferencia en la interaccion Dia
Grupo (ver Figura 10).
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Figura 10. Numero total de espermatozoides normales con movilidad progresiva (10°) para pa-
drillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias
durante 3 meses. (Dia P= 0,04, *Tratamiento P< 0,0001; Interaccién P= 0,32).

La supervivencia de semen puro (en horas) fue menor para el G1 (3,76 £ 0,29 hs.) con
respecto al G2 (5,11 £ 0,29 hs.; P<0,001). No se observé diferencia en el Dia, como
tampoco en la interaccién Dia Grupo (ver Figura 11). La supervivencia de semen diluido
(en horas) fue menor para el G1 (8,3 + 0,64 hs.) con respecto al G2 (12,75 + 0,63 hs.,
P<0,001). Siendo dicho parametro para el G1, en el eyaculado 1y 2de 8,1 £ 0,3 hs. y
8,5 + 0,3 hs., respectivamente. Mientras que para el G2 fue de 12,6 £+ 26 hs.y 12,9 ¢
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0,4 hs., respectivamente. No se observé diferencia en el Dia, sin embargo se observé
diferencia en la interaccién Dia y Grupo (ver Figura 12, P=0,001).
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Figura 11. Supervi_vencia de semen puro (horas) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2
(n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,38; *Trata-
miento P< 0,0001; Interaccién P= 0,14).
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Figura 12. Supervivencia de semen diluido (horas) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio)
y G2 (n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,90;
Tratamiento P< 0,0001; *Interaccion P= 0,001).

El dafio acrosomal de los espermatozoides fue mayor para el G1 (2,01 £ 0,33 %) con
respecto al G2 (0,31 + 0,33 %; P <0,0001). Dicho parametro fue para el G1, en el eya-
culado1y2de 1,9+20,2 %y 2,1 £ 0,2 %, respectivamente. Mientras que para el G2 fue
de 0,4 + 0,1 %y 0,1+ 0,1 %, respectivamente. No se observé diferencia en Dia, como
tampoco se observo diferencia en la interaccion Dia y Grupo (ver Figura 13). El porcen-
taje de cabezas sueltas fue mayor para el G1 que para el G2 (P <0,0001). Siendo dicho
parametro para el G1, en el eyaculado 1y2de 2,1 £0,2 % vy 2,00 £ 0,3 %, respectiva-
mente. Mientras que para el G2 fue de 0,8 £+ 0,3 % y 0,5 + 0,1 %, respectivamente. No
hubo diferencia en Dia, como tampoco en la interaccién Dia y Grupo (ver Figura 14). Los
defectos de cabeza fueron mayores para el G1 (2,01 + 0,48 %) que para el G2 (0,68
0,48 %; P=<0,0001). No se observo efecto en el Dia, ni tampoco hubo efecto de interac-
cion entre el Dia y Grupo (ver tabla 1, Figura 15).
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Figura 13. Porcentaje de espermatozoides con dafic acrosomal (%) para padrillos criollos G1 (n=
9, Ejercicio) y G2 (n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia
P=0,59; *Tratamiento P< 0,0001; Interaccion P= 0,27).
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Figura 14. Porcentaje de espermatozoides con cabeza suelta (%) para padrillos criollos G1 (n=
9, Ejercicio) y G2 (n=9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. {Dia
P= 0, 36; *Tratamiento P< 0,0001; Interaccién P= 0,84).
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Figura 15. Porcentaje de anormalidades de cabeza (%) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio)
y G2 (n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,03;
*Tratamiento P< 0,0001; Interaccién P= 0,86).
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La proporcion de gotas citoplasmaticas proximales de los espermatozoides fue mayor
para el G1 (3,89 + 0,58) con respecto al G2 (2,14 + 0,57; P <0,006). Siendo dicho para-
metro para el G1, en el eyaculado 1y 2de 3,3+ 0,3 %y 3,4 + 0,4 %, respectivamente.
Mientras que parael G2 fue de 2,0+ 0,2 % y 2,2 + 0,2 %, respectivamente. También se
observé diferencia en el Dia (P= 0,0008), pero no hubo efecto entre la interaccién Dia y
Grupo (ver Figura 16). La proporcion de gotas citoplasmaticas distales de los esperma-
tozoides fue mayor para el G1 (3,98 = 0,76) con respecto al G2 (2,01 £ 0,76; P= 0,005).
Siendo dicho parametro para el G1, en el eyaculado 1y 2de 4,4 + 0,6 %y 3,4 £ 0,4 %,
respectivamente. Mientras que para el G2 fuede 2,5+ 0,3 % y 1,6 £ 0,2 %, respectiva-
mente. No se observé efecto en el Dia, pero la interaccién Dia y Grupo fue significativa
(ver Figura 17, P=0,008).
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Figura 16. Porcentaje de gota citoplasmatica proximal (%) para padrillos criollos G1 (n=9, Ejer-
cicio) y G2 (n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P=
0,0008; *Tratamiento P= 0,006; Interaccion P= 0,66).
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Figura 17. Porcentaje de gota citopiasmatica distal (%) para padrillos criollos G1 (n=9, Ejercicio)
y G2 (n=9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,11;
Tratamiento P= 0,005; *Interaccion P= 0,008).

Con respecto al porcentaje de anormalidades de cuello de los espermatozoides no se
observé efecto en el Dia, Grupo eyaculado, interaccién Dia y entrenamiento, dia y eya-
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culado, Grupo por eyaculado, ni tampoco entre dia, Grupo y eyaculado (ver Tabla 1).El
porcentaje de pieza intermedia de los espermatozoides fue mayor para el G1 (0,86 +
0,28) con respecto al G2 (0,23 + 0,28; P= 0,0009). No se observaron diferencias signi-
ficativas en Dia, mientras si hubo diferencia en la interacciéon Dia y Grupo (P=0,01; ver
Figura 18).

Figura 18. Porcentaje de pieza intermedia (%) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n=
9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,10; Tratamien-
to, *P= 0,0009; Interaccién P= 0,01).

La proporcion de colas enrolladas de los espermatozoides fue mayor para el G1 (5,38 £
1,01) con respecto al G2 (1,55 £ 1,00; P= 0,0003). Siendo dicho parametro para el G1,
eneleyaculado1y2de 59+£0,3%y5,7 £0,7 %, respectivamente. Mientras que para
el G2fuede 1,903 %y 12%0,2%, respectivamente. También se observo una ten-
dencia del Dia (P= 0,06) al igual que la interaccién Dia y Grupo (ver Figura 18, P=0,07).
La proporcién de colas en ansa de los espermatozoides fue menor para el G1 (5,55 +
1,08) con respecto al G2 (7,78 £ 1,07; P= 0,004). Dicho parametro fue para el G1, en
el eyaculado 1y 2de 50+ 0,6 % y 6,3 £ 0,6 %, respectivamente. Mientras que para
elG2fuede 7,3+ 0,6 %y8,2+0,5%, respectivamente. No se observaron diferencias
significativas en Dia, como tampoco en la interaccién Dia y Grupo (ver Figura 19). La
proporcion de colas en ansa con gota de los espermatozoides fue mayor para el G1
(2,61 £ 1,01) con respecto al G2 (1,5 £ 1,00; P=0,003). Siendo dicho parametro para el
G1,eneleyaculado1y2de 2,4+0,3 %y 2903 %, respectivamente. Mientras que
parael G2fuede 1,8+ 0,2% y 1,2+ 0,2 %, respectivamente. No se observd diferencia
en Dia, ni tampoco en la interaccién Dia y Grupo (ver Figura 20). El porcentaje de colas
quebradas de los espermatozoides fue mayor para el G1 (8,65 £ 0,97) con respecto al
G2 (5,81 £ 0,96; P=0,001). Dicho parametro fue para el G1, en el eyaculado 1y 2 de
911206 %y8,1+0,6 %, respectivamente. Mientras que parael G2fue de 59+ 0,5 %
y 5,8 £ 0,4 %, respectivamente. También se observo diferencia en el Dia (P=0,02), pero
no en la interaccidén Dia y Grupo (ver Figura 21).
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Figura 19. Porcentaje de cola enrollada (%) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n=
9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,06; Tratamiento
P= 0,003, *Interaccién P= 0,07).
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Figura 20. Porcentaje de cola en ansa (%) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio) y G2 (n= 9,
Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,12; *Tratamiento
P= 0,004; Interaccion P= 0,15).
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Figura 21. Porcentaje de cola en ansa con gota (%) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejercicio)
y G2 (n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,29;
Tratamiento P= 0,003; *Interaccion P= 0,02).
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En el porcentaje de células germinales no hubo efecto Grupo, como tampoco hubo efec-
to para el dia, eyaculado, interaccion dia y entrenamiento, dia y eyaculado, Grupo por
eyaculado, ni tampoco entre dia, Grupo y eyaculado (Tabla 1).

El porcentaje de condensacion de cromatina fue menor para el G1 (94,81 £ 0,53) con
respecto al G2 (98,31 £ 0,53; P= 0,0015). Siendo dicho parametro para el G1, en el eya-
culado 1y 2de 94,6 £ 0,3 % y 94,4 £ 0,3 %, respectivamente. Mientras que para el G2
fue de 98,2 + 0,2 % y 98,5 + 0,2 %, respectivamente. También se observé diferencia en
Dia (P= 0,02), sin embargo no hubo diferencia en la interaccién Dia y Grupo (ver Figura
22).
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Figura 22. Porcentaje de cola quebrada (%) para padrillos criollos G1 (n=9, Ejercicio) y G2 (n= 9,
Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P= 0,02; *Tratamiento
P=0,001; Interaccion P= 0,12).

En el numero de monta previas al eyaculado no hubo un efecto Grupo, ni tampoco para
el dia, eyaculado, interaccién dia y entrenamiento, dia y eyaculado, Grupo por eyacula-
do, ni tampoco entre dia, Grupo y eyaculado (Tabla 1).

Las medidas testiculares para el testiculo izquierdo fueron las siguientes: el ancho fue
para el G1 de 5,0 cm. £ 0,28, mientras que para el G2 fue de 4,9 cm = 0,36; el largo fue
para el G1 de 9,18 cm £ 0,73, mientras que para el G2 fue de 9,45 cm + 1,05; y el alto
fue para el G1 de 5,41 cm = 0,53, mientras que para el G2 fue de 5,2 cm £ 0,37. Las
medidas testiculares para el testiculo derecho fueron las siguientes: el ancho para el G1
fue de 5,0 cm + 0,36, mientras que para el G2 fue de 4,9 cm % 0,41; el largo para el G1
fue de 9,2 cm % 0,59, mientras que para el G2 fue de 9,45 cm + 1,07; y el alto para el
G1 fue de 5,47 cm * 0,54, mientras que para el G2 fue de 4,98 cm + 0,45 (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de condensacion de cromatina (%) para padrillos criollos G1 (n= 9, Ejer-
cicio) y G2 (n= 9, Control) muestreados 6 veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (Dia P=
0,03; Tratamiento P< 0,0001; *Interaccién P= 0,05).
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Figura 24. Medidas testiculares para padrillos criollos G1 (n= 9) y G2 (n= 9) muestreados 6
veces: 1 vez cada 15 dias durante 3 meses. (*Testiculo izquierdo ancho P= 0,0001; Testiculo
lzquierdo largo P= 0,05; *Testiculo Izquierdo alto P= 0,002; Testiculo derecho ancho P= 0,22;
Testiculo derecho largo P= 0,05, *Testiculo derecho alto P< 0,0001).
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Tabla 1. Paréametros seminales en padrillos de raza Criolla, para G1 (n=9) y para G2 (n=9),
muestreados cada 15 dias durante los meses de agosto, septiembre y octubre.

Grupo Valor P
Parametros
seminales G1 G2 D G |

Eyaculado 1 Eyaculado 2 Eyaculado 1 Eyaculado 2

Volumen (ml) 44,7 + 3,0 40,1+ 32 66,3 + 4,3 64,4+ 1,3 0,07 <0,0001 | 0,0003
Gel (ml) 13,7 +2.4 84+15 86+18 6,6+23 0,61 0,19 0,0003
oH 72400 71+0,1 72400 7101 0,19 0,90 0,94
?ﬁ% SCMENPUro | 473420 50,1+ 18 62.4+10 64,8+ 0,9 0,09 <0,0001 | <0,0001
:Y'%P) semendiluido | 453459 520417 63,9+ 1.0 66,6+ 0.8 0,001 | <0,0001 | <0,0001
x'?g SEMENPUre | 52+ 0,0 2300 2,600 27400 0,11 0,0007 | 0,20
Vigor semen
dibido (1-3) 25400 2,7+0,0 2,800 2,9+0,0 0,52 0,001 0,04
C.E.(106/ml) |2508+179 |1869+125 |2398+212 |1810+114 |053 0.70 0,07
Ne total de
espermatozoide | 9521,0t617,3 | 6692,3 + 646,5 | 13009,0£826,9 | 11178,6+762,4 | 0,15 0,0001 | 0,11
(106)
z"{géf- conMP | 41930+ 361,0 | 34607 + 4192 | 8945949691 |7080.0 +519.6 | 0,30 <0,0001 | 0,31
,'\"A'II'(E'O%‘;' males | 5453042198 [ 21138+ 2615 | 60251 +407.1 | 5417,8 £377.1 | 0,04 <0,0001 | 0,32
ﬁé semen puro 3,8+02 3,8+0,1 51 %01 51401 0,38 <0,0001 | 0,14
ﬁé semen diluido | g 1493 85+0,3 126+26 12,0+ 04 0,90 <0,0001 | 0,001
Espermatozoides
nommalse (5 58,8+1,3 60,5+ 1,1 757 £2.6 77,8105 <0,0001 | <0,0001 | 0,003
Acrosoma (%) 1,9+0,2 21+02 0,4+0,1 0,1£0,1 0,59 <0,0001 | 0,27
Cabeza (%) 21£0,2 2,0+0,3 08+0,3 0,5+0,1 0,03 <0,0001 | 0,86
{C(,Z;’eza suelta 56t 0,7 39104 12107 0,7%0,1 0,36 <0,0001 | 0,84
fi/‘:,ta Proximal | 33403 3,404 2,0£02 22102 0,0008 | 0,006 | 066
Gota Distal (%) | 4,4+ 0,6 3404 25+0,3 1,6+0,2 0,11 0,005 | 0,008
Cuello (%) 03+0,1 03+0,1 0,1+0,0 01+00 0,67 0,98 0,99
&e)za Intermedia | ¢, 05 0,8£0,1 02+01 01400 0.10 00009 | 0,01
Cola enrollada 59+0,3 57+07 1,003 12402 0,06 0,0003 | 0,07
Cola en ansa 50+0,6 6,3+06 73+06 82+05 0,12 0004 | 0,15
Cola en ansa con
gota (%) 24£03 29+03 1,8+0,2 1,2+0,2 0,29 0,003 | 0,02
(Co/‘:;a quebrada | g 4,06 8,106 59+0,5 5804 0,02 0001 | 012
Células
germinales (%) | 0501 0,300 0,0£00 0,1£ 0,1 0,31 0,01 0,05
C. de Cromatina
(hooativo) 946+0,3 949103 98,2+0,2 98,5+ 0,2 0,03 <0,0001 | 0,05
N° de montas 1,1+0,0 1,1£0,0 1100 1,000 0,99 0,98 0,99
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MP semen puro %: Porcentaje de la Movilidad Progresiva del semen puro.

MP semen diluido %: Porcentaje de la Movilidad Progresiva del semen diluido.

C.E.: Concentracién Espermatica (106/ ml).

N.T.E. con MP (106): numero total de espermatozoides con movilidad progresiva.

N.T.E. normales MP (108): nimero total de espermatozoides normales con movilidad progresiva.
S. semen puro: Supervivencia espermatica de semen puro a 22° C hasta 10% movilidad en hs.

S. semen diluido: Supervivencia espermatica de semen diluido a 22° C hasta 10% movilidad en
hs.

D: dia, G: grupo, I: interaccion.
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VIl. DISCUSION

El objetivo principal del presente estudio fue comparar la calidad seminal mediante la
evaluacion de la movilidad progresiva, nimero total de espermatozoides normales y tipo
de anormalidades espermaticas entre padrillos de raza Criolla con y sin entrenamiento
intensivo de competicion. Los resultados evidencian que hubo diferencias significativas
entre grupos, demostrando que el entrenamiento redujo la calidad seminal afectando
diversos parametros.

Estos cambios podrian deberse a diferentes suposiciones como el aumento de la tem-
peratura corporal. Es sabido que como resultante de una lesién testicular, por ejemplo
una inflamacién del escroto o epididimo puede causar el aumento de la temperatura
testicular, aiterando el cuadro seminal y como consecuencia producir la degeneracién
testicular (Friedman et al., 1991). El aumento de la temperatura ambiente puede afectar
la espermatogénesis y esto ha sido bien documentado en toros (Casady et al., 1953;
Austin et al, 1961; Gerona y Sikes, 1970; Ross y Entwistle, 1979), carneros (Glover,
1955; Moule y Waites, 1963; Waites y Setchell, 1964; Braden y Mattner, 1970), conejos
(Zogg et al., 1968; Ploen, 1972, 1973). Friedman et al. (1991), realizé una experiencia
muy interesante en padrillos en la cual utilizando un apésito de lana y algoddn cubriendo
el escroto, por 24 horas y 48 horas en 2 grupos experimentales, comprobé que se elevo
la temperatura testicular y que esta fue la causante de un cambio severo en el cuadro
seminal.

Los padrillos en competiciéon son sometidos a regimenes de ejercicio para mantener una
aptitud fisica que los haga altamente competitivos en sus respectivas disciplinas. En el
presente estudio pudimos observar que la temperatura rectal luego de un periodo de
30 minutos de ejercicio fue de 39,6°C + 2,83 aumentando mas de 2° C, en tanto que la
frecuencia cardiaca aumenté a 79 + 1,37 latidos por minuto. Estos resultados son simi-
lares a los publicados por Mawyer et al. (2012), mientras que otras investigaciones han
demostrado que el gjercicio excesivo puede provocar temperaturas corporales centrales
aun mayores acercandose a 41,1° C (Webb et al, 1987, Scott, 1992; Kohn et al., 1999).

Los equinos tienen un 50 % menos de area de superficie de la piel por unidad de masa
corporal que los seres humanos, lo que limita ia cantidad de pérdida de calor de la
piel para el medio ambiente a través de la conveccion, radiacién y evaporacion del
sudor (Geor et al, 1995, Lindinger de 1999). La disipacion de calor se reduce atin mas
cuando la temperatura ambiente alcanza 36 ° C debido a la pérdida de calor cutanea,
por radiacién y conveccion (Geor et al.,, 1995). En el presente estudio la temperatura
ambiental no la consideramos como una posible causa de las diferencias encontradas
entre grupos, ya que ambos grupos fueron muestreados simultdneamente, en la época
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de invierno - primavera donde la temperatura y humedad ambiente promedio fueron de
13,78°C y 47,43 %, respectivamente.

El presente estudio sugiere que el entrenamiento afecté una serie de parametros se-
minales tales como: el volumen del eyaculado libre de gel, el cual fue menor en el G1,
siendo estos resuitados similares a los estudios en semen humano de Eskiocak et al.
(2006). El efecto que se observé a lo largo de este estudio sobre la movilidad progresiva
de los espermatozoides para el G2 fue de un aumento progresivo, mientras que en el G1
la misma fue disminuyendo. Esto concuerda con el estudio de Blanchard et al. (1996),
en el que se describe que el aumento de la temperatura escrotal afecta la movilidad
espermatica, y nuestro estudio difiere con el trabajo publicado por Janett et al. (2006),
en que se observé que la movilidad progresiva de los espermatozoides en animales en
entrenamiento fue mayor en semen fresco pero fue menor al evaluar el semen conge-
lado. Aunque en este Ultimo trabajo, el entrenamiento consistié en trabajo en cinta con
diferente graduacién (leve, moderada y severa), comprobandose que la disminucion de
la movilidad se encontré en los animales que ejercitaban con trabajo de cinta severo.

La concentracién espermatica por mi no tuvo variaciones en el tiempo, pero el nimero
de espermatozoides totales fue significativamente menor para el G1 al igual que el nu-
mero de espermatozoides normales con movilidad progresiva. Dicho efecto se reflejé
en un aumento de los porcentajes de células espermaticas anormales, menor movilidad
y viabilidad espermatica, lo cual resulta en un menor nimero total de espermatozoides
normales con movilidad progresiva en el eyaculado.

Estudios realizados por Dinger et al. (1986) y Mawyer ef al. (2012), reportaron que pe-
quefos periodos de ejercicio no tienen efectos adversos sobre la calidad seminal, sin
embargo nuestro estudio donde los padrilios efectuaban entrenamiento intensivo de
competicion (1 hora diaria, 6 dias a la semana), revelé que existen diferencias entre
Grupos desde la primera muestra analizada (los padrillos utilizados en este estudio por
un periodo de 90 dias, habian comenzado a entrenar 30 dias previos a la toma de la
primera muestra). Los resultados del presente estudio concuerdan con los estudios rea-
lizados por Janett et al. (2006), donde se demostré que periodos prolongados de ejerci-
cio tienen efectos adversos especialmente sobre la morfologia espermatica y particular-
mente en el acrosoma, al igual que Mieusset et al. (1992). Este estudio revelé mayores
cantidades de células con anormalidades del acrosoma en el G1 que en los padrillos del
G2, pero esta diferencia fue disminuyendo hacia el final del estudio. Resultados simila-
res fueron observados por Janet ef al. (2006) y Rosenberg et al. (2013), atribuyéndolo a
un acostumbramiento del equino a {a rutina del entrenamiento.

Las anormalidades de la morfologia espermatica estuvieron dentro de los rangos nor-
males aceptados en la especie equina, aunque hubo una diferencia significativa—in-

35




Liliana Rossetto, MV

crementandose en el Gl, presentando un mayor porcentaje de gotas citoplasmaticas
proximales, lo cual coincide con el estudio realizado por Samper (2000) y Ogbuewu et
al. (2010).

A los 18 padrillos que fueron utilizados para este estudio, todos de fertilidad probada a
campo, nunca se les habia extraido semen por medio del método de la vagina artificial,
en ningun caso se observd que hubiera un comportamiento de disconformidad durante
las maniobras realizadas. No se observé tampoco conducta de agresividad ni desinterés
por la yegua en celo.
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VII.CONCLUSION

En el presente trabajo, se ha comparado la calidad seminal de padrillos de raza Criolla
en entrenamiento intensivo de competicion y sin entrenamiento a través de espermo-
gramas repetidos cada 15 dias por un periodo de 3 meses. De los resultados obtenidos
se observé que hubo diferencias significativas entre grupos en cuanto a la calidad se-
minal encontrada principalmente en los parametros como: el niimero total de esperma-
tozoides normales con movilidad progresiva, y la viabilidad espermatica. Este estudio
demuestra que el entrenamiento intensivo de competicion en padrillos de raza Criolla
disminuye la calidad seminal

Luego de todo lo expuesto se concluye que, en este trabajo, el entrenamiento de com-
peticion disminuy6 la calidad seminal. Consideramos que éste aspecto, debe ser con-
siderado al momento de evaluar la calidad de un eyaculado, que sera posteriormente
procesado en caso de inseminacion artificial y/o criopreservacion.
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IX. PROYECCIONES
Se deberia seguir investigando sobre este tema, seria de mucho interés tener resulta-

dos de mediciones de niveles hormonales para conocer si los mismos son afectados por
el ejercicio y poder concluir sobre €l mismo.
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