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EL USO DE EXTRACTO DE 6-METHOXY-2-BENZOXAZOLINONE COMO
BIOESTIMULO REPRODUCTIVO EN CONEJOS

Marianella Fallas L6pez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN

Los germinados de gramineas contienen el compuesto fendlico no estrogénico 6-
methoxy-2-benzoxazolinone (6-MBOA) que estimula la reproduccién de mamiferos
herbivoros pequefios. El objetivo de este trabajo fue determinar la influencia de la
administracion del extracto puro de 6-MBOA en el comportamiento sexual y en la calidad
del semen de conejos. Veintidds conejos Nueva Zelanda Blanco, adultos, fértiles, de 24
meses de edad, se asignaron aleatoriamente a uno de dos tratamientos: 1) Sin 6-MBOA;
2) Con una dosis de 0.167 mg de 6-MBOA kg peso corporal, durante 3 dias antes de la
coleccidbn de semen. El disefio experimental fue completamente al azar con 11
repeticiones por tratamiento y la unidad experimental fue el macho. Se llevaron a cabo
dos fases de alrededor de 6 semanas cada una. En la primera fase se inyecté 6-MBOA
via subcutanea mientras que en la segunda fase la ruta de administracion fue
intramuscular. El grupo testigo recibid un placebo. La coleccidén de semen se realizé dos
veces por semana con dos eyaculaciones por sesion. Los resultados incluyen un analisis
estadistico independiente por fase (1 y 2), uno global y uno comparativo de las vias de
aplicacién del 6-MBOA (subcutaneo e intramuscular). En general, no se encontraron
efectos entre tratamientos (p > 0.05) pero si entre la primera y segunda eyaculacion (p <
0.05) para tiempo de reaccion, volumen, osmolaridad y concentracion por mililitro; y entre
vias de aplicacion (p < 0.05) para volumen, pH, osmolaridad, presencia colas dobladas
y enrolladas, y presencia de gota distal. La interaccion entre el tratamiento y el orden de
eyaculado fue significativa (p < 0.05) para el tiempo de reaccion, el pH, la concentracion
espermatica por mililitro y colas dobladas; el 6-MBOA disminuy0 la presencia de colas
dobladas en los espermatozoides y al aplicarlo via subcutanea aumento la libido en la

segunda eyaculacion.

Palabras clave: Conejos machos, 6-MBOA, anélisis de semen.



USE OF EXTRACTS 6-METHOXY-2-BENZOXAZOLINONE AS REPRODUCTIVE
BIOSTIMULATION IN RABBITS

Marianella Fallas Lépez, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2016

ABSTRACT

Sprouted grass contains a no-estrogenic phenolic compound 6-methoxy-2-
benzoxazolinone (6-MBOA) which stimulates reproduction in small mammalian
herbivorous. The objective of the present study was to determine the influence of the
administration of 6-MBOA pure extract on sexual behavior and semen quality in rabbits.
New Zealand White mature fertile rabbits (n=22) twenty-four months of age were
randomly assigned to one of two treatments: 1) without 6-MBOA,; 2) with a dose of 0.167
mg of 6-MBOA kg body weight given during three days before semen collection. The
experimental design was a completely randomized with 11 replicates per treatment, the
experimental unit was one buck. There were two phases in the experiment lasting 6
weeks each phase. In the first phase rabbits were subcutaneously injected with 6-MBOA
whereas in the second phase the administration was intramuscularly. Control group
received a placebo. Semen collection was twice a week with two ejaculations in each
session. Results include independent statistical analysis by phase (1 and 2), one global
and one comparative on of the ways of application of 6-MBOA (subcutaneous and
intramuscular). Overall, there were no effects between treatments (p > 0.05) but effects
between the first and second ejaculation were found (p < 0.05) for reaction time, volume,
osmolarity and concentration per milliliter; and between application routes (p < 0.05) for
volume, pH, osmolarity, bent and curled tails presence and presence of distal drop. The
interaction between treatment and ejaculate order was significant (p < 0.05) for reaction
time, pH, and sperm concentration per milliliter and for the presence of bent tails; 6-
MBOA decreased the presence of sperm bent tails and when applied subcutaneously
increased libido in the second ejaculation.

Keywords: rabbit males, 6-MBOA, semen analysis
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1 INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una técnica establecida en granjas cunicolas
comerciales la cual ha facilitado el mejoramiento genético y las garantias sanitarias, que
ademas permite disminuir los costos de manejo (Dimitrova et al., 2009). Sin embargo, en
la cunicultura como en otras especies la reproduccion estd afectada por efectos
multifactoriales englobados en tres aspectos principales: el manejo, la nutricion y el
ambiente (Boiti, 2004; Theau-Clément, 2007; Szendro et al., 2012; Theau-Clément et al.,
2015; Menchetti et al., 2015) .

Existen alternativas naturales que permiten mejorar la reproduccién, una de ellas
es el uso de germinados de gramineas, ya que son una buena alternativa en alimentacion
animal, especialmente en la produccion cunicola donde el precio del alimento comercial
es elevado y muchas veces no se tiene mucho espacio ni los recursos para producir
forraje de calidad con el cual disminuir costos. Adicional a esto, Poole (1960) descubrio
que al inicio de la primavera, con el consumo de los primeros brotes de gramineas se
estimulaba la actividad reproductiva de los conejos silvestres, posteriormente se
encontrd que los germinados mejoran el desarrollo gonadal en diferentes especies de
Microtus en el norte de América (Nelson y Biota, 1993). Este efecto estimulante se ha
relacionado con el 6-methoxy-2-benzoxazolinone (6-MBOA) que se encuentra en
germinados de gramineas (Sanders et al., 1981).

Experimentalmente se demostré que el 6-MBOA ejerce efecto estimulante intenso
en la reproduccion de hembras y machos de Microtus montanus (Berger et al., 1981;

Sanders et al., 1981; Schadler et al., 1988). La mayor parte de los estudios con 6-MBOA



y la evaluacion de sus efectos en la reproduccion se han realizado en hembras. Varios
autores no han encontrado efecto del 6-MBOA al aplicarlo en machos de otras especies
de Microtus sp. (Berger et al., 1981, Nelson y Shiber, 1990) y en hamsteres (Anderson
et al., 1988; Urbanski et al., 1990). Sin embargo, Cranford (1983) observé que el 6-MBOA
inyectado intraperitonealmente increment6 el tamafio de las vesiculas seminales y los
testiculos. Boyd y Bray (1989) utilizaron implantes subcutaneos de 6-MBOA en conejos
machos salvajes y obtuvieron el mismo patron de regresion testicular seguido de un
crecimiento de los testiculos cuando se implanté melatonina o se expusieron los conejos
a dias cortos y concluyeron que el 6-MBOA tiene propiedades analogas a la melatonina
y No son una simple imitaciéon sino que también puede actuar en un nivel mas complejo
de control neuroendocrino en la temporada de reproduccién. También en conejos
machos se encontré que al suplementar con germinados de trigo durante épocas criticas
(otofio e invierno), se mejoré la viabilidad espermatica y se redujeron las anormalidades
de los espermatozoides (Fallas-Lopez et al., 2011). Los estudios del efecto de este
compuesto en conejos son escasos y es necesaria mas informacion sobre formas de
administracion de 6-MBOA y su efecto en la reproduccion. Por lo que el propdsito de este
trabajo fue comprobar que el 6-MBOA causa un efecto favorable en la reproduccién,

como lo demostrd Grobner et al (1987) al inyectar dosis de 6-MBOA en conejas.



1.1 JUSTIFICACION

Se realizaron trabajos de laboratorio y de campo con la finalidad de demostrar el
beneficio de utilizar extracto de 6-MBOA en la reproduccién en conejos, buscando una
mejora en la libido, y en las caracteristicas seminales, para incrementar el potencial
reproductivo y la eficiencia de un programa de IA y asi obtener un gran beneficio para
los cunicultores, reduciendo costos al mejorar la produccion y mantenerla estable durante

todo el afo.

1.2 OBJETIVO

Analizar el efecto del 6-MBOA en el control de la reproduccion en conejos en

diferentes vias de administracion.

1.2.1 Objetivos especificos

i. Determinar el efecto del uso de 6-MBOA en la libido y la calidad del semen en

conejos.

i. Demostrar cual es la mejor via de administracion del 6-MBOA.



1.3 HIPOTESIS

El uso de extracto de 6-MBOA administrado en diferentes formas vy

concentraciones mejora el comportamiento reproductivo en conejos.

1.3.1 Hipotesis especificas

i. ElI6-MBOA mejora la calidad del semen en conejos y el tiempo de reaccion a
la monta.
ii. Las diferentes vias de administracion del 6-MBOA pueden afectar la respuesta

reproductiva de los conejos.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 6-METHOXY-2-BENZOXAZOLINONE (6-MBOA)
2.1.1 Descubrimiento, definicién, estructura y otras particularidades

Negus y Berger (1977) observaron una correlacion entre la actividad reproductiva
del raton de campo Yy el inicio del crecimiento de los recursos alimenticios vegetales.
Experimentos de campo y laboratorio confirmaron la existencia de un factor en las
plantas inmaduras que incrementaba la fertilidad y el comienzo de la actividad
reproductiva de los ratones; el compuesto se identific6 como 6-methoxy-2-
benzoxazolinone (6-MBOA), el cual es un metabolito secundario producido por la planta
como un factor de resistencia a insectos, hongos, etc. (Wahlroos y Virtanen, 1958). Tang
et al. (1975) encontraron que las plantas jovenes de cereales, principalmente maiz, trigo,
centeno y hojas inmaduras de una planta ornamental llamada lagrima de Job (Coix
lacryma jobi L.) presentan mayores concentraciones de 6-MBOA.

El consumo de pastos de gramineas en crecimiento al inicio de la primavera
demostrd estimular la actividad reproductiva en conejos silvestres europeos (Poole,
1960) y ratones de campo (Pinter y Negus, 1965; Negus y Berger, 1977). La asociacién
entre el consumo de germinados en primavera y la estimulacion reproductiva en ratones
de campo dio como resultado el aislamiento del 6-MBOA, compuesto fendlico no
estrogénico (Berger et al., 1981; Sanders et al., 1981) que se encuentra en forraje tierno
(Sanders et al.,, 1981). El 2,4- dihidroxy-7-methoxy-2-H-1,4-benzoxazin-3-(4H)-ona
(DIMBOA), es el precursor del 6-MBOA, y es particularmente abundante como glucosido

en plantas jovenes de gramineas. Cuando la planta sufre alguna alteracion motivada por



algun agente externo (de tipo infeccioso o algun predador) se presenta una rapida
conversion del DIMBOA a 6-MBOA (Berger et al., 1981), de esta forma, actda como una
defensa biolégica natural contra el barrenador del maiz, bacterias, hongos u otros

insectos (Wahlroos y Virtanen, 1958).

2.1.2 Usos del 6-MBOA en reproduccién

Los primeros estudios sobre 6-MBOA se realizaron para explicar la relacion entre
fotoperiodo, temperatura, nutricion y eficiencia reproductiva en animales silvestres,
principalmente en el raton de campo de Montana (Microtus montanus), ya que cuando
estos animales consumen plantas herbaceas inmaduras es indicativo del comienzo de la
reproduccion en la época de disponibilidad de alimento. Pinter y Negus (1965)
encontraron que cuando se incluye gramineas en estado inmaduro en la dieta de ciertos
herbivoros pequefios, existe una profunda influencia sobre la actividad reproductiva. Asi
como la estacién de crecimiento, la maduracién gradual y la eventual pérdida de
humedad son paralelas a una reduccion del comportamiento reproductivo, por lo que la
cantidad de forraje inmaduro y fresco esta aparentemente, ligada a la estimulacion de
las caracteristicas reproductivas.

Se demostré que la ingestién de germinados de gramineas mejora el desarrollo
gonadal en diferentes especies de Microtus en el norte de América, Negus y Berger
(1977) ofrecieron en invierno forraje verde de trigo como suplemento por dos semanas a
ratones Microtus montanus y encontraron que todas las hembras estaban gestantes
mientras que las hembras del grupo testigo (sin suplemento) no quedaron gestantes y lo

atribuyeron al forraje; el germinado de trigo contiene 6-MBOA (Epstein et al., 1986) y



cuando se proporciona a hembras de ciertas especies estacionales de dias largos
durante el invierno, se estimula el desarrollo ovérico y uterino independientemente del
fotoperiodo corto y las bajas temperaturas (Negus y Berger, 1977; Epstein et al., 1986;
Korn y Taitt, 1987; Schadler et al., 1988). Estudios en conejas, han demostrado que la
suplementacion con germinados de trigo como fuente de 6-MBOA durante 6 dias antes
de la inseminacion artificial mejora las tasas de receptividad sexual y el tamafio de la
camada al parto, inclusive durante periodos criticos estacionales (Rodriguez-De Lara et
al., 2007). Sin embargo, en machos de diferentes especies de roedores, la administracion
de 6-MBOA no ha mostrado la misma respuesta que en las hembras (Korn y Taitt, 1987,
Anderson et al., 1988; Vaughan et al., 1988).

Al ofrecer germinados hidropénicos de trigo como fuente de 6-MBOA a conejas
por seis dias antes de la inseminacién artificial (IA), se encontré una tasa de receptividad
28% mas alta (P = 0.001) con respecto al grupo testigo, las camadas fueron mas grandes
(7.7 £ 0.30 vs 6.8 £ 0.32) y hubo un incremento en el nimero de gazapos nacidos
acumulados (P = 0.02), con respecto al grupo testigo durante todo el periodo de prueba
(28.1 +1.2 vs 23.6 £ 1.3, respectivamente) (Rodriguez De Lara et al., 2007). De acuerdo
a estos autores los resultados pueden explicarse en términos de que el 6-MBOA pudiera
estar actuando a nivel del complejo hipotdlamo-hipéfisis, directamente en el ovario o
posiblemente podria inducir una mayor sensibilidad de la glandula pituitaria al GhnRH
favoreciendo el desarrollo folicular ovarico y el proceso de ovulacidon como lo reportan
Butterstein y Schadler (1988), quienes demostraron que al remover la glandula pituitaria
se elimina el efecto estimulante del 6-MBOA y que al implantar 6-MBOA combinado con

FSH se estimula el desarrollo folicular y se incrementa la ovulacion .



En 1981 Berger et al. aislaron el compuesto 6-MBOA, lo proporcionaron rolado
en avena a Microtus montanus y obtuvieron un peso testicular mayor y en hembras un
mayor peso uterino y una alta proporcién de hembras gestantes. Korn y Taitt (1987)
también demostraron que cuando los ratones Microtus consumieron 6-MBOA se acelero
la reproduccion en época invernal; Butterstein et al. (1985) implantaron por 3 dias 6-
MBOA o aplicaron una inyeccion subcutanea de 6-MBOA en ratas y encontraron un
aumento en el peso del Utero y en el ovario por un mayor nimero de cuerpos luteos,
también encontraron mas FSH en el suero. Schadler et al. (1988) ademas implantaron
6-MBOA en Microtus y encontraron un 40% mas de FSH en el suero y un incremento
significativo en el peso del ovario y del Gtero poniendo en evidencia que esta sustancia
interactta con la pituitaria para estimular la reproducciéon en ratones. Nelson y Shiber
(1990) implantaron 6-MBOA por tres dias en ratas caseras adultas y encontraron que
en dias cortos se estimuld el crecimiento del Gtero, pero si se exponian a un tratamiento
de 8 semanas con 6-MBOA se reducia la masa del ovario y del Gtero con respecto a
ratas que no se les implanté 6-MBOA o estaban expuestas a dias largos.

Algunas investigaciones de la via fisiolégica del 6-MBOA en Microtus m. indican
gue el sitio de accion del 6-MBOA es a nivel neuroendocrino (Sanders et al., 1981); pero
no hacen referencia al modo de actuar de dicho compuesto. Por lo que, aunque el
mecanismo exacto de accion del 6-MBOA no ha sido determinado, se especula que por
la naturaleza de su estructura similar a la melatonina, puede ser que se interrelacionen

(Figura 1).
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Figura 1. Estructura del 6-MBOA y de la melatonina (Sigma-Aldrich, 2016a, Sigma-
Aldrich, 2016b)

La melatonina se sintetiza y libera en la glandula pineal, se inhibe por la luz y se
estimula por la oscuridad (Wuttke, 1993), por su parte el fotoperiodo impulsa los ciclos
de reproduccion estacional en muchas especies de mamiferos, la secrecién nocturna de
melatonina a partir de la glandula pineal se prolonga en los animales mantenidos en
fotoperiodos cortos y la duracion del impulso de la melatonina regula las funciones
reproductivas.

El 6-MBOA estimula mas la sintesis de melatonina por la noradrenalina ya que
concentraciones mayores a 20 puM estimulan la actividad de la serotonina N-—
acetiltransferasa en la glandula pineal de las ratas y actla post-sinapticamente sobre el
beta receptor; por lo que la asociacion progonadal con el consumo de plantas que tienen
6-MBOA se puede deber a que los altos niveles de melatonina inducidos por el 6-MBOA
causan una desensibilizacion de los receptores de la melatonina o a que el 6-MBOA es
un antagonista al nivel del receptor de la melatonina, por lo que hay una reestructuracién
del efecto de inhibicion de ésta sobre el sistema reproductivo (Yuwiler y Winters, 1985;

Daya et al, 1990).



El mecanismo de accion de la melatonina intracelularmente implica una
disminucién de calcio intracelular [Ca?*]i en los gonadotrofos; la melatonina inhibe la
GnRH inducida por la liberacién del Ca?* del reticulo endoplasmico, asi como flujo de
Ca?* a través de canales sensibles al voltaje. También inhibe la acumulacién de GnRH
inducida por cAMP, lo que puede dar lugar a la disminucién de la afluencia de Ca?*,
porque cAMP, actuando a través de la proteina quinasa A, estimula la afluencia de Ca?*
en las gonadotrofos (Vanecek, 1999).

Grobner et al. (1987) mencionaron que la melatonina tiene un efecto inhibitorio en
la ovulacién de las conejas y que el 6-MBOA estimula la reproduccién, lo cual puede
deberse a tres posibles mecanismos: 1) el 6-MBOA funciona como antagonista de la
melatonina compitiendo con los sitios receptores y al unirse el 6-MBOA reduce la
respuesta de la melatonina; 2) el 6-MBOA puede confundir a los sistemas de regulacion
hormonales y provocar una disminucion en la secrecion de melatonina, actuando como
un retroalimentador negativo para la melatonina por lo que esta no exhibe la propiedades
antigonadotrépicas; o 3) el 6-MBOA es agonista de la melatonina, o sea tendria un efecto
similar a la melatonina, ya que en conejos la exposicion prolongada a la melatonina
elimina la respuesta inhibitoria.

La melatonina tiene un papel modulador en la expresion y sintesis de la hormona
inhibidora de las gonadotropinas (GnlH), la cual es un neuropéptido hipotalamico
ampliamente distribuido en el cerebro, asi como en la pituitaria para regular la liberacion
de gonadotropina. Esta tiene una estrecha asociacion con las células que expresan otros
neuropéptidos reproductivos tales como las neuronas GnRH y Kisspeptina, también esta

implicada en varias funciones reproductivas y no reproductivas, tales como
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comportamientos socio-sexuales, la regulacion del apetito, y la respuesta al estrés. En
especies de mamiferos, la GnlH se expresa en las células de Leydig, espermatogonias
y espermatocitos; reduce la proliferacion de células germinales y la supervivencia, pero
aumenta la apoptosis con una reduccion de la sintesis de la testosterona en los
testiculos, ademas suprime el comportamiento sexual (Ogawa y Parhar, 2014).

Especificamente en conejas, se ha encontrado que inyectando
intraperitonealmente 0.167 mg kg de peso corporal por tres dias se incrementé el peso
del ovario (593.3 £84.0 g vs 347.5 £ 84.0 g del testigo) posiblemente por el mayor nimero
de foliculos antrales. El peso del Gtero también fue mayor al del testigo (16.09 + 1.57 g
vs 4.56 + 1.57 g, respectivamente), la examinacion histolégica del itero mostré6 cambios
extensivos en el epitelio luminal, incluida hipertrofia endometrial y proliferacion de tejido
glandular, probablemente por el estimulo del estrégeno liberado por los foliculos antrales.
Ademas, se incremento la libido (por la frecuencia de montas y la lordosis) (Grobner et
al., 1987).

Boyd y Bray (1989) implantaron melatonina a un grupo de conejos y a otro grupo
6-MBOA, y encontraron que ambos tratamientos mostraron un patrén muy similar: una
regresion testicular seguida de un recrecimiento o crecimiento compensatorio, como
cuando los conejos se exponen a fotoperiodos cortos 0 a melatonina, esto muestra al 6-
MBOA como analogo de la melatonina, y fortalece lo que demostraron Yuwiler y Winters
(1985): que el 6-MBOA tiene su sitio de accion en la glandula pineal y que puede
estimular la biosintesis de melatonina. La conclusion de Boyd y Bray (1989) fue que el
efecto negativo del fotoperiodo y del peso corporal no es tan marcado en conejos de

granja como en conejos silvestres, ya que los animales confinados estabulados se
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encuentran en condiciones mas controladas, por lo que el 6-MBOA juega un papel mas
complejo que una simple mimica de la melatonina.

En conejos machos cuando se ofrecieron germinados hidroponicos de trigo como
fuente de 6-MBOA por cuatro dias consecutivos antes de la coleccién de semen se
mejoro la calidad del mismo ya que el porcentaje de espermatozoides vivos normales fue
13.5 %, mas alto que el grupo testigo (P = 0.02) (62.9 £ 1.8 vs 55.4 £ 1.8) y también se
observé una reduccién en el porcentaje de espermatozoides vivos anormales (P =
0.0001; 14.5+1.8vs 20.9 £ 1.8) (Fallas-Lopez et al., 2011). Las variaciones morfolégicas
de los espermatozoides estan relacionadas con las secreciones de las glandulas
sexuales (Ledn et al., 1991) y la viabilidad con los androgenos presentes mientras los
espermatozoides estan madurando en el epididimo (Alvarifio, 2000). Los problemas de
viabilidad y las anormalidades del semen estan asociados a la pérdida de fertilidad y a

la eficiencia reproductiva (Porcelli et al., 1984).

2.1.3 Otros usos del 6-MBOA

Actualmente, el 6-MBOA se puede producir sintéticamente, y se utiliza para
controlar artropodos, especialmente la larva de Diabotica spp. El 6-MBOA, se afiade a
formulaciones de insecticidas granulares para atraer a las larvas de gusano de la raiz del
maiz a partir de una distancia en el suelo, matandolos en el sitio del granulo, lo que
permite un mejor control de insectos. La atraccion de las larvas al granulo se puede lograr
con significativamente menos insecticida y se aplica una gama mas amplia de
insecticidas mucho menos toxicos. Ademas, los niveles reducidos de insecticida en el

suelo circundante fortaleceran a los organismos benéficos del suelo, incluyendo
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nematodos depredadores y otros agentes de control bioldgico que ayudan en el control
de larvas de Diabrotica. (US Patent 5112843, 1992).

Como hasta ahora se ha visto el 6-MBOA puede tener acciones en el eje
hipotalamo hipdfisis pineal (PHPA), como agonista de la melatonina y en los receptores
de las células a o B-adrenérgicas. Estas propiedades pueden ser consideradas para
indicar efectos psicotrépicos deseables en los seres humanos como consecuencia de la
administracion de 6-MBOA. Mientras que la melatonina exacerba los sintomas de disforia
en las personas deprimidas, el 6-MBOA, como un agonista de la melatonina, funciona de
manera contraria y en realidad estimula un mejor estado de animo. El mejorar el estado
de &nimo normalmente implica que los niveles de serotonina son mayores, este aumento
en el nivel de serotonina puede generar una sensacion de saciedad actuando en
humanos como supresores del apetito, pérdida de peso, potenciadores del estado de
animo y de la terapia adyuvante para la artritis, apnea del suefio, fibromialgia, diabetes y

la hiperglucemia (US Patente 75413556, 2009).

2.2 EL MACHO
2.2.1 Espermatogénesis y produccién de semen en conejos

Alrededor del dia 85 de vida del macho se presenta el desarrollo completo de la
espermatogénesis, aunque hasta el dia 115 aparecen los primeros espermatozoides en
el epididimo (Alvarifio, 2000); el proceso normal de la espermatogénesis en conejos dura
alrededor de 49 dias (Lavara, 2009). El semen es una mezcla de espermatozoides, y

plasma seminal que se producen en los testiculos, secretado en diferentes partes por las
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glandulas accesorias y por el epididimo, las cuales se combinan al momento de la
eyaculacion (Castellini, 2008).

En el conejo el plasma seminal contiene otras particulas de diferentes tamafios
(0.5 — 6 uym de diametro) llamadas granulos (Zaniboni et al., 2004). Estas particulas son
principalmente colesterol, que inhibe que el acrosoma reaccione anticipadamente vy
tocoferol, que actia como antioxidante, por lo que estos granulos modulan el proceso de
capacitacion y la reaccion acrosomal del espermatozoide, la cinética del semen, la
respuesta inmune, asi como el transito en el tracto femenino (Castellini, 2008).

El éxito en la fertilizacion se relaciona mas con la calidad espermatica, la
morfologia y el porcentaje de espermas con acrosomas intactos (Zhang et al., 1998).
Las diferencias en morfologia espermatica se atribuyen a las variaciones en las
actividades secretoras de las glandulas accesorias (Leon et al., 1991) y las diferencias
en la viabilidad espermética se asocian a los niveles de andrégenos producidos por los
testiculos durante el tiempo que las células permanecen en el epididimo durante la
maduracion (Alvarifio, 2000).

Los espermatozoides llevan a cabo el proceso de maduracion durante el paso por
el epididimo. En esta etapa juegan un papel primordial las secreciones epididimarias, ya
gue permiten que los espermatozoides condensen el acrosoma, eliminen su gota
citoplasmatica, y adquieran motilidad y cierta capacidad fecundante (Pérez-Sanchez et
al., 1996).

En la raza Nueva Zelanda Blanco, el volumen de semen varia entre 0.3 y 0.6 mL

y la concentracion espermatica de 50 a 500 x 108 mL (Battaglini et al., 1992; Alvarifio,
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2000). Generalmente el pH se encuentra en valores neutros (6.9 a 7.1) (Theau-Clément

et al., 2015).

2.2.2 Factores que afectan el comportamiento reproductivo y la calidad del
semen del conejo

En conejos, los estimulos ambientales tales como el fotoperiodo, la temperatura o
la alimentacion afectan a los animales por estrés. Otros factores propios del animal como
el genotipo, la edad, el peso y la sanidad pueden modificar positiva 0 negativamente el
comportamiento reproductivo (Amann y Lambiase, 1967; Alvarifio, 2000; Theau-
Clément, 2000; Castellini, 2008).

Uno de los objetivos de los centros de inseminacion artificial y las granjas
comerciales es producir un gran nimero de dosis de semen con una buena fertilidad y a
bajos costos. EI ambiente, el manejo, la fisiologia, los factores genéticos entre otros,
afectan el proceso normal de espermatogénesis, la funcion espermatica y la fertilidad del
macho (Mocé et al., 2000; Rodriguez-De Lara et al., 2008).

Las caracteristicas individuales y genéticas causan variabilidad en el
comportamiento y calidad del semen. En Europa cuentan con lineas genéticas muy
especializadas y dentro de ellas se encuentran diferencias aunque se mantengan en
ambientes similares (Theau-Clément et al., 2003; Viudes de Castro et al., 2004; Brun et
al., 2006); con mayor razon se presentan variaciones entre razas en volumen, motilidad
y concentracion espermatica (Alvarifio, 2000).

Los conejos domésticos se pueden reproducir durante todo el afio, siempre y

cuando las condiciones medio ambientales sean favorables, pero se pueden observar
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patrones estacionales de reproduccion tanto en machos como en hembras. La
reproduccion es maxima en primavera y minima en verano (Hulot y Matheron, 1981). En
un experimento donde se analiz6 el comportamiento de casi 2000 machos por cinco afios
se observaron las siguientes diferencias (P < 0.001): en primavera es cuando se obtiene
mayor volumen del eyaculado (0.56 mL); en otofio se observé la mayor motilidad
progresiva (42.6) al igual que la mayor linearidad (40.8 %) y mayor velocidad promedio
(93 p/s). Por otra parte, en verano se presentd la menor motilidad (59.3%) y la menor
concentracion (467 x 108 espermatozoides por mL). Verano es la estacion con valores
espermaticos menores, seguido por inverno aunque en esta estacién no se presentaron
diferencias significativas (Theau-Clément et al., 2015).

La edad del macho también influye en las caracteristicas seminales tanto en
calidad como en cantidad (Gogol et al., 2002). Los mejores resultados en libido, volumen,
pH, concentracion y motilidad se obtienen entre los 5y 24 meses (Luzi et al., 1996; Minelli
et al.,, 1999); animales adultos de alrededor de un afio presentan mayor volumen y
concentracion (0.52 mL y 654 x 10° espermatozoides por mL, respectivamente) (Theau-
Clément et al., 2015). Conforme avanza la edad disminuye la calidad del semen sobre
todo por dafios estructurales en la cromatina (Gogol et al., 2002).

Una practica comun y muy recomendada es trabajar con los conejos jévenes una
vez a la semana y con adultos dos veces a la semana, y asi obtener dos eyaculaciones
por dia de trabajo con intervalos de no mas de 15 minutos entre ellas, esto mejora las
caracteristicas seminales en calidad y cantidad (Mocé et al., 2000; Castellini, 2008). Si
se colecta semen en lapsos mayores de 14 dias se disminuye el estimulo sexual,

posiblemente por la reduccién de andrégenos, mientras que colectas muy frecuentes
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semanalmente afectan la produccion de semen y la concentracion de granulos
(Castellini, 2008). Ademas, se presentan diferencias entre la primera y la segunda
eyaculacion, porque a pesar de que la segunda eyaculacion presenta el menor volumen
y concentracion (1.1 mL y 150 x 10® espermatozoides mL* menos con respecto a la
primera eyaculacion) ésta tiene un mayor porcentaje de espermatozoides progresivos,
una mayor linealidad y mayor velocidad (Theau-Clément et al., 2015).

Con respecto al manejo, si se mantiene una dieta balanceada, un buen estado
sanitario y una luminosidad constante (16 h Luz: 8 h oscuridad), se puede obtener un

buen comportamiento reproductivo y buenas caracteristicas seminales (Castelini, 2008).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

El estudio se realizd en las instalaciones de Conejos Centro de Investigacion
Cientifica del Estado de México A.C., localizado en San Miguel Coatlinchan, Texcoco,
Estado de México a 19’ 27" N, 98’ 53” O y 2220 m sobre el nivel del mar. La temperatura
media anual 15.9 °C y 645 mm de lluvias anuales. El trabajo de investigacion se inicio la

primera semana de agosto y finalizo la cuarta semana de octubre del 2015.

3.2 ANIMALES, TRATAMIENTOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Conejos Nueva Zelanda Blanco adultos (n=22), fértiles, de 24 meses de edad y
peso promedio de 3.734 kg + 244.9 g se asignaron aleatoriamente a uno de dos
tratamientos: 1) sin 6-MBOA (testigo); 2) con una dosis de 0.167 mg kg™ peso vivo de 6-
MBOA durante tres dias antes de la coleccion de semen. El disefio experimental fue
completamente al azar con 11 repeticiones por tratamiento donde la unidad experimental
fue el conejo. Se realizaron dos fases experimentales con una duracion de seis semanas
cada una. En la primera fase los machos se inyectaron subcutdneamente con 6-MBOA
mientras que en la segunda fase la ruta de administraciéon fue intramuscular, la diferencia
entre fases fue de una semana en la cual se dejé descansar a los machos El grupo sin
6-MBOA (testigo) recibio un placebo (agua salina inyectable). La coleccion de semen en
las dos fases se realizO dos veces por semana con dos eyaculaciones en un dia de

trabajo.
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3.3 MEDIO AMBIENTE E INSTALACIONES

Los conejos se alojaron en un médulo de ambiente natural provisto de aislamiento
térmico tanto en el techo como en las paredes, con ventanas laterales regulables. Los
mismos se mantuvieron individualmente en jaulas metalicas galvanizadas de 90 cm de
largo por 30 cm de ancho por 40 cm de alto dispuestas en un sistema flat-deck o en linea.
Cada jaula provista con un comedero tolva tipo inglés con capacidad de un kilogramo y

medio y bebedero automatico tipo tetina.

3.4 NUTRICION Y ALIMENTACION

A los conejos se les proporcionaron en promedio 180 g diarios de alimento
comercial peletizado (Conejina N de Cargill®) con 17.4 % de proteina cruda, 5.3 % de
grasa, 15.0 % de fibra cruda, 8.0 % de cenizas, 44.2 % de extracto libre de nitrégeno,

1.2% calcio, 0.7 % fésforo, 2608 kcal de energia digestible kg y con 10.1 % de humedad.

3.5 PREPARACION DEL 6-MBOA

El 6-MBOA® (Sigma-Aldrich Quimica S. de R.L. de C.V., México) se disolvi6 en
propilenglicol al 97 % a 40 °C y posteriormente se diluyo en solucion salina obteniendo
una mezcla final de 95 % solucién salina: 5 % propilenglicol. La dosis se ajusté en
promedio a 0.5 mL, se aplico una inyeccion diaria de alrededor de 0.5 mL con 0.167 mg
6-MBOA kg™ peso corporal durante tres dias antes de la colecta de semen. Durante la
fase 1 se aplicé la inyeccion por via subcutanea y en la fase 2 se inyectd por via

intramuscular.
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3.6 PROTOCOLO DE COLECCION Y ANALISIS DE SEMEN

Se realizaron dos colectas de semen por semana durante 6 semanas; cada dia
de trabajo se extrajeron dos eyaculaciones por macho, la segunda inmediatamente
después de la primera. Para la extraccion se utilizd el método de Walton (1945) por medio
de una vagina artificial a 42° C y con una coneja de apoyo, se midi6 el volumen con tubos
colectores graduados, se coloc6 en bafio Maria a 35° C se diluyd 1:5, 50 yL de semen
en 250 uL de solucion salina fosfatada (Dulbecco A; Oxoid Inc., UK), posteriormente se
diluyé con la tincion Viadent (Hoechst 33258) 1:1, 100 pL de la dilucién de semen con
100 uL de Viadent. Una alicuota (+ 3 pL) de la dilucion con Viadent se analiz6 con el
sistema de andlisis de semen computarizado (CASA IVOS Il, v 1.7, Hamilton Thorne
Research, Beverly, MA). La muestra se incubd por 2 min a 37 °C dentro del IVOS Il en
una Leja de 20 micrones de profundidad con cuatro camaras para analisis cada una, se
obtuvo la concentracién espermatica, la motilidad, la morfologia, y la viabilidad de los
espermatozoides. La tincion Viadent contiene bisBenzimida Triclorhidrato y utiliza luz
fluorescente para determinar el nUmero de células no viables ya que soélo se tifien las
células que no tienen las membranas intactas.

La osmolaridad se determin6é empleando el equipo Osmomat 3000 (Gonotec

GmbH), se midi6 50 pL del semen diluido con la solucién salina fosfatada.

3.7 VARIABLES DE RESPUESTA
El tiempo de reaccion (en segundos) fue el intervalo entre la introduccion de la

hembra al momento que inicia la eyaculacion; para medirlo se utilizé un cronémetro. Si

20



el semen presentaba gel, se removié para proceder a medir el volumen con los tubos
colectores graduados.

El resto de las variables se midieron con el sistema CASA: motilidad total,
motilidad progresiva, concentracién espermatica total (x 10° mL™), concentracién
espermatica por eyaculado (x 10°), viabilidad espermaética, colas dobladas, colas
enrolladas, gota citoplasmética proximal y gota citoplasmética distal; para esto se
contaron al menos 400 espermatozoides por muestra. Con excepciéon de la

concentracion espermatica total, estas variables se expresaron en porcentaje.

3.8 ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizaron analisis estadisticos independientes para las fases 1y 2 y un andlisis
global que incluyé las fases 1y 2 juntas. Todas las variables medidas se analizaron bajo
el modelo que incluyé el efecto del tratamiento (sin y con 6-MBOA) y el orden de

eyaculacion; se realiz6 un andlisis de varianza utilizando el siguiente modelo lineal mixto:

Yijiw = u+ Ty + Ej + My + (T % E)jj + by (Xijig — X) + by (Xijia — X) + ey

donde p es la media total; T; es el efecto fijo del iésimo tratamiento (i = sin, con 6MBOA);
Ej es el efecto fijo del jésimo eyaculacion (j = primera, segunda); Mk es el efecto aleatorio
del késimo macho (k = 1,...,18; cuatro machos se eliminaron del analisis) ~NI (O,
a?);(T*E); el efecto fijo de la interaccién entre tratamiento y orden de eyaculacion; b: es

el coeficiente de regresion lineal de la covariable sesion de coleccion de semeny b2 es
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la covariable de peso corporal de los machos al momento de la coleccién de semen, y
eij es el efecto residual ~ NI (0, o).

También se realiz6 un analisis en el que los grupos testigo de las fases 1y 2 se
eliminaron con la finalidad de analizar el efecto de la ruta de administracion de 6-MBOA.
Todas las variables medidas se analizaron bajo el modelo que incluyo el efecto fijo de la
forma de administracion de 6-MBOA (subcutanea e intramuscular), el efecto fijo del orden
de eyaculacion (primero y segundo), el efecto fijo de la interaccion entre ruta de
administracion y orden de eyaculacion y los coeficientes de regresion lineal de la sesién
de coleccién y peso corporal de los machos al momento de la coleccién de semen.

Todos los analisis de varianza realizados se hicieron con los datos originales y
transformados. Las variables en porcentaje se transformaron en arco seno, el tiempo de
reaccion y la concentracion espermatica se transformaron a log 10. Las covariables que
no tuvieron un efecto significativo (p > 0.05) se eliminaron del modelo y el analisis se
realizd otra vez. Los andlisis de varianza dieron los mismos patrones de respuesta
cuando se utilizo la informacién transformada y la original. Los resultados del analisis de
varianza se presentan con la informacion original.

Las medias de los efectos principales y la interaccion significativa de primer orden
se calcularon por minimos cuadrados. Los calculos estadisticos se hicieron con SAS

(2004) PROC MIXED y LSMEANS. Las medias se compararon con la prueba de Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 FASE 1: APLICACION DE TRATAMIENTO VIiA SUBCUTANEA

La informacion de cuatro machos, dos por tratamiento, se eliminé porque no

terminaron el experimento debido a problemas sanitarios. Los demas machos estuvieron

sanos durante todo el experimento. Se realizaron 360 colectas de semen; del total de

colecciones realizadas para los dos tratamientos el nUmero de evaluaciones fue de 318

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Estadisticos descriptivos para peso de los conejos, libido y caracteristicas

seminales
Variable N Promedio DE* Minimo Méximo CV**
Peso de machos a la coleccién (g) 360 3767.1 231.2 3310.0 4310.0 6.14
Tiempo de reaccion (s) 360 12.6 14.18 1.60 137.2  112.26
Volumen (mL) 318 0.44 0.27 0.05 1.60 60.79
Presencia de Gel (%) 318 0.05 0.23 0.00 1.00 421.45
pH 318 7.28 0.47 6.00 9.00 6.48
Osmolaridad (mOsmol kg?) 318 308.97 12.48  244.0 341.0 4.04
Motilidad total (%) 318 72.08 24.16 0.00 100.00  33.52
Motilidad progresiva (%) 318 37.49 19.17 0.0 84.70 51.12
Concentracién espermatica total
(< 10°mL) 318 346.83 29159 3.84 1606.12 84.07
Concentracién espermatica por eyaculado
x 109 318 14420 14761 077 88558 102.37
Viabilidad espermatica (%) 318 89.76 9.23 27.30  100.00 10.28
Colas de espermatozoides dobladas (%) 318 5.33 4.58 0.0 32.0 86.03
Colas de espermatozoides enrolladas (%) 318 3.49 3.85 0.0 36.40 110.28
Gota citoplasmatica distal (%) 318 7.24 4.69 0.0 26.30 64.77
Gota citoplasmatica proximal (%) 318 9.73 8.90 0.0 64.60 91.44

*DE = desviacién estandar, **CV = coeficiente de variacion (%).
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Se encontr6é un efecto de covariable lineal de orden de sesion (p < 0.05) para el
tiempo de reaccion y la osmolaridad. La libido fue ajustada a una sesién de coleccion
estandar de 5.5, y la osmolaridad ajustada a una sesion de coleccion estandar de 5.6.
Asimismo se observé un efecto de covariable lineal de peso corporal a la coleccion de
semen (p < 0.05) para la motilidad progresiva, viabilidad espermatica, y espermatozoides
con colas enrolladas. También hubo efecto de las covariables lineales de sesion y peso
corporal (p < 0.05) para la motilidad y para los espermatozoides con colas. Estas
caracteristicas espermaticas se ajustaron a una sesion de coleccién estdndar de 5.6 y/o
a un peso estandar de 3767 g (Cuadro 2).

No se encontraron efectos (p > 0.05) de tratamiento sobre el tiempo de reaccion,
volumen, motilidad, motilidad progresiva, concentracion espermatica total, viabilidad
espermatica, ni para las anormalidades (colas dobladas, gota citoplasmatica distal ni
proximal), aunque se observé una tendencia (p < 0.1) en cuanto a la presencia de
espermatozoides con colas enrolladas las cuales presentaron un 37.2 % menos cuando
se aplic6é 6-MBOA. Sin embargo, si se observan los resultados de forma global los valores
de las variables analizadas se inclinan a favor del 6-MBOA.

Con respecto al orden de eyaculacion se encontré un efecto altamente significativo
(p = 0.0001) sobre el volumen (55.8 % mayor en la primera eyaculacién) y sobre la
concentracion espermatica por eyaculado (78.2 % mayor en el segunda eyaculacion).

También hay efecto significativo del orden de eyaculacion (p < 0.05) sobre el
tiempo de reaccion (4.5 segundos menos la primera eyaculacion), la osmolaridad (1.1
% menor en la primera eyaculacion) y la viabilidad espermatica (3.4 % mayor en la

segunda eyaculacion).
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Cuadro 2. Medias de minimos cuadrados (x error estandar) para el efecto de 6-MBOA

y el orden de eyaculacion en la libido y las caracteristicas seminales en conejos Nueva

Zelanda Blanco

Variable Tratamiento Eyaculacion
Testigo Con 6-MBOA Valor P Primera Segunda Valor P

N 182 178 180 180
Tiempo de reaccion (s)? 13.41+£1.33 11.86 £1.35 0.4224 10.37 £1.19a 14.90 £+1.19b 0.0016
N 174 149 148 175
Volumen (mL) 0.41 +0.05 0.49 + 0.05 0.2068 0.55 + 0.04a 0.35+0.04b  <0.0001
Presencia de Gel (%) 0.04 £0.02 0.07 £0.02 0.4775 0.08 £0.02 0.03 £0.02 0.0826
pH 7.26 £0.04 7.31£0.05 0.4912 7.32£+0.04 7.25+0.04 0.1750
N 171 147 147 171
Osmolaridad
(mOsmol kg 308.71+1.05 308.99+1.14 0.8599 307.11+1.06a 310.60+0.97b 0.0082
Motilidad (%)2° 68.47+3.13  73.36+3.28 0.2776 69.34 £ 2.52 72.48 £2.43  0.0945
Motilidad progresiva (%)° 37.76 £ 4.43 38.10+4.49 0.9541 38.70 £3.51 37.16 £ 3.47 0.3047
Concentracion
espermatica por 335.76 + 41.57 345.98 +43.04 0.8641 245.07 + 34.45b 436.68 + 32.93a <0.0001
eyaculado (x10 ©)
Concentracion
espermatica total (x10®  140.50 £ 15.13 147.40+16.16 0.7582 138.52 +14.41 149.38+13.31 0.5148
mL1)
Viabilidad espermética
%) 89.31+1.81 90.06 £ 1.8 0.4162 88.26 + 1.42b 91.12+1.40a  0.0005
Colas de
espermatozoides 6.00 +0.66 4.44 +0.68 0.1089 5.29+0.54 5.16 £ 0.52 0.7793
dobladas (%)°
Colas de
espermatozoides 3.98+0.41 2.90+0.44 0.0909 3.63+0.38 3.25+0.35 0.3591
enrolladas (%)°
Gota Citoplasmatica
distal (%) 8.03+£0.80 6.39£0.82 0.1541 6.91 £ 0.64 7.51+0.62 0.2010
Gota citoplasmatica

9.68 + 0.88 9.85+0.94 0.8923 10.23 £ 0.85 9.30+0.78 0.3608

proximal (%)

a La sesién se us6 como covariable.

b El peso corporal al momento de la coleccion de semen se us6 como covariable.

Medias con distinta literal son diferentes (p < 0.05)

25



Hubo una tendencia del orden de eyaculacion sobre la presencia de gel (p <=0.1),
mas presencia en la primera eyaculacion) y la motilidad total (p < 0.1, mayor en la
segunda). No hubo diferencias significativas (p > 0.05) en pH, motilidad progresiva,

concentracion espermatica total ni en las anormalidades.

Cuadro 3. Medias de minimos cuadrados (x error estandar) para el efecto de la
interaccion entre el tratamiento y el orden de eyaculacion sobre el tiempo de reaccion, la

concentracion espermatica total y la presencia de colas dobladas

Variable Sin 6MBOA Con 6MBOA
Primer Segunda Primer Segunda Valor
Eyaculacion Eyaculacion Eyaculacion Eyaculacion P
N 92 90 88 90
Tiempo de
9.52 + 1.65a 17.31 +1.68b 11.23 £ 1.69a 12.50 £ 1.68a 0.0226

reaccion (s)2

Concentracion

espermética total 208.38 + 45.31b 463.14 + 46.45a 281.75+50.51b 410.21 £45.93a  0.0315
(x10 ¢ mL1)

Colas de

espermatozoides 6.58 £ 0.71b 5.42 £ 0.73ab 4.00 + 0.80a 4.89 + 0.72ab 0.0255
dobladas (%)

a La sesion se us6 como covariable.

b El peso corporal al momento de la colecciéon de semen se us6 como covariable.

Medias con distinta literal son diferentes (p < 0.05)

La interaccion entre el tratamiento y el orden de eyaculacion fue significativa (p
<0.05) para el tiempo de reaccién, la concentracion espermatica total y la presencia de
colas dobladas (Cuadro 3). La segunda eyaculacion del tratamiento testigo fue la Unica
diferente presentando el tiempo de reaccion mas largo con respecto a las demas. Las
segundas eyaculaciones presentaron las concentraciones espermaticas totales mas

altas y diferentes significativamente con respecto a las de la primera eyaculacion de
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ambos tratamientos. Al aplicar 6-MBOA se obtuvo la menor presencia de
espermatozoides con colas dobladas siendo la primera eyaculacion la de menor
porcentaje mientras que el porcentaje mayor fue para la primera eyaculacion sin 6-

MBOA.

4.2 FASE 2: APLICACION DE TRATAMIENTOS VIA INTRAMUSCULAR
Se realizaron 358 colectas de semen, del total de colecciones realizadas para los

dos tratamientos el niumero de evaluaciones fue de 331 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Estadisticos descriptivos para peso de los conejos, libido y caracteristicas

seminales
Variable N Promedio DE* Minimo Méaximo CV**
Peso de machos a la coleccién (g) 360 3894.03 202.04 3365.0 4935.0 5.19
Tiempo de reaccion (s) 360 19.37 27.45 0.00 217.63 141.76
Volumen (ml) 331 0.49 0.31 0.01 1.80 63.83
Presencia de Gel (%) 331 0.05 0.22 0.00 1.00 430.42
pH 331 7.22 0.44 6.00 9.00 6.05
Osmolaridad (mOsmol kg1) 331 280.29 16.19 245.00 347.00 5.78
Motilidad total (%) 331 71.52 20.77 0.00 97.10 29.04
Motilidad progresiva (%) 331 38.77 19.70 0.00 83.10 50.82
Concentracién espermatica total
(x 105mLt) 331 370.89 309.47 4.48 1867.40 83.44
Concentracion espermatica por eyaculado
(x 10°) 331 158.20 150.71 0.79 1106.61 95.26
Viabilidad espermatica (%) 331 89.87 8.82 39.50 99.30 9.81
Colas de espermatozoides dobladas (%) 331 6.08 4.97 0.00 37.80 81.61
Colas de espermatozoides enrolladas (%) 331 3.76 3.52 0.00 23.00 93.60
Gota citoplasmatica distal (%) 331 9.00 5.78 1.40 36.00 64.25
Gota citoplasmatica proximal (%) 331 6.90 4.86 0.00 34.00 70.51

*DE = desviacion estandar, **CV = coeficiente de variacion (%).
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Se encontr6 un efecto de covariable lineal de orden de sesion para la osmolaridad
(p = 0.0001), la concentracion espermatica por mililitro y por eyaculado, y para la
presencia de gota proximal (p < 0.05). Se encontr6 efecto de las covariables lineales de
sesion y peso corporal (p < 0.05) para la presencia de espermatozoides con colas
dobladas. Estas caracteristicas esperméticas se ajustaron a una sesion de coleccion
estandar de 5.6 y a un peso estandar de 3896 g (Cuadro 5).

Al igual que en la primera fase se no se encontraron diferencias significativas por
el efecto del tratamiento (p > 0.05), sin embargo, si se observan los resultados de forma
global, de nuevo los valores de las variables analizadas se inclinan a favor del 6-MBOA.

En cuanto al orden de eyaculacién se encontraron diferencias significativas (p <
0.0001) en tiempo de reaccion (10.5 s mas rapida la primera eyaculacioén), volumen (0.24
mL mas en la primera eyaculacion), osmolaridad (la primera eyaculacion 2.5 % menos
del promedio), motilidad progresiva (16.4 % mayor en la primera eyaculacion) y
concentracion espermatica por mililitro (70.9 % mayor para el segundo eyaculado).

Ademas se encontraron diferencias (p < 0.05) en el pH (0.12 mas acido en la
primera eyaculacién), en la viabilidad (1.8 % mayor el segundo eyaculado), en la
presencia de colas enrolladas (30.7 % mayor en la segunda eyaculacién) y en la
presencia de gota citoplasmatica distal (8.4 % mas en el segundo eyaculado). Se
presentd una tendencia (p < 0.1) de mayor presencia de gel y menor presencia de
espermatozoides con colas dobladas en la primera eyaculacion. No presentaron

diferencias significativas (p > 0.05) en motilidad ni concentracion por eyaculado.
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Cuadro 5. Medias de minimos cuadrados (z error estandar) para el efecto de 6-MBOA
inyectado intramuscularmente y el orden de eyaculado en la libido y las caracteristicas

seminales en conejos Nueva Zelanda Blanco

Variable Tratamiento Eyaculado

Testigo Con 6-MBOA Valor P Primero Segundo Valor P
N 172 159 162 169
Tiempo de reaccion
© 23.11+3.12 15.82+3.10 0.1151 1424 +2.57a 24.69 +2.61b <0.0001
N 172 159 162 159
Volumen (mL) 0.44 £ 0.06 0.56 = 0.06 0.1581 0.62 £ 0.04a 0.38+0.04b  <0.0001
pH 7.27 £0.06 7.17 £ 0.06 0.2321 7.28 £ 0.05a 7.16 + 0.05b 0.0080
Presencia de Gel 0.05 +0.02 0.06 + 0.02 0.7772 0.07 £ 0.02 0.03 +0.02 0.0746
Osmolaridad

(MO | kgrt)® 280.41+1.15 280.00+1.20 0.8087 276.63+1.19b 283.78 +1.16a <0.0001
mOsmol kg~

Motilidad (%) 67.95 £ 4.46 75.62 £4.48  0.2427 71.79+£3.30 71.78 +£3.30 0.9976

Motilidad progresiva

%) 35.11£5.01 44,10 £5.03  0.2237 42.62 + 3.64a 36.60 + 3.62b  <0.0001
0

Concentracion

espermatica total 374.44 £51.42 357.02+51.92 0.8146 269.99 £ 39.53b 461.47 £ 39.08a <0.0001

(%10 8 mL )2

Concentracién

espermatica por 14457 + 20.01 172.83 +£20.35 0.3366 158.50 + 16.40 158.90 £16.11 0.9794
eyaculado (x 10°)

Viabilidad

espermatica (%)

88.06 +2.31 91.31+240 0.3524 89.11+1.75 90.26 +1.74 0.1712

Colas de

espermatozoides 6.83+0.70 5.31+0.71 0.1452 5.67 £ 0.56 6.48 £ 0.55 0.0997
dobladas (%)2°

Colas de

espermatozoides 4.00+£0.62 3.37£0.63 0.4922 3.19+0.48a 4.17 +0.47b 0.0046
enrolladas (%)

Gota Citoplasmatica

distal (%)

Gota Citoplasmatica

10.11+£1.10 7.89+1.11 0.1747 8.24 + 0.83a 9.76 £ 0.82b 0.0048

imal (%)° 7.36 £ 0.83 6.40 £0.84 0.4233 7.02 £0.64 6.74 £ 0.63 0.5664
proximal (%

a La sesién se us6 como covariable.
b El peso corporal al momento de la coleccion de semen se us6 como covariable.

Medias con distinta literal son diferentes (p < 0.05)
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Existe un efecto significativo (p < 0.05) en la interaccion de tratamiento y orden de
eyaculacion para el pH y la concentracion espermatica (Cuadro 6) en donde la segunda
eyaculacion con 6-MBOA presenta un pH mas neutro y las segundas eyaculaciones
presentan una concentracion espermatica mayor (43.14 x 10° mL! mas

espermatozoides).

Cuadro 6. Medias de minimos cuadrados (+ error estandar) para el efecto de la
interaccion entre el tratamiento y el orden de eyaculacion sobre el pH y la concentracién

espermatica total por mililitro

Variable Sin 6MBOA Con 6MBOA
Primer Segunda Primer Segunda Valor
Eyaculacion Eyaculacién Eyaculacién Eyaculacién P
N 85 87 77 82
pH 7.29 + 0.07b 7.26 + 0.07b 7.28 £ 0.07b 7.05 £ 0.07a 0.0317

Concentracion
espermética total 248.73 +55.22b 500.15 + 55.05a 291.26 +56.58b 422.79 +55.50a  0.0395
(x10 ¢ mL1)a

a La sesion se us6 como covariable.

Medias con distinta literal son diferentes (p < 0.05)

4.3 ANALISIS FASE 1 VS FASE 2 COMPLETO:
Se compararon las dos fases sin y con 6MBOA y vias de aplicacion (subcutdnea
e intramuscular), se realizaron 720 colectas de semen, del total de colecciones realizadas

para los dos tratamientos el nimero de evaluaciones fue de 649 (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Estadisticos descriptivos para peso de los conejos, libido y caracteristicas

seminales

Variable N Promedio DE* Minimo Méximo  CV**
Peso de machos a la coleccion (g) 720 3830.57 226.04 3310.0 4935.0 5.90
Tiempo de reaccion (s) 720 16.00 22.09 0.00 217.63  138.09
Volumen (mL) 649 0.47 0.29 0.01 1.80 62.76
Presencia de gel 649 0.05 0.22 0.00 1.00 425.63
pH 649 7.25 0.45 6.00 9.00 6.27
Osmolaridad (mOsmol kg?) 649 294.34 20.39 244.00 347.00 6.93
Motilidad total (%) 649 71.18 20.14 0.00 97.10 28.30
Motilidad progresiva (%) 649 38.14 19.44 0.00 84.70 50.96

Concentracion espermatica total
(x 108 mL1)
Concentracion espermatica por

649 359.10 300.85 3.84 1867.40 83.78

» 649 151.34 149.25 0.77 1106.61  98.62
eyaculacién (x10 ©)

Viabilidad espermatica (%) 649 89.82 9.01 27.30 100.00 10.03
Colas de espermatozoides dobladas

649 5.71 4.79 0.00 37.80 83.89
(%)
Colas de espermatozoides enrolladas

649 3.63 3.68 0.00 36.40 101.55
(%)
Gota citoplasmatica distal (%) 649 8.14 5.35 0.00 36.00 65.67
Gota citoplasmatica proximal (%) 649 8.29 7.27 0.00 64.60 87.68

*DE = desviacion estandar, **CV = coeficiente de variacién (%).

Se encontr6 un efecto de covariable lineal de orden de sesion para el tiempo de
reaccion, la osmolaridad (p < 0.0001) y el pH (p < 0.05). Un efecto de covariable lineal
de peso corporal para la presencia de espermatozoides con colas dobladas (p < 0.0001)
y colas enrolladas (p < 0.05). También se observo efecto de las covariables lineales de
sesion y peso corporal (p < 0.05) para la motilidad total, la motilidad progresiva, la
presencia de gota citoplasmatica distal y para la presencia de gota proximal. Estas
caracteristicas espermaticas se ajustaron a una sesion de coleccion estandar de 10.7 y

a un peso estandar de 3834 g (Cuadro 8).
31



Cuadro 8. Medias de minimos cuadrados (x error estandar) para el efecto del 6-MBOA

y el orden de eyaculacion en la libido y las caracteristicas seminales en conejos Nueva

Zelanda Blanco

Variable Tratamiento Eyaculacion
Valor Valor-
Testigo Con 6-MBOA P Primera Segunda P

N 361 359 365 355
Tiempo de reaccion
(o) 18.35+£2.02 13.70 £2.02 0.1187 12.23 £ 1.63a 19.82+1.64b <0.0001
N 343 306 309 340
Volumen (mL) 0.41 +0.05b 0.55+0.05a 0.0600 0.59 £ 0.04a 0.36 £0.04b  =<0.0001
Presencia de Gel (%) 0.05 +0.02 0.06 £0.02 0.7089 0.07 £ 0.02a 0.03 +£0.02b  0.0202
pH2 7.27 £0.05 7.24 £ 0.05 0.6086 7.30 £ 0.04b 7.21 +0.04a 0.0086
Osmolaridad
(mOsmol kg1)? 294.34+0.87 294.04 £0.93 0.8129 291.50 £+ 0.87a  296.89 +0.87b <0.0001
Motilidad (%)2° 68.66 = 3.32 74.01£3.35 0.2573 70.45 £ 2.53 72.21 £2.50 0.1914
Motilidad progresiva
(%) 36.88+4.23  40.78 £4.26  0.4862 40.69 +3.27a 36.98+3.25b  0.0007
Concentracion
espermatica total (x10 350.00 + 44.04 355.71 + 44.63 0.9269 255.56 + 33.83b  450.15 + 33.32a <0.0001
6 mL-1)
Concentracion
espermatica por 140.00 £ 15.92 162.98 £ 16.32 0.3239 148.63 + 13.01 154.35+12.62 0.6168
eyaculacion (x10 8)
Viabilidad espermatica
%) 89.47 £1.99 90.08 £2.00 0.8174 88.62 + 1.53b 90.92 £1.52a <0.0001
Colas de
espermatozoides 6.40 £ 0.64 4.92 +0.65 0.1164 5.51+£0.50 5.81+0.49 0.3702
dobladas (%)
Colas de
espermatozoides 3.99+0.46 3.13+0.47 0.2059 3.41+0.36 3.71+£0.36 0.2818
enrolladas (%)
Gota Citoplasmatica
distal (%) 8.98 + 0.82 7.26+0.83  0.1477 7.62 £ 0.63a 8.63+0.62b  0.0055
Gota citoplasmatica

8.51+ 0.83 8.06 £ 0.85 0.7051 8.57 £ 0.67 7.99 £ 0.65 0. 3012

proximal (%)2®

a La sesién se usé como covariable.

b El peso corporal al momento de la coleccién de semen se us6 como covariable.

Medias con distinta literal son diferentes (p < 0.05)
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Se compararon las dos fases sin y con 6MBOA y formas de aplicacion
(subcutanea e intramuscular), para determinar si hubo diferencias significativas: entre
tratamientos hubo una tendencia en cuanto a volumen (p < 0.05), donde en los conejos
a los que se les aplico6 6MBOA se obtuvieron 0.14 mL mas de semen que en el grupo
testigo, los valores de las variables analizadas se inclinaron a favor de los tratamientos
con 6-MBOA.

Como ya se ha demostrado en los resultados anteriores, hubo diferencias
altamente significativas (p < 0.0001) entre el orden de eyaculacion sobre el tiempo de
reaccion (7.6 s mas rapida la primera eyaculacién), el volumen (0.23 mL mas la primera
eyaculacion), la osmolaridad (1.8 % menor en el primer eyaculado), la concentracién
espermatica por mililitro (76.1 % mas la segunda eyaculacion) y la viabilidad (2.6 %
mayor en la segunda eyaculacion). Ademas se observaron diferencias significativas (p <
0.05) en presencia de gel (133.3 % mas presencia en la primera eyaculacion), pH (0.09
mas neutro la segunda eyaculacion), motilidad progresiva (10.0 % mayor en la segunda
eyaculacion) y gota citoplasmatica distal (13.3 % mas en la segunda eyaculacion).

La interaccion entre tratamiento y el orden de eyaculacion fue significativa (p <
0.05), el tiempo de reaccion mas tardado fue para la segunda eyaculacion sin 6-MBOA,
la concentracion espermatica por mililitro mas alta fue para la segunda eyaculaciéon con
y sin 6-MBOA, la concentracion espermatica por eyaculacién mas alta fue para la primera
eyaculacion con 6-MBOA y la mas baja la primera eyaculacion sin 6-MBOA, en relacion
a presencia de espermatozoides con las colas dobladas, la menor fue para la primera
eyaculacion con 6-MBOA y la mayor para la primera eyaculacion sin 6-MBOA (Cuadro

9).
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Cuadro 9. Medias de minimos cuadrados (+ error estandar) para el efecto de la

interaccidn entre el tratamiento y el orden de eyaculacidon sobre el tiempo de reaccion, la

concentracion espermatica total (mL y eyaculacion) y la presencia de colas dobladas

Variable Sin 6MBOA Con 6MBOA Valor P
Primer Segunda Primer Segunda
Eyaculacion Eyaculacion Eyaculacion Eyaculacion
N 181 180 184 175
Tiempo de
reaccion ()2 12.80 £ 2.28a 23.90 + 2.30b 11.65 £ 2.28a 15.75 £ 2.31a 0.0235
Concentracion
espermatica total 221.68 + 45.94b 478.32 + 46.42a 289.43 +47.85b 421.98 £ 46.42a 0.0027
(x10 ¢ mL1)
Concentracion
espermética por
eyaculacion 123.47 £ 17.61b 156.53 + 17.95a 173.79 £ 18.90a 152.17 + 17.79ab 0.0170
(x10°)
Colas de
espermatozoides 6.62 £ 0.68b 6.19 £ 0.68ab 441 +0.71a 5.44 £ 0.68b 0.0308

dobladas (%)

a La sesion se us6 como covariable.

b El peso corporal al momento de la coleccidon de semen se usé como covariable.

Medias con distinta literal son diferentes (p < 0.05)

4.4 COMPARACION DE LA ViA DE APLICACION DE 6-MBOA (SUBCUTANEA vs

INTRAMUSCULAR)

Se compararon las vias de aplicacion de 6-MBOA, para determinar con cual se obtienen

mejores resultados, en total se analizaron 359 colectas de semen; del total de

colecciones realizadas para los dos tratamientos el nUmero de evaluaciones fue de 306

(Cuadro 10).
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Cuadro 10. Estadisticos descriptivos para peso de los conejos, libido y caracteristicas

seminales

Variable N Promedio DE* Minimo Maximo CV**
Peso de machos a la coleccion (g) 359 3823.70 222.85 3310.00 4290.00 5.83
Tiempo de reaccion (s) 359 13.76 14.74 1.60 134.47 107.12
Presencia de gel 306 0.06 0.24 0.00 1.00 389.29
Volumen (mL) 306  0.50 0.31 0.05 1.80  63.07
pH 306  7-23 0.45 6.00 9.00 6.26
Osmolaridad (mOsmol kg?) 306 294.14 20.69 244.00 341.00 7.03
Motilidad total (%) 306 75.00 16.03 0.00 96.50 21.37
Motilidad progresiva (%) 306 41.56 17.99 0.00 84.70 43.28
Concentracion espermética total (x 10°

ML) 306 361.28 274.47 15.37 1556.17 75.97

Concentracion espermatica por
. 306 160.06 150.51 6.40 1106.61 94.03
eyaculacién (x10 ©)

Viabilidad espermatica (%) 306 91.31 6.63 48.50 100.00 7.26
Colas de espermatozoides dobladas (%) 306 4.87 3.39 0.20 28.00 69.64
Colas de espermatozoides enrolladas (%) 306 3.21 2.92 0.00 1770  91.01
Gota citoplasmatica distal (%) 306 7.07 4.60 0.00 36.0 65.09
Gota citoplasmatica proximal (%) 306 8.03 6.08 0.00 39.10 75.72

*DE = desviacién estandar, **CV = coeficiente de variacion (%).

Se encontr6 un efecto de covariable lineal de orden de sesion (p < 0.05) para el
tiempo de reaccion y hubo efecto de las covariables lineales de sesion y peso corporal
para la osmolaridad (p = <0.0001) se ajust6 a una sesion de coleccion estandar de 10.6
y a un peso corporal de 3826 g (Cuadro 11).

Al comparar las dos aplicaciones se encontraron diferencias altamente
significativas (p < 0.0001) al aplicarlo via intramuscular en la osmolaridad (10 % mas alta
gue al inyectarla subcutdneamente) y en la presencia de la gota citoplasmatica proximal

(53.9 % mas al inyectarla subcutaneamente).

35



Cuadro 11. Medias de minimos cuadrados (x error estandar) para el efecto del 6-MBOA
inyectado intramuscularmente y el orden de eyaculado en la libido y las caracteristicas

seminales en conejos Nueva Zelanda Blanco

Variable Tratamiento 6-MBOA Eyaculado
Inyectado Inyectado
) Valor P ) Valor P
subcutaneo intramuscular Primero Segundo

N 178 181 184 175
Tiempo de reaccion
(o) 14.94 +2.22 12.63+2.18 0.4279 11.80 + 1.80a 15.77+1.81lb  0.0066
S
N 147 159 136 170
Presencia de Gel 0.08 £ 0.03 0.05 £ 0.02 0.5174 0.09 £ 0.03a 0.03 £ 0.02b 0.0430
Volumen (mL) 0.47 £ 0.06b 0.56 £ 0.06a  0.0026 0.63 + 0.06a 0.40 £0.06b  <0.0001
pH 7.30 £ 0.06b 7.17 £0.06a  0.0048 7.30 £ 0.06b 7.17 £ 0.05a 0.0109

Osmolaridad

(mOsmol kg) 308.43+4.75b 280.51 +4.70a <0.0001 29196 £4.53a 296.98 +4.48b 0.0025
Motilidad (%) 74.74 £2.73 7554 £2.70 0.6306 75.03 £2.77 75.26 £ 2.68 0.8922
Motilidad progresiva

(%)

Concentracion

espermatica total 342.90 £49.28 357.48 £48.82 0.5944 217.27 £ 48.49b 417.27 + 48.49a <0.0001
(x10 8mL™Y)

Concentracion

espermatica por 14595+17.92 172.18+17.43 0.1200 168.41 +18.39 149.71+17.10 0.2770
eyaculacion (x10 8)

Viabilidad

espermatica (%)

41.55+4.71 43.94+4.70 0.1053 44.63 £4.72a 40.85+4.68b 0.0131

91.21+1.15 91.24+1.14 0.9626 90.39 + 1.16b 92.06 +1.13a  0.0170

Colas de

espermatozoides 4.33 +£0.51a 5.26 £+ 0.50b  0.0097 4.29 £ 0.51a 5.30 £ 0.49b 0.0064
dobladas (%)

Colas de

espermatozoides 2.78 £ 0.52a 3.39+0.51b 0.0418 2.75 +0.52a 3.42 +0.51b 0.0278

enrolladas (%)
Gota Citoplasmatica
distal (%)

Gota Citoplasmatica

6.17 £ 0.64a 7.89+£0.63b  0.0006 6.56 + 0.65 7.50 £ 0.62 0.0629

) 9.85 + 0.54b 6.40 £ 0.52a =<0.0001 8.35+0.56 7.90 £ 0.50 0.5094
proximal (%)

a La sesién se usé como covariable.

Medias con distinta literal son diferentes (p < 0.05)
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También se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) con mayor volumen
(0.09 mL més) y menor pH (0.13 menos) al inyectarlo intramuscularmente, y menor
presencia de colas dobladas (21.5 % menos), presencia de colas enrolladas (21.9 %
menos) y presencia de gota citoplasmatica distal (27.9 % menos) al inyectarlo
subcutdneamente.

Con respecto al orden de eyaculacion se encontrd, al igual que en los analisis
anteriores, diferencias altamente significativas (p < 0.0001) para el volumen (23 mL mas
la primera eyaculacion) y concentracién espermatica por mililitro (92.1 % mas en el
segundo eyaculado). También se observaron diferencias significativas (p < 0.05) para la
presencia de gel (200 % mas veces en la primera eyaculacion), el pH (0.13 menos en la
segunda eyaculacion), la osmolaridad (1.7 % menor en la primera eyaculacién), la
motilidad progresiva (9.3 % mayor en el primer eyaculado), la viabilidad (1.8 % mayor en
la segunda eyaculacion), los espermatozoides con colas dobladas (23.5 % mas en la
segunda eyaculacion) y los espermatozoides con colas enrolladas (24.4 % mas en la
primera eyaculacién). Ademas se presentd una tendencia (p <0.1) a mayor presencia de

gota citoplasmatica distal en la segunda eyaculacién (43.4 % mas).

37



5 DISCUSION

Gran parte del éxito de la fertilidad y la prolificidad en IA radica en tener
pardmetros seminales adecuados ya que un s6lo macho puede afectar la respuesta de
hasta 100 hembras (Alvarifio, 2000; Paal et al., 2014); pero para lograrlo se debe tomar
en cuenta que multiples factores externos como la estacion, la luz, el manejo, la
alimentacion, etc., y factores internos como la genética, la edad y la salud entre otros,
pueden afectar el comportamiento reproductivo de los machos y la produccién de semen,
(Alvarifio, 2000; Castellini, 2008; Theau-Clément et al., 2015).

El 6-MBOA ha mostrado tener buenos resultados en reproduccién en pequefios
herbivoros (Berger et al., 1981; Sanders et al., 1981; Cranford, 1983; Schadler et al.,
1988; Boyd y Bray, 1989); sin embargo, en este experimento no se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (6-MBOA vs testigo) al igual que otras
investigaciones anteriores (Anderson et al., 1988; Urbanski et al., 1990), tal vez porque
tiene un efecto mas marcado en animales silvestres que en animales en condiciones
controladas (Yuwiler y Winters, 1985; Boyd y Bray, 1989). No obstante, se observaron
dos tendencias: cuando se aplico el 6-MBOA via subcutanea fue menor la presencia de
espermatozoides con colas enrolladas; y al comparar la fase uno con la fase dos se
observd un mayor volumen con 6-MBOA. Cabe destacar que los resultados de las
variables analizadas estan dentro de los parametros normales y aunque no se
presentaron diferencias siempre favorecieron al grupo que se le inyect6 6-MBOA,
independientemente del tipo de aplicacion, subcutanea o intramuscular: el tiempo de
reaccion asi como las anormalidades tendieron a ser menores, la presencia de gel, el

volumen, la motilidad total y progresiva, la concentracion espermatica por eyaculado y
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por mililitro, y la viabilidad tendieron a ser mayores, que en el testigo. Principalmente a
nivel de la morfologia, tendi6 a presentar un porcentaje menor de espermatozoides con
colas dobladas la cual es una anormalidad muy comun (Dott, 1969; Kuzminsky et al.,
1996).

Los problemas de viabilidad y las anormalidades del semen estan asociadas a
la pérdida de fertilidad y a la eficiencia reproductiva (Porcelli et al., 1984), la disminucién
en las anormalidades ya se habia presentado anteriormente al suplementar con
germinados de trigo como fuente de 6-MBOA a machos Nueva Zelanda Blanco (Fallas-
Lopez et al., 2011). Las variaciones morfolégicas de los espermatozoides estan
relacionadas con las secreciones de las glandulas sexuales (Ledén et al., 1991) y la
viabilidad con los andrégenos presentes mientras los espermatozoides estdn madurando
en el epididimo (Alvarifio, 2000). Se ha reportado que en el lumen del conducto existe un
mecanismo para eliminar los defectos morfolégicos como una autolisis (Pérez-Sanchez
et al., 1997). Si el 6-MBOA actua a nivel neuroenddcrino (Sanders et al., 1981), ya sea
como agonista o antagonista de la melatonina (Grobner et al., 1987; Yuwiler y Winters,
1985; Boyd y Bray, 1989; Daya et al., 1990), y favorece la liberacion de FSH (Butterstein
et al., 1985; Schadler et al., 1988) esto puede estar relacionado con una mayor
produccién de androgenos lo que beneficia la maduracién de los espermatozoides. Asi
gue, no sélo la motilidad es de gran importancia para la tasa de fertilidad, también la
viabilidad espermatica y la morfologia juegan un papel muy importante (Quintero-Moreno
et al., 2007).

Los experimentos se realizaron en verano y aunque los conejos se mantuvieron

en condiciones controladas, se ha demostrado que el estrés calorico disminuye la
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viabilidad de los espermatozoides y aumentan el porcentaje de anormalidades pero sin
afectar la fertilidad ni la prolificidad (Sabés et al., 2015).

Muchos otros autores han aplicado el 6-MBOA en implantes (Vaughan et al., 1988;
Boyd y Bray, 1989; Nelson y Shiber, 1990; Urbanski et al.,, 1990) o en inyecciones
intraperitoneales (Sanders et al., 1981; Cranford, 1983), sin embargo, en este trabajo la
dosis que se utilizd (0.167 mg kg de 6-MBOA) como la forma de aplicarla se basé en el
experimento que realizaron Grobner et al. (1987) en conejas nuliparas; ellos extrapolaron
las dosis que se dieron en otras especies a conejos Y la dosis elegida fue la que demostrd
los resultados mas favorables. La mayoria de estos autores atribuyen los resultados de
sus experimentos a la similitud del 6-MBOA con la melatonina y al efecto del fotoperiodo
pero si tiene su sitio de accion en la glandula pineal y puede estimular o inhibir la
biosintesis de melatonina, se asume que tiene una accion mas compleja ya que la
melatonina esta relacionada con multiples funciones a nivel corporal (Yuwiler y Winters,
1985; Boyd y Bray, 1989).

La media del tiempo de reaccion (13.7 s) fue més alta que cuando se suplementé
con germinados de trigo (8.6 s) (Fallas-Lopez et al., 2011), muy similar (13.2 s) a la que
presenté Rodriguez-De Lara et al. (2010) y mucho més corta que las reportadas por Brun
etal. (2004) y Gado et al. (2015) (27.9 sy >22.3 s, respectivamente), esto puede deberse
a la diferencia en las edades de los machos.

Al analizar la interaccion entre tratamiento y el orden de eyaculacion se observa
gue con el 6-MBOA disminuyd la diferencia del tiempo de reaccion entre eyaculaciones,
lo cual significa que la libido no disminuyo para la segunda eyaculacion, como se observo

en el grupo testigo. Gado et al. (2015) encontraron que niveles de testosterona
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ligeramente mas altos en sangre aparentemente mejoran el tiempo de reaccion, y
confirmaron que la disminucion en la concentracion de testosterona se relacion6 con bajo
deseo sexual.

Ademas, en las interacciones la concentracion espermatica por mililitro fue mayor
en la segunda eyaculacion. Varios autores no encontraron efecto significativo sobre los
niveles de LH y FSH en machos hamster (Urbanski et al, 1990) ni en conejos (Boyd y
Bray, 1989), lo que sugiere que el 6-MBOA no baja los niveles de hormonas ni tiene un
efecto negativo.

Tanto el volumen como la motilidad de la primera y segunda eyaculacion se
encuentran dentro de los rangos que presentd Alvarifio (2000) en una tabla comparativa
de varios autores. Theau-Clément et al. (2015) encontraron un volumen promedio en
época de verano (0.43 mL) similar al observado en el presente experimento (0.4 mL),
asi como un volumen mayor para la primer eyaculacién con respecto a la segunda (0.53
y 0.42 mL, respectivamente), como muestra también Alvarifio (2000) en su tabla de
rangos; pero otros autores encontraron un volumen mucho mas alto: alrededor de 0.95
mL (Dubiel et al., 1985; Quintero-Moreno et al., 2007).

La presion osmoética del semen es de gran importancia para mantener la motilidad,
viabilidad e integridad del espermatozoide; Fraser et al. (2001) demostraron que para
qgue no se vea afectada ni la movilidad ni la viabilidad espermética se requiere que la
osmolaridad se mantenga en un rango de 250 a 290 mOsmol kg?, pero para la
conservacién del semen se pueden manejar hasta 380 mOsmol kg (Gadea, 2003). En
este trabajo se encontré que la osmolaridad siempre se mantuvo dentro de los rangos

normales (244 a 347 mOsmol kg?): los mas altos se presentaron en la primera fase
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cuando se aplicd 6-MBOA y el placebo por via subcutanea, y el que se mantuvo en un
promedio ideal fue al aplicarlo via intramuscular.

Los porcentajes de motilidad fueron similares a los obtenidos por Quintero-Moreno
et al. (2007), Dubiel et al. (1985) y Theau-Clément et al. (2015), inclusive mas altos que
los que encontraron estos Ultimos autores en verano, misma época en que se realizo el
experimento, pero son mucho menores a los reportados por Lavara et al. (2005) (80.5%).
La motilidad progresiva por orden de eyaculacion fue ligeramente mas baja que la
reportada por Theau-Clément et al. (2015) y Padl et al. (2014), y un poco mayor a la que
obtuvieron en verano.

La concentracién espermatica total para los tratamientos como para las dos
eyaculaciones fue mas baja con respecto a lo reportado por varios autores (Paal et al.,
2014; Theau-Clément et al., 2015) pero muy similar a los encontrados en otros estudios
(Alvarifio, 2000; Castellini et al., 2006; Quintero-Moreno et al., 2007; Rodriguez-De Lara
et al., 2010; Fallas-Lopez et al., 2011). En este caso puede haber afectado la edad de
los machos (mas de 2 afios) y la estacién del afio como lo comprobaron Theau-Clément
et al. (2015), asi como el hecho de que los estudios recientes, realizados en Europa,
cuentan con animales genéticamente mejorados.

Al comparar los dos tipos de aplicaciones de 6-MBOA (subcutdnea vs
intramuscular) con la via intramuscular se observé que fue mas alto el volumen, la
motilidad progresiva y fue mas bajo el pH y la presencia de gota citoplasmatica proximal,
mientras que cuando se aplico via subcutanea, se disminuyo el tiempo de reaccion y la
presencia de colas dobladas y enrolladas y de gota citoplasmatica distal. Con los dos

tipos de aplicaciones se obtuvieron resultados favorables que se encuentran dentro de
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la normalidad demostrada en experimentos previos (Fallas-Lépez et al., 2011). Tanto la
inyeccion subcutdnea como la intramuscular consisten en administrar la sustancia por
via parental para que de forma fisioldgica se absorba por medio de capilares sanguineos;
por la via subcutanea la velocidad de absorcidbn es mas lenta con respecto a la
intramuscular por la escasa vascularizacion del tejido adiposo (Vilchez y Luengo, 1994),
esto nos indica una absorcion més rapida favorece principalmente el volumen y movilidad
del semen, mientras que con una absorcion mas lenta se mejora la libido y las
caracteristicas de morfologia.

Para elegir cual via de aplicaciéon usar en una granja es necesario hacer un
analisis previo de la calidad del semen de los machos para determinar si hay una mayor
presencia de anormalidades, sobre todo si éstas se observan en colas, se puede aplicar
via subcutanea al igual que si se quiere aumentar la libido. Pero si lo que se quiere es

obtener mas dosis con motilidades altas se puede aplicar via intramuscular.
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6 CONCLUSIONES

El primer eyaculado presenta un menor en tiempo de reaccién, un mayor volumen,
una osmolaridad més adecuada, una mayor motilidad progresiva y menores
anormalidades, mientras que el segundo eyaculado presenta una mayor concentracion
por mililitro y una mayor viabilidad, por lo que se recomienda continuar utilizando dos
eyaculados por dia de trabajo.

La aplicacion de extracto de 6-MBOA inyectado por via subcutanea y por via
intramuscular durante tres dias consecutivos bajo un ritmo semi-intensivo de
reproduccion no mostro diferencias en el tiempo de reaccion ni en las caracteristicas
espermaticas. Pero en las interacciones entre el tratamiento y el orden de eyaculado el
6-MBOA disminuyd la presencia de colas dobladas en los espermatozoides y al aplicarlo

via subcutanea aumento la libido en la segunda eyaculacion.
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