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Los fitoestrdgenos son compuestos producidos como metabolitos secundarios en algunas
plantas y forrajes usados en la alimentacion animal, los cuales bajo condiciones normales se
presentan en bajas concentraciones, este es el caso de la alfalfa (Medicago sativa), que en
condiciones optimas de sanidad genera una concentracion baja de dichos compuestos sin
embargo, cuando esta es atacada por hongos patdgenos como Pseudopeziza medicaginis
(Romero et al., 1997), produce una mayor cantidad de fitoestrogenos. Su importancia radica
en que cuando son consumidos por los animales, pueden tener actividad enddgena de forma
agonica o antagdnica con los estrogenos. Dentro de los fitoestrogenos se pueden mencionar
los flavonoides, isoflavonoides, coumestranos, liganos y estilenos, los cuales se clasifican
segun su estructura quimica. Dichos compuestos pueden llegar a afectar 6rganos y sistemas
dentro de los cuales se mencionan grandes impactos a nivel hormonal y reproductivo, esto
dado por la estimulacion o inhibicion de los receptores estrogénicos ERa y Erf. En tal caso
se planteo una investigacion de tipo experimental, con la finalidad de establecer los
posibles efectos del consumo de dos dietas ricas en fitoestrogenos (alfalfa y soya) sobre la
calidad seminal en fresco y cripreservado en ovinos de raza Hampshire x Suffolk. En
relacion a este se realizd un disefio experimental en bloques haciendo una prueba de
comparacion multiple por Diferencia Minima Significativa (DMS), encontrando que no
existen diferencias significativas entre los grupos suplementados y el control antes y
después de la suplementacion, tanto en semen fresco como criopreservado. Lo que indica
que un consumo bajo de fitoestrdgenos no genera cambios perjudiciales que modifiquen

negativamente la calidad del semen, ni cambios favorables que permitan mejorarlo.



INTRODUCCION

Dentro de los sistemas de produccion ovina uno de los factores mas importantes a tener en
cuenta es la reproduccion, en donde la inseminacion artificial se ha convertido un
procedimiento cada vez mas comun, asi dentro de dicho proceso, la congelacion y
descongelacion del semen reduce la viabilidad de los espermatozoides. Los cambios de
temperatura a los que estos son sometidos provocan un choque por frio, lo que genera que
una gran cantidad de células mueran y otras sean dafiadas, afectandose la motilidad, la
viabilidad y la fertilidad. Los radicales libres generados por la congelacién y
descongelacion y por el metabolismo celular dafian la membrana plasmaética espermatica,
que al estar formada por acidos grasos poliinsaturados es altamente susceptible a una
lipoperoxidacion (Thundathil, et al., 1999, Roncoletta, et al., 2006).

En consecuencia, aunque los espermatozoides son protegidos por sistemas de defensa
antioxidante, estos pueden ser rebasados bajo situaciones en las que las especies reactivas al
oxigeno son generadas en exceso, lo que conduce al estrés oxidante, ocasionando dafio
estructural a nivel biomolecular del DNA, de los lipidos, de los carbohidratos y de las
proteinas, asi como agotamiento del ATP (Adenosin trifosfato). Dando como resultado la
pérdida irreversible de la motilidad espermatica y por ende una disminucion de la funcion
espermatica y apoptosis celular (Vaisberg, et al., 2005), de ahi la importancia de buscar
compuestos que disminuyan esa formacion de radicales libres y ofrezcan al espermatozoide

una proteccion que les permita cumplir con su funcion de fecundacion.

En concordancia, se han venido probando diferentes crioprotectores con buenos resultados,

sin embrago aun no se ha estudiado el posible efecto protector de los fitoestrogenos a nivel



reproductivo. Cabe decir que la importancia de los fitoestrégenos en la ganaderia empezé a
tener auge cuando (Bradbury et al, 1951) lograron aislar del trébol subterraneo dos
compuestos estrogénicos (genisteina y formononetina), que pertenecen al grupo de las
isoflavonas. De este mismo grupo, mas tarde se identificd la daidzeina y la biochamina A
(Bickoff et al., 1962). Del grupo de coumestranos, se aislé el Coumestrol de la alfalfa que
tiene una actividad de 15 a 20 veces superior a las isoflavonas, en general se puede decir

que los niveles de fitoestrégenos en las plantas son geograficamente variables.

El Coumestrol principal fitoestrdgeno presente en las alfalfas, se encuentra en pequefias
concentraciones (1-2 mg kg/MS en plantas sanas), sin influencia aparente sobre el animal
que las consume. Sin embargo, suele ser aumentada su concentracion en presencia de
ataques foliares del hongo (P. medicaginis), pudiendo superar en estos casos los 100 mg
kg/MS, lo que resulta bastante superior a la concentracion minima de 20-50 mg kg/MS
considerada como biolégicamente activa. Este mecanismo parece estar asociado a
mecanismos de defensa de los vegetales expuestos a patogenos foliares (Valderrabano,
1992).

Ademas de lo anterior, se considera que los fitoestrégenos reducen los radicales libres
especialmente en forma de aniones superdxidos, radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o
hidroperdxidos. De esta manera bloquean la accion nociva de dichas sustancias sobre las
células. Sus efectos citoprotectores pueden ser por ejemplo, sobre los fibroblastos de la piel
humana, queratinocitos, células endoteliales y ganglios sensoriales cultivados en presencia
de sulfoxina-butionina, un inhibidor irreversible de la glutation sintetasa (Merck S.A.,
2000). A su vez, diversos flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos
de peroxidacion lipidica del acido lindleico o de los fosfolipidos de las membranas, por lo
que podrian ser beneficiosos para prevenir el dafio estructural en los espermatozoides tras
los cambios de temperatura a los que son sometidos durante la congelacion y la

descongelacion.



En relacion a lo esto, aunque el consumo de fitoestrogenos presentes en la alfalfa y la soya
puede tener algin efecto en el semen fresco y criopreservado, son pocos los estudios al
respecto, por lo que se hace importante desarrollarlos a fin de establecer mecanismos de
defensa antioxidativos, que mejoren la bioactividad seminal y por consiguiente los indices
de prefiez al hacer uso de técnicas como la inseminacion artificial en las producciones

ovinas.



OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto de los fitoestrégenos presentes en la alfalfa (Medicago sativa) y soya
extruida (Glycine max) sobre la calidad seminal en ovinos, mantenidos en condiciones de

semiestabulacion.

Objetivos especificos

e Establecer el efecto de los fitoestrogenos presentes en la soya extruida sobre la
fisiologia y viabilidad espermaética del semen fresco.

e Determinar el efecto de los fitoestrogenos presentes en la soya extruida sobre la
fisiologia y viabilidad espermatica del semen sometido a criopreservacion.

e Analizar el efecto de los fitoestrogenos presentes en la alfalfa sobre la fisiologia y
viabilidad espermatica del semen fresco.

e Evaluar el efecto de los fitoestrégenos presentes en la alfalfa sobre la fisiologia y

viabilidad espermatica del semen sometido a criopreservacion.



HIPOTESIS

Ho: Los fitoestrdgenos presentes en la alfalfa y la soya extruida no ejercen ningun efecto de
proteccion en los espermatozoides, por lo cual no se mejora la calidad espermética del

semen ovino sometido a criopreservacion.

Ha: Los fitoestrdgenos presentes en la alfalfa y la soya extruida ejercen algun efecto de
proteccion en los espermatozoides, por lo cual se mejora la calidad espermatica (en por lo

menos una de las variables estudiadas) del semen ovino sometido a criopreservacion.






5. MARCO TEORICO

5.1 VARIABLIDAD DE LA CALIDAD ESPERMATICA

Existen diversos factores que influyen sobre la calidad del semen en los ovinos, sin

embargo se mencionaran aquellas que no estan determinadas por factores infecciosos.

5.1.1 Factores medioambientales.

El estrés cal6rico, sumado a la humedad, impide que los mecanismos termorreguladores del
macho sean capaces de mantener un equilibrio que no afecte la calidad seminal. Se ha
establecido, que en bovinos de diferentes razas la temperatura ambiental y la lluvia estan
correlacionadas positivamente con el porcentaje de anormalidades espermaticas (Brito, et
al., 2002). Sin embargo otros reportes sustentan que el estrés por frio también impacta

negativamente la calidad del esperma (Godfrey y Lunstra, 1998).

Se mencionan igualmente diferencias entre individuos en cuanto a la capacidad de
tolerancia al estrés cal6rico; algo muy importante para tener en cuenta ademas de la
temperatura del dia de la colecta, es la temperatura promedio de los dias previos y
especialmente cuando los espermatozoides se encuentran en su Gltima fase de maduracion a
nivel del epididimo, por no decir que los 60 dias anteriores que involucren todo un ciclo de

espermatogénesis.



Para que el testiculo logre mantener una temperatura ideal de 33-34.5 °C, debe mantenerse
una termorregulacion testicular constante, siendo la temperatura ambiental ideal para ello
entre 18 y 22 °C, por tanto, el uso de aire acondicionado en centros de inseminacion

artificial, es una de las soluciones al impacto caldrico, especialmente en el verano.

5.1.2 Edad.

La calidad seminal en animales hasta los 2 — 3 afilos es mejor en cuanto a motilidad,
morfologia y concentracion. De otro lado de menciona que ovinos mayores, generalmente
de mas de 5 afios de edad, presentan lesiones fibroticas testiculares, impidiendo los

procesos de espermatogénesis y de maduracion espermatica.

Una de las posibles explicaciones de esta fibrosis para ovinos criados en condiciones de
tropico es la distension testicular y escrotal como dado por una posible respuesta de
termorregulacion y lo que conlleva a un trauma constante en el parénquima testicular
(Angarita, 2000).

5.1.3 Nutricionales.

El estatus nutricional es un aspecto fundamental en el inicio y mantenimiento de la
actividad reproductiva en el macho ovino, ya que las deficiencias o el desbalance
nutricional pueden llegar a generar cambios en la calidad del semen, tanto a nivel de la
célula espermatica como del plasma seminal. En todas las especies se ha demostrado que la
calidad del alimento, es un factor determinante en las primeras etapas de la vida,
especificamente durante el inicio de la etapa reproductiva, asi los individuos alimentados
bajo un dptimo esquema nutricional podran presentar pubertades mas tempranas, con un
desarrollo testicular adecuado y rapido, comparados con aquellos que estén subalimentados.

No es nuevo que la nutricion va de la mano con la ganancia de peso, por lo que tanto en



hembras como en machos, la eficiencia reproductiva se relaciona mas con el peso logrado
que con la misma edad del animal. El peso corporal puede ser un indicador de la llegada a
la pubertad, asi como la evidencia de un buen desarrollo corporal, que finalmente se refleja

en el desempefio reproductivo de los individuos.

Para el caso puntual de los animales subalimentados, una deficiencia nutricional puede
ocasionar un retardo en la aparicién de la pubertad, debido a una respuesta de tipo
endocrina en donde por el inadecuado aporte nutricional se disminuye la produccion de
IGF-1 (hormona esencial en los procesos de crecimiento), en consecuencia, se inhibe la
produccion de LH y testosterona (Chenoweth et al., 2000).

5.1.4 Criopreservacion.

La criopreservacion implica una técnica de congelacion a -196°C en donde las celulas se
someten a una serie de alteraciones estructurales, tales como dilatacién y rompimiento a
nivel de la membrana, con cambios de permeabilidad en la misma. Hay cambios en la
estructura de fosfolipidos y proteinas (siendo clasificados 27 tipos entre la SM40 y la
SM391), que traen como consecuencia una reduccion en su motilidad y viabilidad
espermaticas (Thundathil, et al 199; Roncoletta et al, 2006). Dichos cambios generan un
adelanto capacitacion espermatica, que finalmente determina la supervivencia de los
espermatozoides y su capacidad de fecundacion (Thundathil, et al 199; Maxwell, et al
1999).

Algunos autores mencionan alteraciones en la cromatina o en la integridad del DNA
(Khalifa et al, 2007). A nivel general las alteraciones son dadas por eventos de estrés
oxidativo que lesionan la membrana y conllevan a la disminucion de la calidad espermatica.
Sin embargo, también se reporta que cuando la calidad del semen es buena, las células
soportan la criopreservacion y los procesos de descongelacion, manteniendo una motilidad

e integridad del acrosoma adecuada (Maxwell, et al 1999).



5.2 ANALISIS DE SEMEN

5.2.1 Analisis macroscopico
5.2.1.1Volumen

La determinacion del volumen se realiza inmediatamente después de su recogida,
valorandolo directamente en el tubo colector (graduado en 10 ml), evitando el error
producido al pasar el eyaculado de un recipiente a otro para su valoracion (Maxwefl y
Evans, 1990). La determinacion precisa del volumen del eyaculado es imprescindible para
determinar el nimero total de espermatozoides contenido en el mismo. En promedio un
ovino tiene la capacidad de producir 1 ml (0.7-3 ml), sin embargo su concentracion varia
entre 2000-6000 millones/ml, existiendo variaciones segn el método de recogida, especie,
estado fisiologico del macho, raza, edad, tamafio corporal, alimentacion y régimen sexual al
que se le somete (Derivaux, 1982; Memon et al., 1986; Pérez, 1992; Cortés et al, 1994).

5.2.1.2 Color, apariencia'y pH

El color del semen es un parametro a tener en cuenta durante la evaluacién del semen, sin
embargo no es un indicativo definitivo de la concentracién o de la vitalidad. Por lo que se
considera que puede ser solo una buena sefial de las condiciones asociadas a la
concentracion espermatica y el estado sanitario del macho a nivel reproductivo. En general
el color del semen ovino debe ser blanco cremoso, dicha coloracién, producida es por la
presencia de riboflavinas en el plasma seminal y dada por la secrecion de las vesiculas
seminales, sin embargo dicho parametro puede depender de variaciones raciales e

individuales.

De otra parte las coloraciones grises y/o pardas, y rosdceas son indicadores de
contaminacion y/o infeccion del sistema reproductor y de la presencia de hematies en el

semen respectivamente, esta condicion puede llegar a estar relacionada con una mala



calidad espermatica y permiten evidenciar la presencia de lesiones o patologias del aparato
reprodutor del macho.

En cuanto al color existen algunas categorias a tener presente:

Muy bueno (++++): Color blanco cremoso

Bueno (+++): Color blanco marfil

Regular (++): Color blanco acuoso

Malo (+): Color francamente acuoso

5.2.2 Andlisis microscopico

Bajo este se establecen las caracteristicas de motilidad masal e individual, las cuales
dependen basicamente de la vitalidad, la temperatura corporal (6ptima 36°C), el pH, la

concentracion de iones y sales del plasma seminal y de una osmolaridad balanceada.

5.2.2.1 Motilidad masal.

Esta se refiere a la motilidad de la masa como resultado del movimiento conjunto de los
espermatozoides en el semen fresco. En general esta es un parametro particularmente
evidente en el eyaculado de los pequefios rumiantes, en los cuales por su elevada
concentracion espermatica, se puede valorar la motilidad masal. A contunuacion se muestra
una tabla en la que se establece el sistema de clasificacion a fin de valorar dicha variable.
En una escala de 0 a 5, otorgando una puntuacion de 5 cuando se observan oleadas o
remolinos con movimientos rapidos y vigorosos y de 0 cuando no se observa movimiento

en ondas.



Tabla 1. Valoracion de la motilidad masal macroscopica

Movimiento en ondas
+++ 5/5y4/5 Movimientos masivos muy marcados y rapidos
++ 3/5 Movimientos en masa aparentes, pero moderados
+ 1/5y 2/5 Ondas en movimientos apenas aceptables
- 0 No hay ondas, semen sin movimiento

Fuente: (Bonadonna, 1989).

5.2.2.2 Motilidad individual

Esta se establece como una de las pruebas que con mayor frecuencia se utilizan para
evaluar la calidad seminal y en algunas especies parece estar correlacionada con la
capacidad fertilizante del espermatozoide (Maxwell y Evans, 1990). Esta se puede valorar
de una subjetiva mediante un microscopio 6ptico (a 10x o 20x) tomando una gota de
semen, lo importante es determinar el porcentaje de espermatozoides mdviles y su calidad
de movimiento (Maxwell y Evans, 1990). Ademas de esto, actualemente se han
incorporado sistemas de andlisis de imagen asistidos por ordenador o sistemas C.A.S.A
(Computer-Assisted- Sperm-Analysis) que ofrecen una mayor confiabilidad al determinar

de manera objetiva, velocidad y angularidad del movimiento (Arruda et al., 2007).

El movimiento desarrollado por los espermatozoides es caracteristico de la especie y del
estado fisioldgico en que se encuentre el macho (movimiento tras la eyaculacion, dilucion,
refrigeracion, congelacién e hiperactivacion), estando sujeto también al efecto ejercido por
el método de colecta, factores ambientales, manejo del semen tras su obtencion (Maxwell y
Evans, 1990).

Sin embargo aungue es un método de analisis subjetivo, el semen ovino puede ser

catalogado dado su motilidad individual como:



Muy buena: 80 — 100%
Buena: 60 — 70%
Regular 40 — 59 %

Mala: < 40% de espermatozoides motiles progresivos

5.2.2.3 Concentracién espermatica

La concentracion espermatica viene definida como el nimero de espermatozoides por
unidad de volumen (expresado normalmente en millones por ml) de eyaculado. Los
diferentes métodos utilizados para su calculo varian en funcion de la rapidez y seguridad.
La determinacion de la concentracion espermética mediante hematimetros y cémaras
Neubauer se realiza tras una dilucion 1/200 en una solucién acuosa de Eosina basica (Ax et
al., 2000).

Otro método de recuento es la técnica de espectrofotometria, en donde la concentracion
seminal es obtenida mediante una tabla de conversion, asignando a cada valor de
transmitancia un valor de concentracion previamente calculado, mediante recuento directo
o contador de particulas, esta es una técnica de alta sensibilidad y eficiencia, dado que no
importa el grado de concentracion del eyaculado (Knox et al., 2004).

La concentracion media estimada en el ganado ovino es de 2000-6000 millones/ml
(Maxwell y Evans, 1990), siendo esta especie susceptible a variaciones ambientales,
raciales e individuales (Pérez 1992; Cortés et al., 1994). Las diferencias entre eyaculados

son menores cuando los machos estan sometidos a un ritmo periddico de colectas.

5.2.2.4 Morfologia

La morfologia espermaética es una de las caracteristicas mas estudiadas en el analisis

seminal con el objetivo de eliminar aquellos individuos no aptos para la reproduccién. La



presencia de altos porcentajes de formas anormales parece estar asociada con una
inmadurez sexual, a procesos degenerativos y patolégicos (Smith y Sherman, 1994) e

incluso con un excesivo ritmo de colectas.

El estudio de la morfologia espermatica ha utilizado tradicionalmente técnicas de tincién,
entre las que se destacan la Eosina, Eosina-nigrosina y Eosina azul de anilina que permiten
evidenciar la morfologia y la vitalidad del espermatozoide ( Maxwell y Evans, 1990; Smith
y Sherman, 1994), de igual manera la tinta china permite apreciar la presencia de

teratoespermias (Hidalgo, et al., 2006).

A su vez los sistemas C.A.S.A. han permitido realizar una evaluaciébn morfométrica
objetiva y cuantitativa del semen de diversas especies (Mortimer, 2000; Verstegen et al.,
2002).

Se considera normoespermia cuando el eyaculado de un macho ovino presenta un

porcentaje de formas anormales inferior al 15% (Abraham, 1987; Maxwell y Evans, 1990).

5.3 CRIOPRESERVACION Y ANTIOXIDANTES

La criopreservacion de semen es una técnica accesoria para la inseminacion artificial y la
fertilizacion in Vitro y ha jugado un papel bastante importante en los Gltimos 50 afios en el
mejoramiento reproductivo en diferentes especies de animales. Con estas técnicas, se ha
logrado realizar mejoramiento genético de hatos, prevenir y controlar enfermedades, hacer
un control reproductivo del hato, mejor aprovechamiento de los sementales y obtener un

mejor rendimiento econdémico (Aitken et al., 1994).

No obstante la manipulacién del semen en estos procesos altera el dptimo desempefio de los
espermatozoides. Por ejemplo, se ha reportado que la criopreservacion de semen reduce la

fertilidad comparativamente con el semen fresco y algunas de las razones que causan



perdida de fertilidad son, la susceptibilidad al choque térmico, la tasa de enfriamiento y la
composicion del diluyente. De otro lado, se ha reportado que las centrifugaciones seriadas y
la remocion del plasma seminal, inducen una liberacion significativa de ERO por los

espermatozoides y leucocitos del semen resultando en una disfuncion espermatica.

Los espermatozoides y los glébulos blancos que se encuentran en el semen producen ERO
en su actividad metabolica normal y se ha reportado que en los espermatozoides humanos
se generan especies como el anion superoxido (O2e¢) (Aitken et al., 1986), el cual
espontanea 0 enziméaticamente es transformado rdpidamente a peroxido de hidrogeno
(H202 ); debido a su baja reactividad y corta vida media (1ms) el anién superoxido no es
muy dafino, pero puede reaccionar con sus blancos y puede producir especies mas toxicas

como los radicales Tiol (RS - ) y el radical hidroxilo ( -+ OH) que son altamente reactivos
(Zini etal ., 1993).

El peréxido de hidrogeno es relativamente estable y tiene un alto potencial oxidante, no
estd cargado y puede cruzar libremente las membranas celulares. Sumado a lo anterior, las
concentraciones considerablemente bajas de hierro presentes en casi todas las soluciones en
las cuales se diluyen los espermatozoides, son suficientes para catalizar la formacién del
radical hidroxilo ( - OH) del radical superoxido y del peréxido de hidrogeno (Figural), las
cuales reaccionan virtualmente con cualquier componente celular y el efecto toxico
observado se ve limitado por su corta vida media; el (SOD) mas catalasa o glutation
peroxidasa (GPx) elimina muchos danos ocasionados por EROs. La Lactoferrina (unida al

hierro) y antioxidantes como la vitamina E limitan el dafio adicional.



Figura 1. Mecanismos de defensa del dafio por las ERO
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Fuente: Watson, 2000

La membrana plasmatica de los espermatozoides de los mamiferos es rica en acidos grasos
poli-insaturados, los cuales son muy susceptibles al ataque de las ERO, ademas durante los
ultimos estados de la espermatogénesis los espermatozoides han descartado la mayoria de
su citoplasma perdiendo gran parte del conjunto de defensas enzimaticas que los protegen
del dafio peroxidativo. Afortunadamente, el plasma seminal contiene una bateria enzimatica
como, la superoxido dismutasa, la catalasa y el sistema de glutation peroxidasa/reductasa
que neutralizan las ERO, lo mismo que una gran cantidad de sustancias con actividad
similar a la superoxido dismutasa o catalasa, como el a-tocoferol, &cido ascorbico,
glutation, piruvato, taurina, hipotaurina y albumina, que regulan el balance entre la
generacion de las ERO y su neutralizacion. La exposicion de los espermatozoides al plasma
celular antes de su separacion con fines de criopreservacion favorece la prevencion del

dafio por oxidacion.

De esta forma se hace claro que las ERO dafian las macromoléculas afectando el
componente estructural y funcional de los espermatozoides sobrevivientes, lo que se ve

reflejado en la inestabilidad de la membrana, dafio de los receptores de membrana,



alteraciones del citoesqueleto (Watson, 2000), perturbaciones del axonema (el cual es
asociado con la disminucion de la movilidad), inhibicién de la fusién esperma-ovocito, y

dafo nuclear entre otros (Watson, 2000).

Se ha establecido que los antioxidantes naturales ejercen un efecto protector sobre la
membrana plasmatica de los espermatozoides ovinos, conservando tanto su actividad
metabolica y viabilidad celular. Asi los flavonoides, compuestos fendlicos constituyentes
de algunos vegetales, semillas y frutas, poseen acciones prooxidantes, éstas se producen
solo a dosis altas, constatdndose en la mayor parte de las investigaciones la existencia de
efectos antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos, y su papel protector frente a

enfermedades cardiovasculares, cancer y diversas patologias.

5.4 FITOESTROGENOS

Los fitoestrogenos se metabolizan extensamente en el rumen, por lo que la importancia de
los compuestos estrogénicos en los forrajes depende de su destino metabdlico. Compuestos
como 4'methoxy-coumestrol han demostrado una capacidad estrogénica después de
desmetilacién, lo que permite que los grupos hidroxilogroups se unan a los receptores de
estrdgeno. Por el contrario, las isoflavonas genisteina y biochanin A pueden ser degradados
en el rumen a p- etil fenol y acidos organicos (Cox y Braden, 1974). La estrogenicidad de
formononetina se mejora por desmetilacion, se reduce a un compuesto mas estrogénico,
equol, que se absorbe rapidamente por la pared del rumen. En los ovinos, buena cantidad de
equol se excreta en la orina luego de un alto consumo de formononetina (Cox yBraden,
1974). Los microorganismos ruminales pueden tardar de 6 a 10 dias para adaptarse
plenamente a estos sustratos, asi la genisteina la biochanina A pueden producir efectos
estrogenicos en esta especie dias después de su introduccion en pastos ricos en dichas

sustancias.



5.4.1 Accion antioxidante de los fitoestrogenos

La capacidad de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes en los sistemas
bioldgicos fue ya reconocida en los afios treinta; sin embargo, el mecanismo antioxidante
fue ignorado en gran medida hasta hace poco tiempo. El creciente interés en los
fitoestrogenos se debe a la apreciacion de su amplia actividad farmacoldgica dada también
por la inhibicion estrogenica (Baker, 1998). Pueden unirse a los polimeros biologicos, tales
como enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metélicos transitorios,
tales como Fe?+, Cu?+, Zn?+, catalizar el transporte de electrones y depurar radicales libres.
Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en patologias tales como diabetes
mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera estomacal y duodenal e
inflamaciones. Otras actividades que merecen ser destacadas son sus acciones antivirales y

antialérgicas, asi como sus propiedades antitrombotica y antiinflamatoria (Brasseur, 1989).

Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de los flavonoides (Bors et
al., 1990) son:

Presencia de estructura O-dihidroxi en el anillo B; que confiere una mayor estabilidad a la
forma radical y participa en la deslocalizacion de los electrones. Doble ligadura, en
conjuncién con la funcién 4- oxo del anillo C41-42. Grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo

en los anillos A'y C necesarios para ejercer el maximo potencial antioxidante.

Siguiendo estos criterios, algunos flavonoides tienen una capacidad antioxidante medida
como Trolox de 4,7 mM, lo que resulta 5 veces mayor al demostrado por las vitaminas E y
C y tienen una hidrosolubilidad similar a la de la vitamina E. Dicha funcién antioxidante
muestra efectos sinérgicos con la vitamina C. El 4cido ascorbico que combinado con estos

permite al flavonoide mantener sus funciones antioxidantes durante mas tiempo.

Asi, se ha demostrado que los flavonoides inhibes la fotooxidacion de la vitamina E en la
membrana celular de las células sanguineas en presencia de hematoporfirina como

fotosensibilizador (Pace-Asciak et al., 1995). Los flavonoides retiran oxigeno reactivo



especialmente en forma de aniones superdxidos, radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o
hidroperoxidos. De esta manera bloquean la accion deletérea de dichas sustancias sobre las
células. Sus efectos citoprotectores son, por ejemplo, en los espermatozoides, fibroblastos
de la piel, queratinocitos, células endoteliales y ganglios sensoriales cultivados en presencia

de sulfoxina- butionina, un inhibidor irreversible de la glutation sintetasa.

5.5 SUPLEMENTOS NUTRICIONALES

5.5.1 ALFALFA (Medicago sativa)

La alfalfa es wunaleguminosa forrajeraquese utiliza fundamentalmente para
aportar proteina de gran calidad, macro minerales, micro minerales y vitaminas de forma
natural a la racion del ganado. Ademas es una fuente importante de fibra efectiva, muy
necesaria para animales rumiantes y herbivoros. En periodos dificiles de alimentacion una
oveja para mantenerse requiere de 1 a 1,2kg de heno de alfalfa diarios, pero esto puede
resultar bastante costoso y sobrado en proteinas, por ello se puede mezclar con paja,
cereales; una racion de 0,5 kg de heno de alfalfa y 1,2 kg de paja de leguminosas cubre asi

mismo sus necesidades nutricionales (Ibafiez, 1996).

En rumiantes particularmente, no sélo tiene la virtud de aportar todos estos nutrientes
necesarios sino que ademas contribuye a:

v/ Estimular la rumia. Esta estimulacién yla efectividad de la fibra son
proporcional a su largura. Cuanto mas larga sea la fibra de la alfalfa la estimulacién
serd mayor.

v" Aumentar la salivacion. Este efecto esta relacionado con el anterior. La fibra
de la alfalfa estimula la masticacion y a su vez la salivacién, con lo que aumenta la
cantidad de bicarbonato que llega al rumen a través de la saliva. Este ayudara a

controlar el pH, subiéndolo y evitando problemas en la rumia.



v" Ayuda a enlentecer el transito de los alimentos en el rumen. En determinadas
ocasiones, esto nos puede ayudar a que se aprovechen mas otros alimentos como
concentrados proteicos y cereales.

v/ La alfalfa puede procesarse de diversas maneras para mejorar su

almacenamiento y utilizacion posterior por el ganado (Hernandez, 2013).

Siendo las formas mas frecuentes de suministrar alfalfa al ganado son:en verde ( Pastoreada
en la propia parcela o segada y administrada directamente al ganado); ensilada; henificada

y en harina.

5.5.1.1. Valores Nutricionales de la alfalfa (Medicago sativa)

El aporte de proteina, lisina y treonina es significativo, siendo algo superior en la alfalfa
deshidratada. Sin embargo, su utilizacion digestiva es limitada, incluso en rumiantes, por la
elevada concentracion en taninos. Alrededor de un 25% de la proteina bruta es nitrégeno no
proteico altamente soluble en el contenido ruminal. La degradabilidad de la proteina es
significativamente inferior en la alfalfa deshidratada que en el heno, por la mayor
temperatura del procesado. El contenido en PB condiciona en gran medida su valor en el
mercado. Cuanto mas tierna se recoge, menor es la produccién de MS por ha, pero mayor
es la calidad nutritiva, al aumentar la proporcion de hojas sobre tallo. Se estima que la PB
es un buen indicador de su valor energético, de modo que un aumento de una unidad
porcentual de PB sobre MS supone un incremento de 0,03 UFI y 0,04 UFc. En el mercado
espafol se comercializan alfalfas en un rango entre 12 y 18% de PB. En productos de

importacion se pueden conseguir niveles superiores al 20%. (FEDNA)



Tabla 2. Composicion quimica (%) de la alfalfa

VRF' Humedad | Cenizas PB EE FB FND FAD LAD

Excelente (>151) 10.3 124 208 253 229 36.7 272 6.32

Primera (125-151) | 97 114 187 214 277 438 27 751

Segunda (103-124) 104 11.0 16.8 1.92 30.4 49.1 36.1 8.25

Tercera (87-102) 104 10.7 15.0 1.80 343 56.0 40.9 8.96

Cuarta (75-86) 10.9 10.4 134 1.52 36.7 62.0 446 8.96

"alor relativo del forraje = [(88.9 - (0.779 x FAD%)) x (120 / FND%)] / 1.29

Fuente: Hernandez, 2013

5.1.2 SOYA (Glycine max)

La utilizacion de la soya se inicio en el oriente, en donde a esta leguminosa se le daba un
valor tanto alimenticio como medicinal. Su procesamiento para obtener aceite y harina,
comenz6 en tiempos mas recientes y solo despertd interés en Europa hasta el afio de 1908.
La harina desgrasada de soya sirvié inicialmente como fertilizante y como alimento para el
ganado. Su valor nutritivo fue reconocido después de la Segunda Guerra Mundial y
actualmente la mayor parte de la harina es utilizada en la formulaciéon de alimentos

concentrados para cerdos, aves, peces y ganado bovino (Albarracin, 2010).

Estudios realizados por la Asociacion Americana de Soya (ASA) e investigadores como
Buitrago, et al., 1992, han demostrado como el grano integral de soya para ser utilizado en
dietas para animales debe ser sometido a un proceso térmico el cual destruya las factores
antinutricionales presentes en el grano recién cultivado y permite aprovechar al maximo su

potencial de energia y proteina (Albarracin, 2010).



Al realizar los analisis nutricionales de la soya tanto en forma de grano crudo como
procesado (tostado) y como subproducto (torta de soya), encontraron que la principal
diferencia se observa en el porcentaje de grasa en el grano entero el cual es del 17.5%
comparado con la torta de soya que solo tiene el 1.5%. También observaron que el mayor
porcentaje de proteina correspondia a la torta de soya siendo del 45% comparado con el
grano de soya entero que solo tiene el 37.5% (Vergara, 2012).

Para alcanzar el maximo aprovechamiento de los diferentes valores nutricionales del frijol
soya es necesario someterlo a un proceso térmico adecuado el cual permita inhibir la
actividad de dichos factores en razon a que son termolabiles la destruccién en mayor o
menor grado de estos principios antinutricionales depende de la intensidad de la
temperatura y de la duracion del proceso (Buitrago, et al., 1992)

Tabla 3. Composicion nutricional del grano de soya crudo, grano de soya procesada y de la
torta de soya.

Componentes Unidad Grano de soya Torta de soya
Crudo Procesado

Materia seca % 90 90 90

Grasa % 17.5 17.5 1.5

Proteina % 375 37.5 455
Metionina % 0.52 0.52 0.70
Metionina + cistina % 1.08 1.08 1.41

Acido linoleico % 8.5 8.5 0.55

Fibra % 5.5 5.5 3.4

Calcio % 0.26 0.26 0.30

Fuente: Buitrago, Portela, Eusse. 1992.



Los métodos comunmente utilizados para procesar la soya son el tostado, extrusion e
hidrotermico. EIl Método de tostado utiliza equipos a base de calor seco (sin vapor), el cual
es aplicado directamente a la superficie del grano por un breve periodo de tiempo. La
mayoria de los equipos utilizan airea caliente con temperaturas que oscilan entre 300 a
350 °C durante un tiempo de paso del grano de 1 a 3 minutos y temperatura de salida de
130 a 170 °C. Desde el punto de vista sanitario, este proceso destruye la mayor parte de
microorganismos patdgenos, insectos, hongos y otros organismos que afectan la calidad del
grano. Cuando se realiza con un estricto control, el producto que se obtiene es de alta

calidad nutricional y con un nivel minimo de factores antinutricionales.

El Método de extrusion se recomienda para ser utilizado a nivel empresarial y puede ser
extrusion seca o humeda. En el primer caso se involucra el uso de presion y friccién
mecénica, para generar el calor requerido en el calentamiento del grano de soya. En este
proceso el grano previamente molido se pasa por un cilindro mediante un tornillo sin fin.
El calor originado por la friccion en el cilindro es suficiente para desactivar los factores
antinutricionales. Estos equipos trabajan con temperatura entre 150 a 170 °C y un tiempo
de retencion del grano de 30 a 60 segundos presentdndose disminucion de un 15% de
humedad. La extrusion himeda incluye el uso de vapor durante el proceso y en el mismo

no hay pérdida de humedad (Echegaray, 2011).

Buitrago, afirma que los procesos que involucra la ruptura de las paredes celulares de los
esferosomas, mejoran la disponibilidad del aceite almacenado en el interior, elevando el
valor energético dela harina integral de soya; debido a ello, la extrusion que combina el
calor y dafio fisico, se asocia con los niveles energéticos mas altos. No obstante, la
molienda o peletizado en combinacién con los procesos térmicos utilizados (tostado,
micronizacion, hidrotermico) modifican también la estructura celular del aceite y son

igualmente efectivos (Wiseman, 1997).



5.5.3 Contenido de fitoestrdgenos en harina de alfalfa y soya extruida

Le Bars et al., 1990 mencionan que para alfalfas con una infestaciébn por hongos
Pseudopesisa medicaginis el valor de fitoestrogenos es significativamente mayor,
encontrandose de 50 a 200 mg/kg de forraje, lo que contrasta notablemente con valores de
2 a 5,8 mg/kg encontrados en alfalfas sanas por los mismos autores. En consecuencia es de
mencionar que tanto Le Bars et al, como Valderrabano, indican que un consumo de 20 a 50
mg de Coumestrol en alfalfa son suficientes para inducir cambios reproductivos en los

animales.

De otra parte la tabla 4 muestra valores obtenidos de la base de datos del USDA, sobre el
contenido de isoflavonas en algunos alimentos seleccionados. Dichos parametros son
producto de la media tras el analisis de un nimero considerable de muestras. Sin embargo
se plantea que las concentraciones absolutas pueden diferir en poco, segun el lote y la

temporada de obtencidn del forraje.

Tabla 4. Contenido de fitoestrdgenos en diferentes productos alimenticios

Genisteina Coumestrol Daidzein Isoflavonas totales
(mg / 100g) (mg / 100g) (mg /100g) (mg /100 g)

Producto alimenticio

Soya en polvo 13.5 - 6.32 26.3
Granos verdes crudos -

22.6 20.3 48.9
de soya
Soya texturizada 89.4 } 67.7 172.6
Soya extruida 57 - 31 91
Trébol rojo 10 - 11 21
Alfalfa (MS) - 2.5-6.5 2565

Fuente Adaptada de la base de datos de la USDA.



6. METODOLOGIA

6.1 UBICACION GEOGRAFICA

El estudio se realiz6 en La Granja Experimental Tunguavita, perteneciente a la Universidad
Pedagégica y Tecnoldgica de Colombia. Esta se localiza en el Municipio de Paipa (Boyaca)
a una altitud de 2590msnm, a una latitud de 05°45' Norte, longitud 73°45" Oeste,
presentando una temperatura promedio de 14.3C, humedad relativa del 78% y precipitacion

de 705.9mm?®/afio.

6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Materiales

Figura 2. Materiales usados durante el proceso de anélisis de calidad seminal.

Fuente: Sierra, 2014.



6.2.1.1 Material a emplear en la recoleccion del semen: Durante dicho proceso fueren
necesarios varios implementos como: colectores graduados en 0,1 ml (10 ml), estufa de

incubacion, electroeyaculador para ovinos y caprino

6.2.1.2 Material a emplear en la conservacion del semen: Para realizar el proceso de
congelacion se utilizaron: Pajillas 0,25 ml, peines de aspiracion, pinzas con muesca para
pajillas, rampa horizontal de congelacion, soporte de distribucion de pajillas 0,25 ml,
termo criogénico para la congelacion de pajillas, termo criogénico de almacenamiento de
pajuelas, y nitrégeno liquido. De igual forma se utilizaron varios reactivos como: acido
Citrico, alcohol de polivinilo, BES (Acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico),
fructosa D(+), glicerol (d 1;26), hidroxido potasico (KOH), penicilina-O sodica, sulfato de

dihidroestreptomicina y TRIS (N-Tris (hidroximetil) aniinometano)
6.2.1.3 Reactivos utilizados en el analisis del semen (Fresco y Criopreservado)

Reactivos especificos para recuento espermatico. Movie esperma (iris), Cuenta esperma

(iris).



6.2.2 Poblacion y muestra.

Figura 3. Lote de ovinos machos granja Figura 4. Animales seleccionados para el
Tunguavita estudio

Fuente: Sierra, 2014

Se seleccionaron nueve machos ovinos Hampshire x Suffolk en etapa reproductiva., en
edades que oscilaban en entre uno y dos afios de edad y con condicion corporal de 3,5.
Todos los machos fueron mantenidos en régimen de semi-estabulacién, con una
alimentacion homogénea durante todo el periodo de estudio, a base pastoreo en praderas de
Kikuyo (Pennisetum clandestinum) y agua a voluntad.

Todos animales fueron previamente desparasitados con Rafoxanide® 7.5mg/kg, via oral y
vitaminizados con Belamyl® 1 ml/25kg Via IM y durante el estudio no fueron sometidos a
ninguna aplicacién de medicamentos ni procedimientos como la esquila que le pudieran

causar estrés y modificar calidad espermaética.

En cuanto al estado fisico se hizo una exploracion previa a la suplementaciéon a fin de
seleccionar los animales de estudio, los cuales alcanzaron en promedio 31 cm
circunferencia escrotal. De igual forma se realizd una revision fisica los animales

incluyendo los o6rganos reproductores (escroto, testiculos y pene) a fin de descartar



patologias y garantizar que la posible variabilidad en la calidad seminal es producto de la

suplementacion y no de una conformacion anatomica y/o fisioldgica de los animales.

6.2.3 Toma de muestras y analisis de semen.

Las diferentes muestras de semen ovino fueron obtenidas mediante electroeyaculador. Se
realiz6 un muestreo antes de comenzar con la suplementacion y otro al finalizar con la
suplementacion al cabo de 120 dias, lo que permitio analizar las posibles variaciones en la

calidad seminal de los ovinos suplementados comparados con el grupo control.

6.2.3.1. Analisis de semen fresco. Tras la recoleccion de los diferentes eyaculados, se
procedid al traslado de los mismos al laboratorio, manteniendo el semen en todo momento

en condiciones isotermas 36°C y posteriormente se realizaron dos tipos de analisis.

e Analisis macroscopico Determinandose el volumen, color y aspecto fisico del
semen, el cual se evalu6 visualmente en el mismo tubo colector graduado donde fue

recogido el semen, expresandose en ml.

e Analisis microscopico

Motilidad masal: Se valoré la formacion y progresion de ondas producidas por la masa
espermatica en movimiento en una escala de 0 a 5 (Maxwell y Evans, 1990). Se colocé una
gota de semen fresco sin diluir en un portaobjetos atemperado a 37°C (Derivan, 1982); las
ondas fueron observadas mediante microscopio Optico (I0x) (conectado a un circuito
cerrado de T.V.).

Motilidad individual: Se estimo el porcentaje de espermatozoides en movimiento (de 0 a
100) y la calidad del mismo (de 0 a 5) (Maxwell y Evans, 1990). Se observé en una

muestra de semen diluido en citrato sodico isoosmotico, en un portaobjetos previamente



atemperados a 37°C, mediante microscopio optico (conectado a un circuito cerrado de TV)
a 10x.

Concentracién espermatica: El recuento se realizo por medio de la Camara de Neubauer

y se llevd a cabo a través de los siguientes pasos:

- Se adhirid el cubreobjetos sobre la camara humedeciendo sus bordes y ejerciendo una
firme presion contra esta. Se observo en los bordes del cubreobjetos un fendmeno de
difraccion de la luz denominado "anillos de Newton™.

- Se aspir6 el semen con una micropipeta (realizando una dilucion de 5 microlitros de
semen en 2 ml).

- Se aspird el liquido de dilucion de semen hasta la marca 101.

- Se taparon ambos extremos de la pipeta y se agito horizontalmente en forma suave.

- Se coloco el extremo de la pipeta en el borde del cubreobjetos y se dejé que la cAmara se
cargara por capilaridad. El liquido no paso a los surcos laterales ni quedd zonas sin cargar.

- Se dejo reposar unos minutos antes de iniciar el recuento.

- Finalmente se colocé la cdmara bajo observacién microscdpica (100 o 200 aumentos). Se
contd el nimero de espermatozoides en un cuadrado “grande” (sin divisiones internas) por
cada cuadrante y se repitio el conteo en uno de los cuadrantes elegido al azar, contandose
en total 5 cuadrados. La concentracion de espermatozoides/ml se calculé multiplicando la
suma de los espermatozoides contados en los 5 cuadrados por 200 (factor de dilucion)
luego por 50.0000 y finalmente por el volumen de semen de cada individuo.

Luego de la contrastacion seminal, se procedié a congelacion del semen teniendo en cuenta
que todos los individuos cumplian en su eyaculado los siguientes requisitos: volumen >0.4
ml; motilidad masal =3-4; concentracién esperméatica =3.000 x 10 °® espz/ml formas

espermaticas normales = 85 %

La congelacion del semen se realizo durante el mismo periodo de colecta y evaluacion en
fresco, evaluandose el posible efecto ejercido por los fitoestrogenos sobre la integridad de

la membrana espermatica durante los procesos de congelacion-descongelacion.



La descongelacion del semen se realizo extrayendo la pajilla del tanque criogénico con
ayuda de una pinza y colocandolo en bafio de agua a 38 °C por 15 a 20 segundos, para
luego poner una gota sobre un portaobjetos atemperado y realizar asi el analisis de semen

pos descongelacion.

6.2.4 Manejo del material vegetal.

Se contd con una pradera de Alfalfa (Medicago sativa) completamente sana, en la vereda
de Cheva municipio de Jenesano Boyacd, la cual cosecho6 a los 45 dias, se sometio a un
proceso de deshidratacion y posteriormente se trituré para ofrecer a los animales en forma
de harina. Se enviaron muestras de harina al laboratorio de Nutricién

animal de la Universidad Nacional para su respectivo analisis bromatoldgico
encontrandose un 17,4% de proteina cruda (PC).

En relacidn a la Soya extruida, este material fue adquirido en la empresa procesadora de
alimentos concentrados COPINALCO. De igual manera se envid una muestra del alimento

al mismo laboratorio obteniéndose asi un 37% PC.

6.2.3 Division de grupos de estudio.
Se tuvieron nueve animales los cuales fueron divididos al azar en tres grupos, manteniendo

condiciones homologas en el momento de la conformacién de los mismos.

Grupo 1. Se tuvieron 3 machos ovinos suplementados con 1 kg de harina de alfalfa (25 grs
de coumestrol segun literatura), repartidos en dos dosis y ofrecidos en la mafiana y en la

tarde a los animales.



Grupo 2. Se tuvieron 3 machos ovinos suplementados con 200 grs de soya extruida (182
grs de fitoestrogenos segun literatura), repartidos en dos dosis y ofrecidos en la mafiana y

en la tarde a los animales.

Grupo 3 o control. Se tuvieron 3 machos ovinos mantenidos con una alimentacion a base de

pasto kikuyo.

6.2.4 Disefio experimental.
El estudio duro 12 meses, tiempo suficiente para la determinacién de la influencia de cada
una de las dietas sobre la calidad espermatica en semen fresco y congelado. Ademas es el

tiempo estipulado en la mayoria de investigaciones que han realizado en calidad seminal.

Después de elegir y distribuir los animales objeto de estudio, se procedidé con la fase de
campo, en donde se realizaron dos suplementaciones diarias e individuales de cada
suplemento (una en la mafiana a las 7 am y otra en la tarde a las 3 pm). Es de mencionar
que se estim6 un periodo de acostumbramiento de un mes, en el cual los animales se
adaptaron completamente a las dietas y al manejo, garantizando asi el consumo total del

suplemento.

Las dietas fueron suministradas durante un periodo de 120 dias (contando 30 dias de
acostumbramiento y 90 de suplementacion real), teniendo en cuenta que el recambio del
epitelio de los tubulos seminiferos es de 61 dias, lo cual garantizd que los posibles cambios

en calidad espermatica se dieran a la suplementacion con alfalfa y soya.

El disefio experimental fue al azar para determinar diferencias de promedios de: volumen,
movilidad masal, movilidad individual, concentracion y vitalidad entre los diferentes
tiempos (antes y después del tratamiento). Y también en semen fresco y sometido a
criopreservacion, es relacion a esto se determinaron diferencias entre los promedios de las

mismas variables por un disefio en bloques.



6.2.5 Andlisis estadistico

Los resultados encontrados en este estudio estdn representados en diferentes tablas y
gréficos tras un andlisis de varianza univariado para el disefio al azar, para determinar si
hubo o no diferencia entre promedios en las diferentes variables (se aplica para volumen,
movilidad masal, movilidad individual, concentracion y vitalidad) antes y después de la
suplementacion se determinan las hipotesis: hipotesis nula (Ho): los promedios de las
variables son estadisticamente iguales en el tiempo “antes” para los tratamientos alfalfa,
soya y control (p>0.05); hipétesis alterna (Ha): por lo menos un promedio después de la
suplementacion es diferente (p<0.05). Tambien se realizd6 un andlisis de varianza
univariado para determinar si hay o no diferencia entre promedios de cada variable antes y

después de la suplementacion.

Se realizd un analisis multivariado para el disefio de bloques para determinar si hay
diferencia entre los promedios de “viabilidad, motilidad individual y grado de la motilidad

individual” antes y luego de la criopreservacion.

Finalmente se realizd una la prueba de comparaciébn multiple Diferencia Minima
Significativa (DMS, en ingles LSD: Least Significant Differences) la cual involucra la
prueba T de Student.



7.RESULTADOS

7.1 ANALISIS MACROSCOPICO

7121 Volumen

Figura 4. Volumen de eyaculado antes y después, por animal
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La figura 4 muestra el comportamiento de cada animal antes y después de la
suplementacion. En donde se evidencia un comportamiento atipico en el animal
identificado como 700, el cual mostré una disminucién importante del volumen de

eyaculado.



Figura 5. Comparacion del volumen de eyaculado antes y después de la suplementacion
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Durante la primera colecta de semen en cuanto a la variable volumen el grupo
suplementado con soya mostré el mayor promedio siendo el valor méximo 1.6 cm®, seguido
del grupo alfalfa y finalmente por el grupo control. En la segunda colecta los mayores
volimenes de eyaculado estuvieron dados de igual manera por el por el grupo soya,
sequidos del grupo alfalfa y el grupo control respectivamente. Es de mencionar que el
grupo alfalfa presentd un leve aumento en la produccién de semen, mientras que el grupo
soya Y el control se mantuvieron constantes; en relacion a esto se establecié que no existen
diferencias estadisticamente significativas P>0,05 entre los grupos luego de Ila

suplementacion.

Segun anteriormente descrito, se puede establecer que el volumen de eyaculado en los
animales objeto de estudio estd dentro de los valores promedio para este parametro en las
razas Hampshire x Suffolk. De igual forma es claro que existen variaciones (aunque no
significativas) que para este caso se pueden deber tanto a la alimentacion como al tamafio

testicular de los individuos.



7.1.2 Color

Figura 6. Andlisis de la coloracion del semen después de la colecta

Fuente: Sierra, 2014

En el estudio se establecio que la coloracién antes y después de la suplementacion no tuvo
ninguna variacion y por ende no hay diferencias significativas P>0,05 entre los grupos, esto
en relacion a que el total de los individuos mostraron una coloracion blanco marfil

independientemente del tiempo de colecta y el tratamiento.



7.2. ANALISIS MICROSCOPICO
7.2.1 Motilidad Masal

Figura 7. Motilidad masal antes y después de la suplementacion, por individuos
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De acuerdo a la figura enterior es posible establecer que todos los individuos tuvieron un
desempefio similar, en donde a excepcion del animal 1, no se presentaron reducciones antes
y despues de la suplementacion para la variable motilidad masal (MS). Cebe decir ademas
que los animales 4 y 6 si presentaron incrementos en la valoracion de la MS, por que se
asume que el mejor desempefio del grupo soya se ve influenciado directamente con dichos

resultados.



Figura 8. Motilidad masal antes y después de la suplementacién, por grupos
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En relacién a la Figura 8, se deduce que en cuanto a la variable motilidad masal los machos
suplementados con soya tuvieron un mejor comportamiento, puesto que en la colecta 1 la
valoracion para este grupo tuvo un promedio de 3 mientras que en la colecta 2 el mismo
grupo mostro una estimacion mayor (3.5 en promedio), definida por la observacion de
movimientos masivos, muy marcados y rapidos. De otra parte el grupo alfalfa aunque
comenz6 con un promedio (2.8) este decayod luego de la suplementacion, es de mencionar
que en la segunda evaluacion se evidenciaron movimientos en masa aparentes, pero un
poco mas moderados comparado con los grupos soya y control. Finalmente el grupo control
no tuvo ninguna variacién en el tiempo siendo la motilidad masal de 3.3 en promedio antes
y luego de los 90 dias de estudio. En referencia a esto no se establecen diferencias
estadisticamente significativas P>0,05 entre los grupos en ningin momento durante el

tiempo de experimentacion.

Segun lo anteriormente descrito, se puede afirmar que la motilidad masal depende de
muchos factores entre los cuales es preciso citar la edad, la raza, el reposo sexual, el
manejo (con una total reduccion del estrés), el estado fisiologico y sanitario y la

alimentacion; y teniendo en cuenta que en el presente estudio todos estos parametros fueron



altamente controlados, es posible asumir que la motilidad es una variable influenciada por

la respuesta fisioldgica y la capacidad reproductiva de cada individuo.

7.2.2 Motilidad progresiva individual

Figura 9. Motilidad progresiva individual, antes y después de la suplementacion
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En relacion a la Motilidad Progresiva Individual (MPI), se establece un comportamiento
atipico en dos animales del grupo alfalfa (1 y 2) los cuales para la segunda colecta
mostraron una reduccién en el porcentaje de espermatozoides motiles. Dicho factor
influencia directamente el desempefio del grupo y sobre todo deja ver que dicha variable

esta determinada por una respuesta propia de cada individuo.



Figura 10. Espermatozoides tefiidos con Movie esperma IRIS, para evaluacion de motilidad y
vitalidad

Fuente: Sierra, 2014

Figura 11. Motilidad progresiva individual en semen fresco y sometido a criopreservacion
antes y después de la suplementacion
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En la figura 11, se observan cambios durante el periodo de estudio para la variable MPI, la
cual se determind considerando como movimiento normal Unicamente el movimiento
progresivo rectilineo, cualquier otro movimiento se tom6 como anormal. En relacion a esto,
tras la evaluacién del semen fresco se encontro que el grupo soya desde el comienzo tuvo el
promedio mas alto, alcanzando una MPI del 80% Yy la cual luego del tratamiento presento
un ligero aumento pero sin evidencias de diferencias estadisticamente significativas
(P>0,05). ElI grupo suplementado con alfalfa mostro un comportamiento similar, sin
embargo el promedio estuvo siempre por debajo del ya mencionado; en dicho grupo se
evidencio un leve incremento sin diferencias significativas (P>0,05) de la MPI luego del
tratamiento, alcanzando un promedio del 65%. De otra parte el grupo control tuvo un
desempefio diferente, puesto que durante el estudio no se evidenciaron cambios, los valores

de la MPI se mantuvieron constantes durante las dos colectas siendo el promedio del 60%.

En la figura también se muestra el impacto que tuvo la criopreservacion del semen obtenido
antes y después de la suplementacion, como es normal se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) entre el semen fresco y cripreservado para la MPI
en cada uno de los grupos pero no entre estos. Sin embargo, tras el analisis del semen
cripreservado es posible afirmar que ninguno de los grupos tuvieron un aumento de la MPI
luego del proceso de suplementacion, por tanto no se establecieron diferencias

significativas al respecto.



7.2.3 Grado de la motilidad progresiva individual

Figura 12. Grado de la motilidad progresiva individual en semen fresco y sometido a
criopreservacion antes y después de la suplementacion por individuos
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En relacion a la figura 12 es posible establecer que el grado de la motilidad progresiva
individual GMPI, tuvo un comportamiento similar a lo encontrado en la MPI, pues al igual
que en esta, los individuos 1 y 2 (del grupo alfalfa) y el individuo 7 (del grupo control),
mostraron un comportamiento atipico y mostrando una reduccion de la MPI. Lo que sin

lugar a dudas determino el desempefio del grupo.

Figura 13. Grado de la motilidad progresiva individual en semen fresco y sometido a
criopreservacion antes y después de la suplementacion por grupos
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En la figura 13, se evidencia que el grado de la motilidad progresiva individual (GMPI) est&
intimamente relacionada con la valoracion de la propia motilidad, por tal razén durante el
estudio fue claro que el grupo que presento desde el inicio un mayor GMPI fue el grupo
suplementado con soya, sin embargo se debe mencionar que dicho grupo presentd un
comportamiento distinto a los otros dos, sobre todo durante la valoracion del semen
criopreservado antes y después de la suplementacion, pues se detectd un descenso del grado
de motilidad en los dos periodos de estudio. Simultdneamente el grupo alfalfa decayé en

cuanto al GMPI luego de la suplementacion al evaluar el semen fresco pasando de 3.3 a 3.

Tras la evaluacion del semen criopreservado para el mismo grupo los espermatozoides
mostraron un GMPI constante entendiéndose como un grado 3 en donde se encontraron un
buen nimero de espermatozoides con movimientos progresivos, con trayectorias rectilineas
aunque un poco moderados respecto al grupo soya. Finalmente el grupo control estuvo
siempre por debajo de los dos grupos sometidos a tratamiento, mostrando en promedio un

grado de 3 y 2.6 tanto en semen fresco como criopreservado respectivamente.

7.2.4 Vitalidad

Figura 14. Vitalidad en semen fresco antes y después de la suplementacién, por individuos
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Segun lo observado en la figura anterior, la vitalidad es un factor determinado no solo por
el tipo de suplemento sino sobre todo por la respuesta fisiologica propia de cada individuo.
Si bien el promedio del grupo soya, alfalfa y control muestran que soya puede ser un poco
mas eficiente, el comportamiento en todos los animales de estudio es similar. Es decir el

vitalidad disminuye o aumenta sin importar el tipo de suplemento.

Figura 15. Vitalidad en semen fresco y sometido a criopreservacion antes y después de la
suplementacién, por grupos
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Al analizar la figura 15 se deduce que el grupo soya obtuvo los mejores rendimientos en
cuanto a vitalidad de los espermatozoides, tanto antes como después de la suplementacién
en semen fresco. Dicho grupo obtuvo en promedio un mayor porcentaje de células vivas
(88%) al iniciar el estudio, posteriormente tras la suplementacion se evidencio un leve
incremento (90%). Dichos parametros estuvieron por encima del grupo alfalfa el cual
mostré un 76% de vitalidad al inicio y posteriormente también elevo un poco el rango
(comparado al grupo soya) hasta llegar al 86% de vitalidad. De otra parte el grupo control
mantuvo los niveles mas bajos de vitalidad comenzando con un 62% Yy decayendo en la

segunda colecta al 57%.



Consecuentemente tras el proceso de congelacion se establecié que un gran nimero de
espermatozoides murieron, observandose en los tres grupos un descenso en el porcentaje de
vitalidad. Es importante resaltar que el grupo soya paso del 88% al 48% de vitalidad en la
primera colecta y en la segunda de 90% a 43%, es decir la reduccion fue del 40%
aproximadamente, rango un poco menor comparado con el grupo alfalfa en donde se estimo
que la vitalidad en la primera colecta fue del 76% reduciéndose al 36% y en la segunda
recoleccion de semen paso del 86% al 35%, mostrando un descenso un poco mas busco de
la vitalidad luego de la criopreservacion. En relacion al grupo control la vitalidad paso del

62% al 23% y del 61% al 30% para la primera y segunda colecta respectivamente.

Durante el estudio los cambios inducidos por la criopreservacién, se presentaron
indistintamente en relacion al suplemento y fueron muy similares en los nueve machos
observados sin mostrar diferencias significativas entre estos (P>0,05). Las diferencias
quedaron establecidas casi exclusivamente por el porcentaje de espermatozoides muertos
luego de la congelacion (P<0,05). Es interesante sefialar que se encontrd una correlacion
positiva entre el porcentaje de espermatozoides motiles al inicio del experimento y la
viabilidad luego de la congelacion, lo que indica que los eyaculados que contenian la mayor
proporcion de espermatozoides rapidos y progresivos fueron también los de mayor
resistencia a la congelacion y los que mostraron mayor longevidad pos descongelacion.

7.2.5 Concentracidn espermatica

Figura 16. Concentracion espermatica antes y después de la suplementacion, por individuo
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De acuerdo a la figura anterior se afirma que todos los machos de estudio tuvieron un buen
desempefio en cuanto a la variable concentracion, sin embargo del individuo “1” al igual
que en las demas variables, mostr6 un comportamiento diferente y atipico. Esto ultimo
dado a que se esperaria que luego de 90 dias de reposo sexual y suplementacion dichos

valores aumentaran.

Figura 17. Concentracion espermatica antes y después de la suplementacion por grupos
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Tras el andlisis de la figura 17 se deduce que la concentracion espermatica inicial no se vio
afectada significativamente por la dieta y la presencia de fitoestrogenos en esta, dado que
el que el grupo alfalfa a diferencia de los demas parametros evaluados durante el estudio
tuvo el mayor promedio en relacién a los grupos soya y control. Sin embargo es de
mencionar que dicho valor fue alto desde el inicio de la experimentaciéon (2512 x 10 °
espermatozoides/ml) por consiguiente se mantuvo alto (2629 x 10 ° espermatozoides/ml)
tras un leve incremento luego de los 90 dias de suplementacidn. Respecto al grupo soya el
comportamiento fue similar ya que el grupo comenzé con un buen promedio (2004 x 10 °
espermatozoides/ml) y de igual forma mostré un aumento sustancial en la segunda colecta
(2229 x 10 ® espermatozoides/ml). Finalmente el grupo control siempre fue el de menor
promedio sin mostrar cambio alguno en la concentracion espermatica (de 1941 x 10 °
espermatozoides/ml a 1946 x 10 ° espermatozoides/ml) luego del periodo de estudio. Lo
que permite establecer que no existen diferencias estadisticamente significativas (P>0,05)
entre los grupos en ningin tiempo de experimentacion (antes y después de la

suplementacién).



8.DISCUSION

Variables macroscopicas

Volumen de eyaculado

En relacién a esta variable, los resultados obtenidos concuerdan con otras investigaciones
(Wilson, et al 1987), en las que trabajando con niveles de 9, 12 y 15% de proteina,
encuentran un efecto lineal aunque no significativo en los parametros de calidad de semen
especificamente para el volumen de eyaculado. Lo encontrado en el presente estudio
también ratifica lo reportado en otros trabajos (Hocking, 1989), en donde se evalud el
efecto de diferentes niveles de proteina desde 8 a 40%, donde no se observaron evidencias
de la interaccion entre la edad y el tratamiento en el volumen y la concentracion del semen
eyaculado. De la misma manera Fontana et al (1990), utilizando diferentes valores de
proteina en la dieta, observaron que estos niveles proteicos tienen un minimo efecto sobre

la calidad del semen.

En otro trabajo McDaniel (1986), estudio el efecto del nivel de proteina en la dieta sobre la
produccion de semen en machos reprodutores en un periodo de 48 a 53 semanas,
encontrando que un nivel de proteina alto puede llegar a reducir el volumen de semen,
mientras que con un nivel proteico menor (12%) la produccion de semen se mantiene

dentro de los paramentros normales.

De igual forma se establecen variaciones segun el método de recogida, especie, estado

fisiolégico, raza, edad, tamafio corporal y testicular, alimentacion y régimen sexual al que



se somete el macho. En estudios realizados por Ceiro et al. (2006) se encontré que el
didmetro testicular presenta una correlacion en mayor con la cantidad de eyaculado

respecto a otros parametros de calidad seminal.

En relacion al analisis macroscopico el color del semen ovino varia del blanco cremoso al
amarillento. Dicha coloracion, es producida por la presencia de un pigmento llamado
riboflavina que se produce en las glandulas vesiculares (Mendoza et al., 1989) (Hafez,

2003) y esta sujeta a variaciones raciales e individuales.

La densidad que presenta el semen de pequefios rumiantes es debido a su alta
concentracion, evidente en este estudio, en donde este parametro fue contrastado con la

concentracion espermatica, reiterando lo informado por Maxwefl y Evaus, 1990.

Variables microscopicas

En referencia a las variables microscépicas durante el estudio se reafirmaron los estudios de
Mori (1959) y Setchell et al., (1965), en donde diferentes grupos de ovinos de diferentes
razas fueron sometidos a subalimentacién observando no solo una reduccién del volumen y
concentracion espermatica sino una disminucién drastica de la motilidad. Otros estudios
destacan que la calidad del semen producido, medido como recuento de esperma vy
motilidad, también se reduce por la desnutriciéon durante un periodo de tiempo mayor a 7
semanas (Parker y Thwaites, 1972; Robinson et al, 2006). Hiroe y Tomizuka (1965),
también encontraron que la pérdida de masa corporal se asocia con reducciones en la
produccion y motilidad de los espermatozoides. En tales casos la nutricion afecta
claramente el desarrollo testicular y la produccién y motilidad de espermatozoides, sin
embargo dichos efectos negativos son solamente observables bajo condiciones de déficit
nutricional excesivo, que para el caso de este estudio no se presenté en ninguno de los

grupos.



Asimismo es pertinente hacer referencia a lo encontrado por Martin et al., 2010, quienes
mencionan que en ovinos y caprinos maduros reproductivamente, los cambios en el
consumo de alimento parecen tener poco efecto sobre la funcidén endocrina gonadal excepto
con la subalimentacion grave, en donde se identifican pequefios cambios en la produccién
de testosterona y en consecuencia posiblemente sobre la motilidad. De igual manera se
establece que los efectos de la nutricion en el comportamiento sexual es muy dificil de
definir, dado a que este se ve afectado por una mezcla compleja de factores fisiologicos.
(Martin, et al., 2010).

Finalmente en relacién al consumo de dietas ricas en fitoestrogenos (soya y alfalfa) a corto
plazo, parece no tener ningun efecto sobre la motilidad masal del semen ovino, lo cual
confirma lo reportado por Mitchell et al., 2001 quienes al suplementar un grupos de machos
con 40 mg de isoflavonas al dia durante 2 meses establecen que no hubo ningun efecto
observable en las mediciones endocrinas, volumen testicular o pardmetros de semen

(motilidad y concentracion) durante el periodo de estudio (Mitchell, et al., 2001).

Motilidad individual

De otra parte en relacion a la motilidad individual, lo encontrado en el experimento
realizado se explica teniendo en cuenta que los espermatozoides maduros son
esencialmente células catabolicas que tienen una serie de organelos como el axdénema vy las
mitocondrias que aseguran los patrones de motilidad que ayudaran en la movilizacién del
espermatozoide y a la penetracion de la zona pélucida. ElI patron de movimiento
espermatico estd modulado por numerosos factores y a su vez estd intimamente relacionado
con la gestion del metabolismo energético espermatico (Rigau et al., 2001). La pérdida de
la motilidad flagelar estd directamente relacionada con alteraciones del axdénema e
indirectamente con una disminucion en la produccion ATP (Rodriguez-Martinez et al.,
1997).



Siendo la motilidad flagelar progresiva y lineal, estimulada tras la eyaculacién y modulada
durante el transito a través del tracto reproductivo de la hembra (Davis y Siemers, 1995) e
implicando cambios secuenciales importantes que reflejan modificaciones en la actividad
metabolica de los espermatozoides, puesto que la motilidad es la principal causa del
consumo energetico espermatico (Roldan et al., 1998). Finalmente se debe mencionar que
la motilidad espermética postdescongelacién se ve afectada por dafios ultraestructurales,
bioquimicos y cambios funcionales causados por la congelacion y la descongelacion
(Dorado et al., 2007).

El efecto de los fitoestrogenos presentes en los suplementos ofrecidos durante el
experimento a los ovinos, parece no tener ninguna influencia sobre la MPI tanto en el
semen fresco como criopreservado. Es posible establecer que la presencia de dichos
compuestos en los forrajes para consumo animal no provee una mayor proteccion de la
membrana del espermatozoide que permita aumentar la MPI luego del proceso de
descongelacion. Esto es igualmente reportado por Kyselova et al., 2004 en donde se
demuestra no hay ningun efecto reproductivo (sobre el peso de 6rganos reproductivos y
calidad seminal) en dos generaciones de ratones expuestos a fitoestrdgenos durante toda su

vida.

También Tetsuji et al., 2003 estudiaron los efectos reproductivos a largo plazo ante la
exposicion a diferentes niveles de fitoestrégenos (0, 0,1, 0,5, 2,5 y 10 mg / kg / dia) en
ratones machos, evaluando asi el crecimiento testicular, el recuento de espermatozoides, la
motilidad y el nimero de espermatozoides con capacidad fecundante, observando que no
hay efectos significativos relacionados con el tratamiento sobre el peso de drganos
reproductivos, asi como tampoco sobre el recuento de espermatozoides y el porcentaje de
espermatozoides mdviles a cualquier edad, por lo que se concluyé que las diferentes
concentraciones de fitoestrégenos en la alimentacion en ratones no induce efectos adversos
0 benéficos en la calidad del esperma o los cambios la conformacion testicular.

(Tetsuji, et al., 2003)



En el otro extremo estudios in vitro, han demostrado que la Genisteina GEN (fitoestrogeno
presente la alfalfa y soya) induce la apoptosis en lineas celulares derivadas de las células de
Leydig en ratones, de manera dependiente de la concentracion administrada. Asi mismo
produce disminucion en el nimero de montas y eyaculaciones en ratones (lwase et al.,
2006). En ratas macho de 2 dias de nacidos a los cuales se les inyectaron 4 mg kg™ de GEN
por via subcutanea durante 16 dias, se inhibi¢ el desarrollo testicular a corto y largo plazo.
Asi mismo, cuando llegaron a la edad adulta, se afectd el nimero de crias por camada
(Atanassova et al., 2000).

Del mismo modo, en un estudio efectuado en toros, la ingestién de pasturas que contienen
Coumestrol ocasiono metaplasia glandular y epitelial tanto en prostata como glandulas
bulbo-uretrales. Asi mismo, se presenta mayor nimero de espermatozoides inmaduros y

con una disminucion significativa en la motilidad (Romero et al., 1997).

Grado de la motilidad individual

En consecuencia, el grado de la motilidad espermaética esta intrinsecamente relacionada con
la el porcentaje de células motiles. Y con respecto a esta variable, los resultados que se
obtuvieron en el presente estudio revelaron que el cambio de temperatura de fresco a
descongelado provocd en los espermatozoides pérdida de la motilidad y del grado, con
diferencias significativas (P<0.05) en relacién a la temperatura, mas no entre grupos
(P>0.05). El porcentaje mas alto de espermatozoides y con mayor grado se observé en el
grupo soya, el segundo lugar fue para el grupo alfalfa y con el porcentaje y grado mas bajo
el control. Resultados que coinciden con lo reportado por Flores (2005), quien describe que
la motilidad individual y el grado de la misma se disminuye al someter el semen a un
proceso de congelacion. Otros estudios realizados en diferentes especies mencionan que la
motilidad y el grado puede variar entre un 20 y 50 % después de la congelacion,
encontrandose por ende tasas de paricion menores (Almlid y Hofmo, 1996; Gadea et al.,
2001 2003). El proceso de congelado-descongelado del semen ocasiona una disminucion en



el porcentaje de espermatozoides motiles, lo que afecta el grado o fuerza del movimiento
(Huang et al., 1999, Ruiz et al., 2002, 2003).

De Leeuw, et al. (1991), reportaron que el enfriado del espermatozoide en general
disminuye el porcentaje de células con membrana intacta, ya que se considera que la
membrana plasmatica es la estructura celular que presenta mayor dafio en su integridad
(Watson, 2000; Holt et al., 2005; Meyers, 2005). El cambio de fluidez hace que la
membrana plasmatica se desestabilice y sea susceptible a que ocurra una reaccion
acrosomal prematura, lo que trae como consecuencia un menor grado de la MPI vy
finalmente hace que la vida de los espermatozoides se vea acortada (Ruiz et al., 2002;
Matas et al., 2002; Martinez et al., 2006

Vitalidad

Resultados similares se encontraron también en eyaculados humanos (Davis y cols., 1995)
y de perros (Nufiez-Martinez y cols., 2006) y se ha sugerido que los espermatozoides que
pertenecen a los clusters de mayor velocidad y con movimiento mas progresivo pueden ser
considerados los de mayor capacidad fecundante (Quintero, et al 2003; Cremades, et al.,
2005; Nufiez., et al., 2006).

A partir de lo observado en el estudio se establece que la criopreservacion conlleva a una
disminucion de la viabilidad, tal vez dada por la formacion de cristales de hielo
intracelulares que es el factor letal (Mazur, 1977). No hay discusién en cuanto a la idea de
que la muerte celular estd asociada con la presencia de gran cantidad de cristales de hielo
intracelulares, pero algunos estudios han demostrado que pequefias cantidades de hielo
intracelular, no necesariamente son incompatibles con la supervivencia (Sherman, 1962).
Sin embargo Farrant et al., (1977) demostraron que el hielo intracelular y el tamafio de los
cristales son lo que determinan la supervivencia. Las células congeladas rapidamente (con

conteniendo cristales de hielo intracelulares), sobreviviran solo si son descongeladas



rdpidamente. El recalentamiento lento da tiempo para la re cristalizacion y la

descongelacion es el proceso perjudicial.

Otros trabajos reportan que en general se reconoce una alteracion de la fertilidad al
comparar el semen de mamiferos criopreservados en comparacion al semen fresco. La
reduccion surge tanto en la viabilidad como en la motilidad, los factores que afectan la
supervivencia de los espermatozoides pueden ser la susceptibilidad al choque por frio, la
composicion del diluyente y el estrés osmotico durante la congelacion, pero también se
mencionan factores implicitos al espermatozoide como es el estado funcional, la estabilidad
de la membrana y la estructura nuclear (Watson, 2000). Es asi como no se establece un
efecto directo de la suplementacion con ricas en fitoestrogenos sobre la viabilidad del
semen luego de la congelacidn, lo que se confirma con lo reportado por Zhang, et al., 2014,
en donde se establece que las isoflavonas exhiben débiles efectos estrogénicos vy

potencialmente antioxidantes en el semen en ratas.

De igual forma es pertinente mencionar que el efecto de la leche de soya (con alto
contenido de fitoestrégenos) sobre la fertilidad de ratones macho de 4 semanas de edad y
suplementados durante 90 dias si causa un efecto aunque nocivo sobre algunos parametros
de calidad seminal. En dicho estudio la movilidad y el porcentaje de células vivas
disminuyo muy significativamente (p <0,01), en todos los animales que consumieron leche
de soya (Zeriouh, et al., 2014).

Concentracion espermatica

Lo observado en el estudio se corrobora segun los experimentos de Ryokkynen et al., 2006
en donde ratones machos recién nacidos fueron expuestos al consumo de GN
encontrandose mayores pesos en la prostata y las vesiculas seminales en relacién

control. En los machos adultos el tratamiento genisteina disminuyo las concentraciones de



estradiol en plasma. Sin embargo tras el analisis de calidad seminal no se observaron
diferencias significativas que pudieran poner en peligro la vida reproductiva de los ratones.

(Ryokkynen, et al., 2006).

Otros estudios en animales y ensayos de intervencion humana han demostrado que luego
de la suplementacion con fitoestrogenos, el volumen de eyaculado, concentracion
espermatica, el recuento total de espermatozoides, la motilidad y morfologia no muestra

ningun efecto observable durante el periodo de estudio (Mitchell., et al., 2001).

Sin embargo es necesario mencionar otros estudios en donde demuestra que el consumo de
fitoestrdgenos tras la ingesta de soya puede influenciar negativamente sobre el nimero de
células testiculares y epididimales las cuales disminuyeron de manera significativa (p
<0,01). De igual forma la tasa de testosterona serica disminuye significativamente (p <0,01)
para el grupo suplementado (1,08 £+ 0,41ng / ml) con respecto a los testigos (6,21 + 1,54 ng
/ ml). Estos resultados indican que la ingestion de la leche de soya provoca un cambio

significativo de la fertilidad de los ratones macho (Zeriouh, et al., 2014).



CONCLUSIONES

A una dosis de 200grs/dia/animal de soya extruida en ovinos Hampshire x Suffolk
en etapa reproductiva no se encontraron efectos sobre la concentracion espermatica,
viabilidad y motilidad espermatica en semen fresco. Por tanto no se establecen
diferencias significativas respecto a los animales que fueron mantenidos en praderas

de pasto kikuyo.

A una dosis de 1000grs/dia/animal de alfalfa Hampshire x Suffolk en etapa
reproductiva, no se generan cambios significativos en la calidad del semen fresco en

ovinos, esto en relacidn al grupo control.

La soya y la alfalfa y su concentracion de fitoestrégenos no influyen sobre la
calidad espermética del semen ovino criopreservado. Los cambios son dados
Unicamente por la variacién de temperatura durante y después de la congelacion.
Por tanto no se relaciona la calidad seminal con algun efecto antioxidante o

crioprotector de los fitoestrogenos.

En este estudio las dietas ricas en fitoestrogenos no desmejoraron la calidad del
semen fresco, asi como tampoco ofrecieron al espermatozoide una proteccion

antioxidante durante el proceso de congelacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos tras el experimento, se concluye que en el
semen congelado, se presenta una reduccion de motilidad debido a cambios
estructurales y fisioldgicos de los espermatozoides y su severidad depende del genotipo

(individuo) y el efecto de la temperatura.
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