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La evaluación andrológica en el carnero es una práctica necesaria en los 

machos donantes de semen de los centros de reproducción y mejora genética y 

en los sementales de las explotaciones para conocer y optimizar sus 

capacidades reproductivas y, en última instancia, conseguir aumentar sus tasas 

de fertilidad. En la presente Tesis Doctoral, se realizaron varias experiencias 

en este contexto que dieron lugar a tres artículos científicos. 

En el primer trabajo, se optimizó el método para calcular el volumen 

testicular a través de la elección de la herramienta más precisa para la 

obtención de las medidas testiculares y de la propuesta de una nueva fórmula 

basada en dichas medidas. Además, se estudió la relación del volumen 

testicular con la producción espermática. Para ello, los testículos se midieron 

in vivo y post mortem comparando calibre clásico y electrónico (integrado en 

el equipo de ultrasonografía) y dichas medidas se utilizaron para calcular el 

volumen testicular que se relacionó con el volumen real calculado mediante 

desplazamiento de agua. Las mediciones ecográficas presentaron menores 

desviaciones estándar y permitieron proponer una nueva fórmula (Volumen 

testicular = profundidad testicular x anchura testicular x longitud testicular x 

0,61) que fue la única que no presentó diferencias estadísticamente 

significativas con el volumen real. Además, y durante un periodo de 4 años, se 

agruparon los sementales de un centro de inseminación artificial en tres grupos 

dependiendo de la frecuencia de recogida seminal y la época del año, todo ello 

en el contexto del habitual funcionamiento del centro. En estos machos, se 

midieron el volumen testicular total (TTV), la concentración de testosterona 

sérica (T) y la producción espermática total (SPERM) de dos eyaculados 

consecutivos en el mismo día, y se estableció la relación entre dichos 

parámetros. La producción espermática mostró fuertes correlaciones positivas 

y significativas con el volumen testicular total (r = 0.587, época no reproductiva 

–NBS-; r = 0.773, época reproductiva, 10 eyaculados/semana -BS10-) y con la 

testosterona (r = 0.684, época reproductiva, 4 eyaculados/semana -BS4-) y, en 

base a ello, se establecieron tres fórmulas para predecir la producción 

espermática en relación a la época y a la frecuencia de recogida; SPERM (x109 

spz) en NBS = 0,02226 x TTV (mL) - 2,977; SPERM (x109 spz) en BS10 = 0,01858 

x TTV (mL) - 2,873; SPERM (x109 spz) en BS4 = 0,80850 x T (ng/mL) + 2,819. 
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En el segundo trabajo, se estandarizó la medición del flujo sanguíneo 

testicular en el carnero mediante el estudio de las características histológicas, 

morfológicas y ultrasonográficas de la arteria testicular en tres zonas diferentes: 

proximal, media y distal. Se midió el diámetro arterial y la hemodinámica 

incluyendo la velocidad sistólica máxima (PSV) y la diastólica final (EDV), los 

índices de resistencia (RI) y de pulsatilidad (PI), el flujo sanguíneo arterial total 

(TABF) y su ratio (TABF rate). La arteria en la imagen ecográfica se caracterizó 

por su alta tortuosidad, tendiendo a una menor sinuosidad según se aproxima 

al testículo. Además, se observó un aumento significativo del diámetro arterial, 

PSV, RI y PI en la región supratesticular proximal y un aumento progresivo de 

EDV, TABF y TABF rate según avanzaba la arteria hacia el testículo. Por otro 

lado, se realizaron estudios histológicos en las mismas zonas para el estudio 

morfométrico de las diferentes estructuras anatómicas de la pared arterial, así 

como un análisis inmunohistoquímico para conocer la expresión de α-actina del 

musculo liso (α-SMA) y vimentina. Los estudios histomorfológicos mostraron un 

diámetro mayor de la vasa vasorum en la túnica adventicia y de la pared arterial 

en la zona proximal, mientras que los diámetros arterial exterior y luminal 

interno fueron mayores en la zona distal. Por último, la expresión de α-SMA y 

vimentina, marcadores de las células musculares lisas de la túnica media, fue 

más alta en la zona proximal comparada con las zonas media y distal, lo que 

implica un mayor grosor de la pared vascular a ese nivel. De entre los dos puntos 

con resultados más consistentes y representativos (medio y distal), y aunque 

existen diferencias entre ellos, debido a la dificultad técnica de la medición de 

flujo en ese punto distal (imposibilidad de medida en algunos animales) y en 

aras de diseñar un protocolo más aplicable en campo, reproducible y rápido, se 

recomienda la zona supratesticular media. 

En el tercer trabajo, se aplicó la ultrasonografía en la evaluación de la 

función testicular y su relación con la cantidad y calidad seminal utilizando 

como escenario práctico diferentes frecuencias de recogida seminal. Para esto, 

los carneros se sometieron a tres frecuencias de recogida seminal consecutivas, 

de intensidad creciente, de un mes de duración cada una (abstinencia -AF-, 

estándar -SF-, intensiva -IF-). Al final de cada periodo, se evaluaron el volumen 

testicular, la ecotextura del parénquima y la hemodinámica de la arteria 
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testicular. Asimismo, sobre muestras de semen refrigeradas (15 ˚C, 6h), se 

evaluó la producción, motilidad, viabilidad, apoptosis y actividad mitocondrial. 

Además, se establecieron correlaciones entre parámetros ecográficos y 

seminales. Nuestros resultados mostraron un aumento significativo de la 

ecotextura y la hemodinámica de la arteria testicular (PSV, RI, PI, TABF) cuando 

se intensifica la frecuencia de recogida seminal. Por el contrario, la motilidad 

y funcionalidad espermática disminuyeron significativamente. En cuanto a las 

relaciones entre parámetros, se encontraron correlaciones moderadas y 

positivas entre parámetros ecográficos (ecotextura y parámetros Doppler) y 

parámetros de motilidad espermática en SF. En la segunda parte del trabajo, 

se realizó un estudio de fertilidad en campo en el que se consideraron los días 

de abstinencia sexual previos a la recogida seminal con la que se elaboraron 

dosis y se realizaron inseminaciones cervicales en ovejas previamente 

sincronizadas. En este estudio, la fertilidad más elevada se obtuvo de machos 

que tuvieron entre 2 y 5 días de abstinencia entre recogidas seminales. 

En resumen, la evaluación andrológica, a través de un estudio 

multiparamétrico que incluya una evaluación ultrasonográfica completa 

midiendo el volumen testicular con la fórmula ItraULE específica para ovino y 

la hemodinámica testicular en la zona supratesticular media, además de la 

valoración seminal, es una herramienta muy útil para categorizar a los carneros 

en función de su potencial de producción seminal y poder maximizar su 

rendimiento reproductivo con el fin de incrementar su fertilidad y por ende la 

productividad en las granjas. 

 

Palabras clave: 

Ultrasonografía, volumen testicular, Doppler, arteria testicular, flujo 

sanguíneo testicular, calidad espermática, carnero, evaluación andrológica, 

rendimiento reproductivo, inseminación artificial, fertilidad. 
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Andrological evaluation in rams is a necessary practice in semen donor 

males in breeding and genetic improvement centers and in farm rams to know 

and optimize their reproductive capacities and, ultimately, to increase fertility 

rates. In this Doctoral Thesis, several experiments were carried out in this 

context, which gave rise to three scientific articles. 

In the first paper, the method for calculating testicular volume was 

optimized by choosing the most accurate tool for obtaining testicular 

measurements and proposing a new formula based on these measurements. In 

addition, the relationship between testicular volume and sperm production was 

studied. For this purpose, the testes were measured in vivo and post mortem 

by comparing classic and electronic calipers (integrated in the ultrasonography 

machine) and these measurements were used to calculate the testicular volume, 

which was related to the accurate testicular volume calculated by water 

displacement. Ultrasonographic measurements showed lower standard 

deviations and allowed proposing a new formula (Testicular volume = testicular 

depth x testicular width x testicular length x 0.61) which was the only one that 

did not show statistically significant differences with the accurate testicular 

volume. In addition, and over a period of 4 years, rams from an artificial 

insemination center were grouped into three groups depending on the 

frequency of semen collection and the time of the year, all in the context of 

the usual operation of the center. In these males, total testicular volume (TTV), 

serum testosterone concentration (T) and total sperm production (SPERM) from 

two consecutive ejaculates on the same day were measured and the 

correlations between these parameters were established. Sperm production 

showed strong positive and significant correlations with total testicular volume 

(r = 0.587, non-breeding season -NBS-; r = 0.773, breeding season, 10 

ejaculates/week -BS10-) and with testosterone (r = 0.684, breeding season, 4 

ejaculates/week -BS4-) and, based on this, three formulas were established to 

predict sperm production in relation to the season and semen collection 

frequency; SPERM (x109 spz) in NBS = 0.02226 x TTV (mL) – 2.977; SPERM (x109 

spz) in BS10 = 0.01858 x TTV (mL) – 2.873; SPERM (x109 spz) in BS4 = 0.80850 x 

T (ng/mL) + 2.819. 
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In the second paper, the measurement of testicular blood flow in the 

ram was standardized by studying the histological, morphological and 

ultrasonographic characteristics of the testicular artery in three different zones: 

proximal, middle and distal. Arterial diameter and hemodynamics including 

peak systolic (PSV) and end-diastolic velocities (EDV), resistive index (RI) and 

pulsatility index (PI), total artery blood flow (TABF) and its ratio (TABF rate) 

were measured. The artery was characterized on ultrasound imaging by high 

tortuosity, tending to less sinuosity as it approaches the testis. In addition, a 

significant increase in arterial diameter, PSV, RI and PI was observed in the 

proximal supratesticular region and a progressive increase in EDV, TABF and 

TABF rate as the artery advanced towards the testicle. On the other hand, 

histological studies were performed in the same areas for the morphometric 

study of the different anatomical structures of the arterial wall, as well as an 

immunohistochemical analysis to know the expression of α-smooth muscle actin 

(α-SMA) and vimentin. Histomorphological studies showed a larger diameter of 

the vasa vasorum in the tunica adventitia and of the arterial wall in the 

proximal zone, whereas the outer arterial and inner luminal diameters were 

larger in the distal zone. Finally, the expression of α-SMA and vimentin, markers 

of tunica media smooth muscle cells, was higher in the proximal zone compared 

with the middle and distal zones, implying greater vascular wall thickness at 

that level. Between the two points with more consistent and representative 

(middle and distal), and although there are differences between them, due to 

the technical difficulty of measuring flow at that distal point (impossibility of 

measurement in some animals) and in order to design a more applicable, 

reproducible and fast protocol in the field, the middle supratesticular zone is 

recommended. 

In the third paper, ultrasonography was applied in the evaluation of 

testicular function and the correlations between ultrasonography 

measurements and seminal quantity and quality parameters using different 

semen collection frequencies as a practical scenario were calculated. For this, 

rams were subjected to three consecutives semen collection frequencies, of 

increasing intensity, each lasting one month (abstinence -AF-, standard -SF-, 

intensive -IF-). At the end of each period, testicular volume, parenchyma 
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echotexture and testicular artery hemodynamics were evaluated. Likewise, on 

refrigerated semen samples (15 °C, 6h), production, motility, viability, 

apoptosis and mitochondrial activity were evaluated. In addition, correlations 

between ultrasonographic and semen parameters were also established. Our 

results showed a significant increase in echotexture and testicular artery 

hemodynamics (PSV, RI, PI, TABF) when semen collection frequency was 

intensified. In contrast, sperm motility and sperm functionality decreased 

significantly. Regarding the correlations between parameters, moderate and 

positive correlations were found between ultrasonography parameters 

(echotexture and Doppler parameters) and sperm motility parameters in SF. In 

the second part of the work, a fertility study was carried out in the field in 

which the days of sexual abstinence prior to the experimental semen collection 

for elaboration of doses for cervical inseminations of previously synchronized 

ewes were considered. In this study, the highest fertility rates were obtained 

from males that had 2 to 5 days of abstinence between semen collections. 

In summary, andrological evaluation, through a multiparametric study 

that includes a complete ultrasonographic evaluation by measuring testicular 

volume with the ovine-specific ItraULE formula and testicular hemodynamics in 

the middle supratesticular area, in addition to semen evaluation, is a very 

useful tool to categorize rams according to their semen production and to 

maximize their reproductive performance in order to increase their fertility and 

therefore the productivity in the farms. 

 

Keywords: Ultrasonography, testicular volume, Doppler, testicular 

artery, testicular blood flow, sperm quality, ram, andrological assessment, 

reproductive performance, artificial insemination, fertility. 
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1.  Importancia del semental ovino en la reproducción 

La importancia socioeconómica del sector ovino está fuera de toda 

discusión. Se trata de una especie con sistemas de explotación sostenibles, muy 

ligada al suelo, que genera un bajo impacto medioambiental y que constituye 

una base sólida para fijar población en el medio rural. España cuenta con un 

total de 14,9 millones de cabezas (SITRAN, 2023) y es el país con mayor censo 

de ovino de la Unión Europea, contribuyendo con el 25% del censo total 

(EUROSTAT, 2023). Aun pareciendo estos datos esperanzadores, desde el año 

2007, el número de cabezas de ganado ha descendido en un 35,3% pasando de 

23 millones a menos de 15. El año 2012 fue el punto crítico donde los censos 

cayeron un 13,7% (MAPA, 2023a). En la comunidad autónoma de Castilla y León 

se censa el 16,3% de los animales, entre los que se encuentran 776.467 ovejas 

de aptitud lechera (37% del censo nacional), que lideran la producción nacional 

desde el año 2000 (actualmente el 53%). En cuanto a los datos productivos, el 

total de litros de leche de oveja se mantiene a lo largo de los años y el valor de 

la producción de leche de oveja se ha visto incrementado en un 10,6% en el año 

2021 con respecto al año 2020 (MAPA, 2023b). Aun siendo un sector menos 

tecnificado en comparación con el bovino y el porcino, estos datos confirman 

la exponencial profesionalización del sector ovino y, concretamente, del sector 

ovino lechero. Con esta información queda suficientemente demostrada la 

importancia estratégica del sector en nuestra región y la necesidad de 

implantar mejoras y avances para favorecer la tecnificación del colectivo y 

conseguir profesionalizar y hacer competitivo el sector a nivel mundial. Para 

conseguir este avance, diferentes campos de la producción animal han 

colaborado activamente en la mejora de los parámetros productivos. El sistema 

de producción se ha intensificado y las explotaciones con un mayor grado de 

tecnificación son aquellas que tienen todos los aspectos bajo control, como son 

la nutrición, las instalaciones adecuadas, el manejo de los animales, la genética 

y la reproducción como piedra angular. 

La reproducción es una función de lujo para el individuo y una función 

esencial para la supervivencia de la especie. Un animal puede estar 

perfectamente alimentado, alojarse en unas instalaciones ideales, ser 
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manejado de forma correcta y tener un alto valor genético; pero, si no es capaz 

de generar nuevos individuos para transmitir sus genes nos encontramos con un 

animal con una capacidad finita y sin trascendencia en el rendimiento global 

de la explotación. Esta capacidad se define como fertilidad. Evidentemente, 

existen una serie de factores (intrínsecos y extrínsecos) que influyen en la 

fertilidad y sobre los que se trabaja constantemente para conseguir aumentar 

los rendimientos reproductivos de las explotaciones. Entre ellos, encontramos 

los factores ambientales; como la estación, el año y los factores propios de cada 

granja como el estado sanitario o el manejo reproductivo; los factores 

dependientes de la hembra como la edad, el intervalo parto-parto, el número 

de partos o las enfermedades previas y, con un gran peso dentro del cómputo 

global, los factores dependientes del macho como la estacionalidad, la calidad 

espermática o la libido (Anel et al., 2005, 2006; Alvarez et al., 2019). 

Tradicionalmente, el semental ha sido el gran olvidado en el ámbito de la 

reproducción y, en la especie ovina, con más razón por el poco valor unitario 

en comparación con otras especies como los équidos o los bóvidos (MacLaren, 

1988). En los estudios publicados hace unos 30 años, se ha referenciado que el 

cincuenta por ciento del potencial reproductivo de un rebaño lo aporta el 

morueco (MacLaren, 1988), lo que afecta en gran medida a la rentabilidad de 

la granja (Pardos et al., 2008). En la actualidad, la importancia de un macho 

como individuo en el éxito reproductivo se considera mayor que la de la hembra, 

en tantas veces como intervenga ese macho en el binomio hembra-macho para 

generar nuevos individuos. Esta actuación es diferente si el macho es utilizado 

en una cubrición por monta natural, en la inseminación artificial por vía vaginal 

con semen refrigerado o en la inseminación artificial por vía laparoscópica 

utilizando semen descongelado (Maquivar et al., 2021; Montes-Garrido et al., 

2023). La inseminación artificial, aun siendo la técnica de reproducción asistida 

con mayor difusión en esta especie, presenta un grado de aplicación muy bajo 

(menos del 1%). A la hora de analizar los factores que determinan esta baja 

difusión, la alta variabilidad de los resultados de fertilidad obtenidos no resulta 

un estímulo para aumentar su uso. Esta situación genera un complejo escenario 

multifactorial que requiere de un análisis en profundidad. A los factores 

descritos anteriormente, se suman los que tienen una implicación directa con 
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la inseminación artificial y son los relacionados con la hembra (manejo, 

estacionalidad, morfología genital -cérvix-, tipo de celo -inducido o natural-, 

estado productivo, etc.), con la granja (manejo, condiciones sanitarias, 

condiciones ambientales), con el macho (estacionalidad, calidad seminal, 

conservación seminal -tipos de diluyentes y temperaturas de conservación-, 

etc.) y con la propia técnica (vía de aplicación, nº de espermatozoides/dosis, 

técnico, etc.) (Donovan et al., 2004; Paulenz et al., 2004; Anel et al., 2005, 

2006; Emsen et al., 2011). En este escenario, considerando la multitud de 

factores dependientes del macho, la optimización del trabajo y el rendimiento 

de los carneros de los centros de sementales podrá fomentar la difusión de la 

inseminación artificial. Para ello, la mejora de ciertos aspectos de la evaluación 

andrológica nos permitirá esa optimización del rendimiento de nuestros 

sementales donantes. 

2.  Valoración andrológica 

El estudio de la capacidad reproductiva de un macho se puede abordar 

realizando un examen básico en el que se analicen aspectos esenciales o 

mediante una valoración más especializada y avanzada. Establecer diferentes 

niveles de valoración andrológica se hace imprescindible para adaptar el 

examen a los machos localizados tanto en las granjas como en los centros de 

reproducción. La evaluación clínica de la capacidad reproductiva de los 

carneros se puede desglosar en los siguientes aspectos: (a) historial 

reproductivo del animal y evaluación del ratio “hembra-macho” en el rebaño, 

(b) examen general del animal y examen clínico y ecográfico del aparato genital 

externo, (c) evaluación seminal y, por último, (d) evaluación de la capacidad 

del macho para la monta mediante la libido (Gouletsou and Fthenakis, 2010). 

Con un examen básico, se ha demostrado que entre el 15 y el 20% de los 

sementales presentan lesiones severas y se consideran animales para descartar 

(Mozo et al., 2015). En el examen andrológico avanzado, la ultrasonografía 

supone una herramienta indispensable, ya que aporta información en tiempo 

real y secuencial sobre el rendimiento reproductivo del macho, además de ser 

una técnica no invasiva, no ionizante e indolora (Ortega-Ferrusola et al., 2014; 

Gouletsou, 2017). La ultrasonografía presenta diferentes modos útiles en el 
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campo de la reproducción: modo B y modos Doppler color y pulsado. El modo B 

ha sido utilizado en diferentes especies domésticas como una herramienta 

válida para estimar proporciones testiculares y la ecotextura del parénquima 

además de ayudar a identificar hallazgos clínicos inciertos, como pueden ser 

estadios iniciales de procesos patológicos macroscópicos o monitorizar cambios 

en lesiones (Gouletsou, 2017). Dentro de estas variables a estudiar con este 

modo ecográfico, cabe destacar el volumen testicular, objeto de estudio en la 

presente Tesis Doctoral. 

3.  Estudio del volumen testicular 

Tradicionalmente, el tamaño de los testículos ha sido una variable a 

tener en cuenta en la determinación de la capacidad reproductiva de los 

carneros (Cameron et al., 1986). En este contexto, la circunferencia escrotal 

ha sido el parámetro más estudiado y se relacionó positivamente con la 

producción (Langford et al., 1989) y negativamente con las morfoanomalías 

espermáticas en el carnero (Mickelsen et al., 1982). Varios estudios han 

evaluado la influencia del volumen y el peso testicular en la cantidad y calidad 

seminal (Aguirre et al., 2007; Hussein et al., 2022), y en la fertilidad de la 

especie ovina (Cameron et al., 1986). El volumen testicular ha sido un 

parámetro clave para estimar la producción espermática diaria (DSO) en 

diferentes especies como caballo (Ortega-Ferrusola et al., 2014), carnero (El-

Alamy et al., 2001) y toro (Brito et al., 2004). Además, dicha DSO ha sido 

empleada para conocer la eficiencia espermática (DSO real/DSO estimada), un 

índice utilizado de forma tradicional para diagnosticar desórdenes testiculares 

(Ortega-Ferrusola et al., 2014). La predicción de la DSO se puede calcular con 

una fórmula general para varias especies: DSO = 0,024 x Volumen Testicular 

total – 0,76 (Ortega-Ferrusola et al., 2014). Aunque se trata de una fórmula 

general, su uso no está extendido ni estandarizado, lo que significa que la DSO 

calculada de esta manera no es comparable entre estudios y su análisis no es lo 

suficientemente sólido como para considerarse un factor indicativo del 

rendimiento reproductivo en el carnero. 

En la actualidad, se están utilizando diferentes herramientas de medida 

del volumen testicular. Por un lado, el calibre clásico se ha utilizado en 
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diferentes especies como toro (Lunstra and Cundiff, 2003), perro (Gouletsou et 

al., 2008) y carnero (Milczewski et al., 2015). Por otro lado y como herramienta 

relativamente reciente, la ultrasonografía con calibres electrónicos 

incorporados se ha utilizado en caballo (Ortega-Ferrusola et al., 2014; Pozor et 

al., 2014), perro (Zelli et al., 2013), macho cabrío (Samir et al., 2015), carnero 

(Camela et al., 2019) y hombre (Hsieh et al., 2009). Con carácter residual, 

existen otras herramientas de medida, que son los orquidómetros descritos 

previamente por Prader (1966) y Rochester (1983), cuyo uso ha sido 

fundamentalmente en la especie humana y no ha trascendido de manera 

significativa a la especie ovina. 

Del mismo modo que existen diferentes herramientas de medida para 

estimar las proporciones del testículo y que son objeto de estudio en la presente 

Tesis Doctoral, también encontramos una gran variedad de fórmulas descritas 

en la bibliografía para calcular el volumen testicular. La fórmula del elipsoide 

(TV = Largo (L) x Alto (H) x Ancho (W) x 0,523) es la más aplicada (Gouletsou et 

al., 2008) y su uso se ha extendido a carnero (Camela et al., 2019), perro (de 

Souza et al., 2014, 2015; England et al., 2017) y caballo (Ortega-Ferrusola et 

al., 2014; Pozor et al., 2014). La fórmula del esferoide (TV = L x H2 x 0,523) 

también se ha utilizado en varios estudios como son los descritos en toro (Bailey 

et al., 1998; Brito et al., 2004) y carnero (Auclair et al., 1995). Otra fórmula, 

que se ha utilizado en un gran número de trabajos, es la fórmula empírica de 

Lambert (1951) (TV = L x H x W x 0,71). Esta fórmula ha sido utilizada en 

multitud de especies entre las que se encuentran el carnero (Hedia et al., 

2019), perro (Zelli et al., 2013; Moxon et al., 2015), macho cabrío (Samir et 

al., 2015), toro (Strina et al., 2016) y hombre (Schiff et al., 2004; Sakamoto et 

al., 2008). En el caso de la especie ovina, existen otras fórmulas descritas en 

la bibliografía para el cálculo del volumen testicular que hacen aún más difícil 

el consenso para establecer una fórmula definitiva y poder comparar estudios. 

Por un lado, tenemos la fórmula (TV = 0,0396 x L x (circunferencia escrotal)2) 

utilizada en los estudios de Giffin et al. (2014) y Steger et al. (1994) y, por otro, 

se describe la fórmula (TV = 2 x ((W/2)2 x µ x L) empleada por Ribeiro et al. 

(2017). 
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En ciencia aplicada, que es la desarrollada principalmente por nuestro 

grupo de investigación durante más de 30 años, es fundamental responder a la 

siguiente pregunta: ¿para qué? Y es que, en la materia a tratar en esta Tesis 

Doctoral, medir el tamaño de los testículos no tiene una explicación jerárquica 

o social, sino que se fundamenta en la relación con la producción espermática 

en diferentes escenarios prácticos. Para conocer la producción espermática 

teórica de un animal, además de saber el volumen testicular, se necesita saber 

la densidad y la producción por gramo de parénquima testicular. En la especie 

ovina no se tienen referencias sobre la densidad testicular, mientras que sí hay 

estudios en humana, 1,038 g/mL (Handelsman and Staraj, 1985) y en perro y 

toro, 1,04 g/mL (Rivkees et al., 1987). Por el contrario, sí se ha publicado que 

la producción diaria de espermatozoides por gramo de parénquima testicular 

en el carnero es de 21 a 25 x 106 espermatozoides (Amann and Hammerstedt, 

1993). Estos espermatozoides son producidos por las células espermáticas 

(desde espermatogonia hasta espermátida) que ocupan el 70-80% del volumen 

testicular. El resto lo forma el tejido intersticial, que incluye abundante 

número de células de Sertoli como soporte y células de Leydig productoras de 

testosterona (Giffin et al., 2009). Por todo esto, los cambios en el volumen 

testicular pueden reflejar profundas implicaciones en la espermatogénesis 

(Fernandez-Abella et al., 1999; Han et al., 2015), así como variaciones en la 

producción de testosterona (Elmaz et al., 2007). Todo lo mencionado 

anteriormente forma parte de la evaluación andrológica básica, pilar sobre el 

que se asienta la evaluación andrológica avanzada. 

4.  Ultrasonografía en la evaluación de los sementales 

En la evaluación andrológica avanzada y utilizando la ultrasonografía 

modo B, el parénquima testicular es otra variable objeto de estudio. La 

posibilidad de analizar la ecogenicidad mediante vídeos del parénquima 

permite tener una visión más objetiva y completa del órgano. Varios estudios 

han evaluado la ecotextura testicular utilizando diferentes software que 

analicen las imágenes y vídeos capturados durante la valoración del semental 

(Brito et al., 2003; Giffin et al., 2009; Abecia et al., 2020). En la especie ovina, 

Abecia et al. (2020) utilizaron el software Ecotext® para evaluar los cambios en 
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la ecotextura testicular en presencia o ausencia de hembras en estro durante 

la época no reproductiva; Chandolia et al. (1997), el software Synergyne© para 

valorar el desarrollo del tracto reproductivo y los efectos del acetato de 

leuprolide en corderos jóvenes; y Bartlewski et al. (2017) y Camela et al. (2019) 

emplearon el software Image Proplus® para estudiar los cambios ecográficos en 

el inicio de la espermatogénesis y durante la pubertad en machos jóvenes. 

De la misma manera que el modo B está incluido en la totalidad de los 

equipos ecográficos utilizados a nivel de campo, los modos Doppler color y 

pulsado están incorporados cada vez en más equipos y sirven para caracterizar 

y cuantificar el flujo sanguíneo testicular (Pozor and McDonnell, 2004). La 

cantidad y calidad seminal está afectada por la hemodinámica de la arteria 

testicular, que es la principal vía de aporte de oxígeno, nutrientes, hormonas 

reguladoras y productos secretores hacia y desde los testículos (Samir et al., 

2021; Velasco and Ruiz, 2021). Se origina directamente de la cara ventral de la 

arteria aorta abdominal y su diámetro es más amplio en el carnero que en otros 

animales de talla media o pequeña (Noordhuizen-Stassen et al., 1985). A nivel 

anatómico, se define de cuatro maneras según su curso: abdominal, funicular, 

marginal y parenquimatosa. La parte abdominal se extiende desde su origen 

hasta la abertura interna del canal inguinal, mientras que la parte funicular, 

también conocida como supratesticular, ocupa el cordón espermático poniendo 

fin en el extremo proximal del testículo. La parte marginal es la continuación 

de la parte funicular, localizándose en el margen epididimario del testículo y 

se extiende entre los extremos proximal y distal del testículo. Por último, la 

parte parenquimatosa, también llamada intratesticular, está formada por un 

grupo de ramas que discurren por el parénquima testicular hacia el mediastino 

(Sary et al., 2020). La arteria testicular es considerada como una arteria 

muscular y su pared está formada por tres capas o túnicas. La túnica íntima 

está formada por el endotelio, una fina capa de tejido conjuntivo laxo y la 

lámina elástica interna. La túnica media está formada principalmente por 

células musculares lisas, con fibras elásticas, laminillas elásticas y fibras 

reticulares. Por último, la túnica adventicia está constituida por colágeno y 

fibras elásticas, y contiene una red de fibras nerviosas vasomotoras autónomas 

no mielinizadas (Mescher, 2013). 
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Existen varios estudios sobre el uso de la ecografía modo Doppler para la 

evaluación del flujo sanguíneo de la arteria testicular en carneros (Batissaco et 

al., 2014; Ntemka et al., 2018; Camela et al., 2019; Hedia et al., 2019), y sus 

implicaciones sobre la función testicular. En estudios recientes en caballo y 

perro, se han utilizado con frecuencia las regiones supratesticular, marginal e 

intratesticular para la evaluación del flujo sanguíneo testicular en 

procedimientos clínicos rutinarios, describiéndose diferencias entre estas 

regiones (Carrillo et al., 2012; Souza et al., 2014; Ortiz-Rodriguez et al., 2017; 

Trautwein et al., 2020). En el caso de la especie ovina, son muy pocos los 

estudios que utilicen la parte marginal para cuantificar el flujo sanguíneo por 

su dificultad de medida y su poca practicidad (Elbaz et al., 2019), 

considerándose la región supratesticular la más adecuada para este fin en el 

carnero (Ntemka et al., 2018; Hedia et al., 2019). En este área, la arteria 

testicular es muy tortuosa prácticamente en todas las especies, demostrándose 

en varios estudios como por ejemplo, en camello (Kutzler et al., 2011), caballo 

(Ortega-Ferrusola et al., 2014), perro (Carrillo et al., 2012) y, de una forma 

más pronunciada, en el carnero (Elweza et al., 2021; Samir et al., 2021, 2023). 

La medición de la arteria testicular en la especie ovina se ha realizado en zonas 

aleatorias de la región supratesticular, capturándose de 2 a 4 mediciones 

(Batissaco et al., 2014; Hedia et al., 2019; El-Shalofy et al., 2021; Samir et al., 

2023) o incluso sin especificar la región de medida (Ntemka et al., 2018). Por 

lo citado anteriormente, se hace necesario un consenso y una estandarización 

de la región de medida de la arteria testicular de carnero para una mayor 

objetivación de los resultados que se obtengan. 

5.  Aplicaciones en escenarios prácticos 

Del mismo modo que se requiere una estandarización de la región de 

medida del flujo sanguíneo de la arteria testicular, es importante conocer la 

aplicación práctica de la cuantificación de la hemodinámica testicular. En este 

sentido, diferentes estudios han puesto de manifiesto una asociación entre el 

flujo sanguíneo testicular y la calidad espermática en varias especies, como los 

homínidos (Biagiotti et al., 2002), los équidos (Pozor et al., 2014; Ortiz-

Rodriguez et al., 2017) y los óvidos (Batissaco et al., 2014; Hedia et al., 2019). 
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En el caso de los camélidos (Kutzler et al., 2011) y los cánidos (Zelli et al., 

2013), se han utilizado parámetros Doppler para estimar tasas de fertilidad. 

Además de estandarizar la región de medición, conocer la mayor información 

posible acerca del macho es necesario para obtener unos resultados que sean 

aplicables y reproducibles en los diferentes escenarios prácticos. Uno de los 

aspectos útiles a conocer puede ser el ritmo de recogida seminal de los machos 

donantes en los centros de sementales, como demostraron Ollero et al. (1996), 

quienes observaron que diferentes periodos de abstinencia sexual pueden 

afectar a la calidad espermática en términos de viabilidad, motilidad e 

integridad acrosomal. En consonancia, las variaciones en la frecuencia de 

eyaculación inducen por un lado, cambios en el proceso de maduración y en las 

características funcionales espermáticas y, por otro, en la composición iónica 

y en la actividad enzimática del plasma seminal (Ollero et al., 1996; Kaya et 

al., 2002). Según nuestro conocimiento, no existen estudios con un gran número 

de machos que utilicen técnicas innovadoras y predictivas, como sería la 

ultrasonografía, junto con el análisis seminal, en términos cualitativos y 

cuantitativos, para evaluar la capacidad reproductiva de los carneros, 

utilizando como modelo de trabajo diferentes frecuencias de recogida seminal. 
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El correcto manejo de los sementales y de forma muy notable en los 

centros de sementales, requiere de una evaluación íntegra del animal 

incluyendo un examen exhaustivo del complejo testicular y una evaluación 

seminal completa. El objetivo de esta Tesis Doctoral es definir estrategias de 

mejora de la Inseminación Artificial Ovina, a través de la evaluación la 

capacidad reproductiva de los sementales, mediante el diseño de un panel de 

evaluación andrológica, con valor predictivo cualitativo y cuantitativo de la 

producción espermática y de la fertilidad. 

Este objetivo general se abordará a través de los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Optimizar el método para calcular el volumen testicular del semental 

ovino eligiendo la mejor herramienta de medida testicular, con el fin de 

obtener una nueva fórmula específica para estimar de forma precisa la 

producción espermática. 

2. Estandarizar el protocolo de medición del flujo sanguíneo testicular en 

el carnero mediante el estudio de las características histológicas, 

morfológicas y ultrasonográficas de la región supratesticular de la arteria 

testicular en tres regiones diferentes. 

3. Valorar la eficacia de la ultrasonografía en la evaluación de la función 

testicular del semental ovino a través del estudio de la morfometría, 

ecotextura y vascularización testicular, comprobando su relación con la 

cantidad y calidad seminal. 
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La metodología empleada, así como los resultados obtenidos en cada uno 

de los trabajos realizados en esta Tesis Doctoral, se describirán en detalle en 

cada uno de los siguientes capítulos que se relacionan con cada una de las 

publicaciones. 

La Publicación I se centra en evaluar la reproducibilidad del calibre 

clásico y el electrónico de los equipos de ultrasonografía en la medición de 

dimensiones testiculares, desarrollar una fórmula específica y adaptada a la 

especie ovina y relacionar el volumen testicular con la producción espermática. 

La Publicación II se centra en la estandarización de la región de medida 

del flujo sanguíneo de la arteria testicular en su zona supratesticular mediante 

estudios ultrasonográficos y anatómicos. 

La Publicación III, por su parte, se centra en valorar la eficacia de la 

técnica ecográfica para la evaluación de la capacidad reproductiva de los 

sementales ovinos. 
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SUMMARY 

Over the years, testicular volume has been used to evaluate the 

reproductive capacity of rams and the effects of different factors related to 

reproductive performance. The aim of this study was to determine the most 

suitable tool and formula to calculate testicular volume under field conditions 

to guarantee a more accurate determination of sperm production. First, 

testicles from 25 rams (n = 50) were measured in vivo and postmortem using 

calipers and ultrasonography during the breeding season (BS). The accurate 

testicular volume (ATV) was calculated through water displacement. In addition, 

the sexual status of donor rams was evaluated during a period of four years in 

a reproduction center, and the three most crucial groups in terms of genetic 

value and seminal collections were studied in the second part of this 

experiment: ER-NBS (Elite rams during the non-breeding season), ER-BS-S (Elite 

rams with a standard frequency of seminal collection), and ER-BS-O (Elite rams 

with a high frequency of seminal collection). The total testicular volume (TTV), 

testosterone (T), and total spermatozoa obtained from two consecutive 

ejaculates in the same day (SPERM) were measured, and the relationship 

between SPERM and TTV and T was analyzed to predict SPERM. Although all 

published formulas revealed statistically significant differences (p ≤ 0.05) from 

the ATV, our proposed formula (ItraULE) (Testicular volume = L x W x D x 0.61) 

did not show significant differences. In the second part of the study, in the ER 

as a model donor ram for its high genetic value and high demand from farmers, 

TTV and T showed strong positive correlations with SPERM (r = 0.587, p = 0.007 

NBS; r = 0.684, p = 0.001 BS-S; r = 0.773, p < 0.0001 BS-O). Moreover, formulas 

were established to predict SPERM in these practical scenarios. In conclusion, 

the use of ultrasonography and a new formula adapted to rams could improve 

the prediction of SPERM considering crucial factors such as season and semen 

collection frequency. 

Keywords: caliper; ultrasonography; breeding soundness examination; 

reproductive performance; artificial insemination 
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SUMMARY 

To fully understand the histological, morphometrical and heamodynamic 

variations of different supratesticular artery regions, 20 mature and healthy 

Assaf rams were examined through ultrasound and morphological studies. The 

testicular artery images of the spermatic cord as shown by B-mode analysis 

indicated a tortuous pattern along its course toward the testis, although it tends 

to be less tortuous close to the inguinal ring. Doppler velocimetric values 

showed a progressive decline in flow velocity, in addition to pulsatility and 

vessel resistivity when entering the testis, where there were significant 

differences in the Doppler indices and velocities among the different regions. 

The peak systolic velocity, pulsatility index and resistive index were higher in 

the proximal supratesticular artery region, followed by middle and distal ones, 

while the end diastolic velocity was higher in the distal supratesticular region. 

The total arterial blood flow and total arterial blood flow rate reported a 

progressive and significant increase along the testicular cord until entering the 

testis. Histological examination revealed presence of vasa vasorum in the 

tunica adventitia, with their diameter is higher in the proximal supratesticular 

zone than middle and distal ones. Morphometrically, the thickness of the 

supratesticular artery wall showed a significant decline downward toward the 

testis; meanwhile, the outer arterial diameter and inner luminal diameter 

displayed a significant increase distally. The expression of alpha smooth muscle 

actin and vimentin was higher in the tunica media of the proximal 

supratesticular artery zone than in middle and distal ones.  
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SUMMARY 

The frequency of semen collection is a crucial factor to consider in the 

rams performance inside breeding centers workout. To evaluate this factor, 

ram Breeding Soundness Evaluation could include sperm quality evaluation and 

new predictive and non-invasive tools such as ultrasound technique. In this work, 

an advanced ultrasonography technology, analyzing the testicular volume, 

echotexture, and vascular function, was used in three different frequencies of 

semen collection (abstinence frequency, AF; standard frequency, SF; and 

intensive frequency, IF). Semen samples were cooled (15 °C, 6 h) and evaluated 

in terms of production, motility, viability, apoptosis, and content of reactive 

oxygen species. Correlation coefficients were calculated between 

ultrasonography measurements of echotexture and blood flow and sperm 

quality parameters. Our results showed an increase in the testicular 

echotexture when the frequency of semen collection was intensified. Doppler 

parameters (PSV, RI, PI, TABF) increased (P ≤ 0.05) when the frequency of 

semen collection was intensified. The sperm motility and functionality 

decreased in the samples of IF (P ≤ 0.05), evidencing the frequency of semen 

collection’s influence. Moreover, moderate positive correlations were 

established among echotexture and different Doppler parameters with motility 

parameters in SF. Furthermore, the influence of abstinence days on AI success 

was analyzed in a field assay. The highest fertility rates were obtained when 

males had two to five abstinence days. To conclude, frequency of semen 

collection could be influenced in terms of semen quantity and sperm quality, 

showing changes in parenchyma echotexture and testicular vascularization. The 

standard semen collection frequency was the most adequate option. In addition, 

ultrasonography may be a predictive tool for estimating variations in the sperm 

quality of donor rams subjected to different frequencies of semen collection in 

reproduction centers. 

Keywords: Doppler, fertility, ovine, semen collection frequency, sperm 

quality, ultrasonography  
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En esta Tesis Doctoral hemos tratado de abordar, en el ámbito de la 

producción ovina, aspectos relativos a la valoración andrológica de los carneros 

con el objetivo final de aportar conocimientos que permitan mejorar la 

evaluación clínica de los sementales y aumentar la difusión y la tasa de 

fertilidad de la inseminación artificial ovina. 

En el primer estudio de la presente Tesis Doctoral, centramos nuestros 

esfuerzos en conocer la capacidad de producción espermática de los carneros 

para optimizar la gestión de un centro de reproducción. Lo ideal sería encontrar 

y establecer una medida rápida y fiable con capacidad predictiva del 

rendimiento productivo del testículo, planteándose el volumen testicular para 

tal fin. Además, por otro lado, sería de interés conocer un parámetro medible 

y con un impacto considerable en la producción espermática, como por ejemplo 

la testosterona (Aguirre et al., 2007; Zamiri et al., 2010). 

Como primer paso, para poder obtener resultados reproducibles, se debe 

elegir la herramienta de medida. En nuestro caso, se utilizaron los calibres 

clásico y electrónico, y se vio que las mediciones realizadas mediante 

ultrasonografía mostraron menores desviaciones estándar de forma significativa 

en comparación con las realizadas con el calibre clásico. Por lo tanto, la técnica 

ecográfica sería la herramienta más fiable y reproducible. En concordancia con 

nuestros resultados, Pricking et al. (2017) demostraron diferencias 

significativas entre el volumen testicular calculado mediante calibre clásico y 

ecografía en équidos. Por otro lado, Paltiel et al. (2002) observaron una 

desviación estándar significativamente mayor en los volúmenes testiculares de 

cánidos calculados con métodos clínicos en comparación con los ecográficos. 

Aunque las medidas con calibre convencional son fiables, baratas y sencillas 

(Bailey et al., 1998), la ecografía en modo B ofrece una serie de ventajas 

adicionales, como su carácter no invasivo, no ionizante, visualización en tiempo 

real, información secuencial y almacenamiento para futuras evaluaciones 

(Gouletsou, 2017). Asimismo, la técnica ecográfica es útil para interpretar 

hallazgos clínicos inciertos, detectar estadios tempranos de procesos 

patológicos, monitorizar cambios en las lesiones y estudiar la ecogenicidad del 

parénquima (Gouletsou, 2017; Camela et al., 2019; Montes-Garrido et al., 

2022). Por todas estas razones, la elección de la ecografía como la herramienta 
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más precisa y reproducible ha sido avalada en otras especies como perros 

(Paltiel et al., 2002; Gouletsou et al., 2008), toros (Abdel-Razek and Ali, 2005), 

caballos (Pricking et al., 2017) y humanos (Lin et al., 2009). Hoy en día, los 

equipos de ecografía con calibres electrónicos son muy accesibles para todos 

los técnicos veterinarios, y la determinación de las medidas testiculares podría 

ser añadida a la práctica clínica diaria. 

Continuando con la estandarización de las mediciones ecográficas dentro 

de la evaluación andrológica, el siguiente paso para conocer con mayor 

precisión el volumen testicular es establecer la fórmula más específica para la 

especie ovina. Se han utilizado varias fórmulas (Steger and Wrobel, 1994; 

Auclair et al., 1995; Elmaz et al., 2007; Giffin et al., 2014; Ribeiro et al., 2017; 

Camela et al., 2019; Hedia et al., 2019), pero según nuestros resultados, 

ninguna es lo suficientemente precisa para calcular el volumen testicular en el 

carnero. En varios estudios, la fórmula utilizada no es importante porque se 

trata de estudios comparativos, como son los llevados a cabo a lo largo del 

tiempo teniendo en cuenta las variaciones estacionales (Avdi et al., 2004), 

entre diferentes edades (Camela et al., 2019) o con diferentes frecuencias de 

recogida seminal (Montes-Garrido et al., 2022). Además, tanto los resultados 

obtenidos en nuestro estudio como los obtenidos en otros grupos de 

investigación (Paltiel et al., 2002; Pricking et al., 2017), demuestran que existe 

correlación positiva entre las fórmulas descritas en la literatura y el volumen 

testicular medido por desplazamiento de agua; sin embargo, la fórmula 

desarrollada por nuestro grupo (fórmula ItraULE: TV = L x W x D x 0,61) fue la 

única que no demostró diferencias significativas entre los valores obtenidos en 

mediciones in vivo y el valor post mortem medido por desplazamiento de agua 

en los mismos testículos. Por lo tanto, si se quiere saber si el volumen testicular 

puede ser un factor clave en la predicción de la producción de espermatozoides, 

debemos mejorar la exactitud de su cálculo y gracias a la fórmula desarrollada 

por nuestro grupo alcanzamos este objetivo. 

Una vez determinada la herramienta de medida y la fórmula para 

calcular el volumen testicular, se trató de aplicar en condiciones de campo. 

Considerando que los túbulos seminíferos ocupan el 67-83% del parénquima 

testicular y que la mayoría de las células que forman los túbulos son células 
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espermáticas en sus diferentes estadios de desarrollo (Giffin et al., 2009), la 

principal aplicación práctica del volumen testicular sería la predicción de la 

producción de espermatozoides. Para ello, se realizó un estudio retrospectivo 

en un centro de sementales durante los años 2018-2021 que sirviese para 

establecer el diseño experimental de nuestro trabajo y que fuese lo más 

representativo posible de la realidad de estos centros. En dicho estudio 

dividimos las recogidas seminales por estación y los machos en los de alto valor 

genético (carneros élite) y los que estaban utilizándose para las pruebas de 

progenie. De ahí, en nuestro diseño incluimos los carneros élite en época no 

reproductiva, y en época reproductiva con una frecuencia de recogida seminal 

estándar e intensiva. Este estudio mostró que el potencial reproductivo de los 

carneros élite está infravalorado por el excesivo régimen de recogida de semen 

debido a la alta demanda de dosis seminales por parte de los ganaderos. La 

elevada demanda de determinados machos hace que los rendimientos reales de 

estos carneros sean inferiores a los que podrían tener con un mejor manejo 

reproductivo. A pesar de todo, es interesante considerar el impacto económico 

en las ganaderías de determinados carneros donantes y la necesidad de 

utilizarlos para acelerar la mejora genética. Por lo tanto, se consideraron los 

machos sobreexplotados (con un ritmo de recogida seminal elevado, de 8 a 10 

saltos a la semana) como modelo para formar uno de los grupos experimentales 

durante la época reproductiva para estimar la producción espermática. 

Actualmente, no existe un consenso claro sobre la variación de la producción 

espermática a lo largo del año. Coincidiendo con los resultados obtenidos en 

nuestro estudio en carneros no sobreexplotados (ritmo de recogida 

estandarizado para la especie), Kafi et al. (2004) demostraron que la 

producción total de espermatozoides es constante a lo largo del año, sin 

variaciones estacionales. Sin embargo, otros estudios han demostrado 

diferencias significativas en la producción espermática entre los distintos meses 

del año, obteniendo mayores volúmenes de eyaculado y concentración 

espermática, al igual que porcentajes más altos de motilidad progresiva y más 

bajos de morfoanomalías espermáticas durante la estación reproductiva (Taha 

et al., 2000; Zamiri et al., 2010). A pesar de ello, todos los estudios coinciden 

en que el tamaño testicular varía significativamente a lo largo del año, 
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registrándose el valor más alto durante la época reproductiva (Avdi et al., 2004; 

Kafi et al., 2004; Zamiri and Khodaei, 2005; Tajangookeh et al., 2007). Esto 

podría deberse a la influencia hormonal, al coincidir en dicha época 

reproductiva los niveles más elevados de hormonas sexuales como la 

testosterona o el estradiol (Hedia et al., 2019). Esto justifica que no sea posible 

establecer una fuerte correlación positiva entre el volumen testicular y la 

producción espermática que sea válida durante todo el año. 

En nuestro trabajo, se observó una fuerte correlación positiva entre el 

volumen testicular y la producción espermática en los machos donantes durante 

la época no reproductiva. En esta estación, planteamos la hipótesis de que el 

volumen testicular depende directamente del número de células espermáticas 

(desde espermatogonia hasta espermátida) disponibles para producir 

espermatozoides; ya que la testosterona, que es otro de los factores 

importantes que influye en la espermatogénesis, presenta los niveles más bajos 

en este momento del año (Kafi et al., 2004; Zamiri et al., 2010; Hedia et al., 

2019). Además, basándonos en esta correlación, nuestro grupo desarrolló una 

fórmula para predecir la producción de espermatozoides bajo estas 

condiciones. Por el contrario, volumen testicular y producción espermática no 

correlacionan positiva y significativamente en carneros que tienen una 

frecuencia de recogida seminal estándar durante la época reproductiva. Al 

ampliar nuestro estudio y analizar la testosterona sérica, en este último grupo 

se demostró una fuerte correlación positiva con la producción espermática y 

este resultado puede estar relacionado y ser justificable con la variación en la 

secreción de melatonina en la especie ovina a lo largo del año. 

En este sentido, estudios previos demostraron que la producción de 

hormonas sexuales (testosterona y estradiol) varía claramente con la secreción 

de melatonina (Casao et al., 2013), la cual activa el eje hipotálamo-hipófisis-

gonadal y, como consecuencia, provoca el aumento de la producción de 

testosterona en las células de Leydig del carnero dependiente de la producción 

de GnRH hipotalámica y LH hipofisaria (Rekik et al., 2015). Además, es capaz 

de promover la producción del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I 

y disminuir la síntesis de estrógenos en las células de Sertoli (Deng et al., 2018), 

que desempeñan un papel importante en la regulación de la producción de 



57 

 

testosterona (Meehan et al., 2000). Es ampliamente conocido que tanto los 

niveles de melatonina como las concentraciones seminales, sanguíneas y 

pineales de testosterona además de otras hormonas relacionadas con la 

reproducción son mayores según aumenta la duración nocturna (fase oscura del 

ciclo luz-oscuridad) (Reiter, 1980, 1991; Hedia et al., 2019); por lo que la señal 

luminosa resulta ser antigonadotrópica en animales de día corto, como el 

carnero (Frungieri et al., 2017). Entre las hormonas reproductivas, la 

testosterona desempeña un papel clave en la espermatogénesis como ya se 

comentó anteriormente y se justifica de una manera detallada a continuación. 

Aunque la concepción clásica es que la FSH estimula la espermatogénesis y la 

LH la producción de testosterona (Shalet, 2009), se observó que en ratas 

inmunizadas contra la GnRH (Awoniyi et al., 1992), la espermatogénesis se 

mantuvo cualitativa y cuantitativamente sólo con testosterona. Este hecho 

también se demostró en hombres con una mutación que inactivaba el gen FSH-

R (Tapanainen et al., 1998) y en un ratón deficiente en FSH-β (Kumar et al., 

1997). Además, otro estudio determinó que los niveles basales de producción 

de espermatozoides y células germinales se mantenían gracias a la testosterona 

intratesticular (Plant and Marshall, 2001). Por todo lo expuesto anteriormente, 

la FSH no es esencial para la fertilidad del macho y el nivel sérico de 

testosterona puede ser el predictor más adecuado de la producción de 

espermatozoides. En este sentido y ratificando lo expuesto, sabiendo que la 

producción diaria de espermatozoides por gramo de parénquima testicular se 

estima entre 21 y 25 x 106 espermatozoides (Amann and Hammerstedt, 1993; 

Senger, 2012) durante la época reproductiva, los espermatozoides eyaculados 

por un macho donante con una frecuencia de recogida seminal estándar podrían 

ser inferiores a los que el macho produce fisiológicamente (Montes-Garrido et 

al., 2022), y es por esto que el tamaño testicular no es el parámetro más fiable 

para predecir la producción espermática. 

Por último, considerando los machos de alto valor genético y la alta 

demanda de sus dosis seminales durante la época reproductiva, el volumen 

testicular vuelve a tener un peso significativo para predecir la producción 

espermática. En este escenario, en nuestro trabajo demostramos una fuerte 

correlación positiva entre volumen testicular y producción espermática. 
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Nuestra hipótesis es que la cantidad de espermatozoides eyaculados podría ser 

prácticamente la misma que la de espermatozoides producidos en las gónadas. 

Estas condiciones experimentales se aproximan a las utilizadas en otras 

especies como caballo (Kavak et al., 2003; Thompson et al., 2004; Ortega-

Ferrusola et al., 2014; Pricking et al., 2017) o burro (Magalhaes et al., 2021), 

donde la producción espermática diaria esperada (DSO) se calcula tras 

sobreexplotar a los animales con varias recogidas seminales; por lo tanto, la 

producción de espermatozoides depende únicamente del tamaño testicular 

(Pricking et al., 2017). 

Continuando con la estandarización de las mediciones ecográficas para 

poder conseguir unos resultados objetivos, representativos y aplicables en el 

mayor número de individuos y situaciones posibles, en el segundo trabajo de la 

presente Tesis Doctoral se evalúa la caracterización de las mediciones 

morfológicas y ultrasonográficas de la arteria testicular en la región 

supratesticular. 

Como premisa y justificación de la medición de la hemodinámica 

testicular en una región concreta, hay que considerar que el testículo está 

formado por un tejido metabólicamente muy activo que es muy sensible a 

pequeñas variaciones en su suministro nutritivo. Este aporte se realiza a través 

de la arteria testicular. Al originarse directamente de la aorta abdominal, 

presenta una alta resistencia al flujo en los tramos iniciales, la cual disminuye 

hasta conseguir en última instancia una presión capilar intratesticular más baja 

que la de otros órganos, y sólo ligeramente superior a la presión venosa (Bergh 

and Damber, 1993; Bergh et al., 2001). La concentración de oxígeno en el 

testículo es baja (Setchell, 1990), por lo tanto, los tejidos de los túbulos 

seminíferos de alto metabolismo se adaptan a este entorno de baja tensión de 

nivel de oxígeno y baja presión sanguínea. Esta situación sugiere que cualquier 

alteración de la perfusión sanguínea y de la hemodinámica puede inducir daño 

isquémico y comprometer las funciones testiculares (Bergh et al., 2001). Aun 

así, los estudios previos que investigaron el flujo sanguíneo testicular no fueron 

precisos sobre la localización exacta de la medición en la región supratesticular 

y no describieron las regiones supratesticulares proximal y distal (Batissaco et 

al., 2014; Camela et al., 2019; Elbaz et al., 2019; Elweza et al., 2021). 
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Antes de utilizar un grupo de animales que sirvan para estandarizar este 

tipo de mediciones, es necesario que pasen un examen andrológico de una 

entidad menor, ya que debemos asegurarnos de que no presentan ningún 

proceso patológico o alteración. Por este motivo, en este trabajo también se 

analizaron otros parámetros físicos de los animales que se detallan a 

continuación. Se evaluó la circunferencia escrotal de nuestros carneros de raza 

Assaf y los valores obtenidos estaban en consonancia con los que observaron 

Batissaco et al. (2014) en carneros de raza Santa Inés y Camela et al. (2019) en 

machos de raza Dorper. Un estudio previo informó de la alta correlación entre 

la circunferencia escrotal ovina y bovina con la producción de espermatozoides 

y el porcentaje de espermatozoides normales, pero no lo encontró en su propio 

análisis en verracos (Clark et al., 2003). Continuando con la valoración inicial y 

utilizando la ecografía en modo B, el volumen testicular (calculado a través de 

la longitud, anchura y profundidad testicular) mostró valores próximos a los 

comunicados previamente en carneros (Batissaco et al., 2014; Camela et al., 

2019) y es el indicador principal de la producción espermática, donde los 

túbulos seminíferos son el principal constituyente testicular (Minter and 

DeLiberto, 2008; Condorelli et al., 2013; Ehala-Aleksejev and Punab, 2017; 

Elweza et al., 2021). Por otro lado, el cordón espermático aparecía como una 

zona circular anecoica, rodeada de regiones hiperecoicas; mientras que, en el 

Doppler color, el paquete vascular formado por la arteria testicular y el plexo 

pampiniforme se detectaba como grandes manchas con un grado variable de 

color rojo y azul durante la exploración, coincidiendo estos hallazgos con los 

descritos anteriormente en carneros (Camela et al., 2019; Elbaz et al., 2019; 

Hedia et al., 2019). En el último punto de la valoración inicial y utilizando el 

modo Doppler pulsado, pudimos apreciar que los testículos derechos e 

izquierdos no presentaban diferencias en cuanto al flujo sanguíneo. Este hecho 

concuerda con estudios recientes, donde se observa un desarrollo simétrico de 

los testículos en los carneros (Camela et al., 2019); además, se obtuvieron 

resultados similares en carneros de las razas Barki (Elbaz et al., 2019), Dorper 

(Camela et al., 2019) y egipcios de cola grasa (Hedia et al., 2019). Por otro 

lado, los índices Doppler de la arteria testicular no se vieron afectados 

significativamente por el peso corporal, la edad ni la frecuencia del pulso (Elbaz 
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et al., 2019). Como hecho reseñable, en este estudio hemos realizado un 

análisis Doppler de la zona marginal de la arteria testicular (en el borde 

epididimario del testículo). Sin embargo, el equipo de ultrasonidos no pudo 

interpretar las ondas Doppler obtenidas debido al pequeño tamaño del vaso y 

la menor velocidad del flujo sanguíneo en esa zona. No ocurrió lo mismo en la 

especie canina, donde se evaluaron las medidas hemodinámicas de la arteria 

testicular en 5 regiones diferentes: supratesticular distal, media y proximal, 

marginal e intratesticular (Trautwein et al., 2020). Centrándonos en las 

regiones objeto de estudio del presente trabajo, la zona supratesticular 

proximal presentó dificultades en la medición de la hemodinámica por dibujar 

algunas formas de onda altamente resistivas con flujo retrógrado al final de la 

diástole y grandes variaciones velocimétricas entre ondas consecutivas como 

las descritas previamente por Pozor y McDonnell (2004) en el caballo. En la 

medición del flujo sanguíneo en la zona supratesticular distal, nos encontramos 

con ondas monofásicas no resistivas con un patrón rectilíneo que imposibilitó la 

medición de los parámetros Doppler por no discernir marcadamente las fases 

del ciclo cardiaco como ya describieron otros autores (Camela et al., 2019; 

Elbaz et al., 2019; Hedia et al., 2019). Sin embargo, en la zona supratesticular 

media no se encontró ninguna problemática en este sentido. 

Una vez evaluadas las consideraciones previas y confirmada la ausencia 

de alteraciones en nuestro grupo de animales se procedió a la caracterización 

de la arteria testicular per se en los carneros en los cuales fue posible realizar 

la medición de la hemodinámica en las tres regiones (65%). Las imágenes de 

ultrasonografía en modo B revelaron variaciones significativas entre los 

diámetros de las arterias testiculares en el cordón espermático en las tres 

localizaciones estudiadas. El diámetro aumentó progresivamente a lo largo de 

su recorrido hasta entrar en el testículo. Este aumento progresivo del diámetro 

junto con una mayor tortuosidad permite una mayor superficie de intercambio 

de calor para mantener la temperatura testicular en los carneros 

aproximadamente 4 ˚C por debajo de la temperatura corporal (Coulter et al., 

1988). En cuanto a los índices Doppler, RI y PI son dos indicadores 

hemodinámicos medidos en la arteria testicular que se correlacionaron con la 

calidad de semen en caballos (Ortiz-Rodriguez et al., 2017), perros (Zelli et al., 
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2013) y carneros (Batissaco et al., 2014; Elweza et al., 2021). Recientemente, 

RI y PI han proporcionado datos útiles para predecir la futura función testicular 

y la producción espermática de los carneros (Camela et al., 2019; Hedia et al., 

2019). En nuestro estudio, el patrón de flujo sanguíneo testicular medido por 

ultrasonografía modo Doppler pulsado reveló variaciones significativas en RI y 

PI entre las tres zonas estudiadas, marcando una resistencia del vaso y una 

pulsatilidad de las ondas de alta a intermedia en las zonas supratesticular 

proximal y media; mientras que, en la zona supratesticular distal, los valores 

fueron bajos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos anteriormente en 

carneros (Batissaco et al., 2014; Camela et al., 2019; Elbaz et al., 2019; Hedia 

et al., 2019; Elweza et al., 2021). Por otro lado, Hedia et al. (2019) informaron 

que los valores del flujo sanguíneo testicular, incluidos RI y PI, aumentaban 

durante el verano, con una disminución del volumen testicular. Esta variación 

podría atribuirse a la resistencia vascular y/o a la variación del nivel de 

testosterona, así como a la variación estacional. Además, no se encontraron 

diferencias significativas en los valores de los índices Doppler, incluidos RI y PI, 

en carneros prepúberes y postpúberes (Camela et al., 2019), debido a que 

podría ocurrir lo mismo que en la especie humana, donde se demostró que la 

disposición vascular macroscópica de los testículos al nacer ya es similar a la 

observada en los testículos de individuos adultos (Suoranta, 1971). Los hallazgos 

de los valores de RI y PI aquí comunicados pueden explicarse por el hecho de 

que algunos órganos parenquimatosos como los testículos presentan 

normalmente un flujo sanguíneo continuo, asociado a una disminución gradual 

del periodo diastólico y sin flujo diastólico inverso que asegure una perfusión 

sanguínea constante para su correcto funcionamiento (Carvalho et al., 2008). 

Considerando el tipo de perfusión sanguínea de los testículos, en este trabajo 

analizamos las diferentes formas de onda que se presentan a lo largo de la 

arteria testicular en las diferentes regiones que se evaluaron. Las formas de 

onda del flujo sanguíneo fueron bifásicas y resistivas en la zona supratesticular 

proximal, tendiendo a ser bifásicas con resistividad intermedia en la zona 

supratesticular media; mientras que la zona supratesticular distal mostró 

formas de onda monofásicas y no resistivas. En este sentido, y en contraste con 

nuestros hallazgos, algunos estudios llevados a cabo previamente encontraron 
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una forma de onda monofásica no resistiva en la zona supratesticular de la 

arteria testicular de los carneros, pero no se referenció la ubicación exacta de 

la medición (Elbaz et al., 2019; Hedia et al., 2019). Por su parte, en el caso de 

la especie equina, el flujo sanguíneo de la parte más proximal y tortuosa de la 

arteria testicular dentro del cordón espermático reveló un carácter resistivo y 

bifásico (Pozor and McDonnell, 2004). Estas diferencias de las formas de onda 

podrían atribuirse a variaciones de especie, raza, posición testicular, estación 

o disposición de los vasos sanguíneos (Velasco and Ruiz, 2021). Así, la región 

supratesticular de la arteria muestra algunas diferencias en la medición de 

varios parámetros del flujo sanguíneo, probablemente relacionadas con las 

circunvoluciones y la tortuosidad (Trautwein et al., 2020). Como se detectó en 

nuestro estudio, las velocidades sanguíneas medidas mediante ultrasonografía 

modo Doppler pulsado mostraron una disminución progresiva y significativa, 

además de la pulsatilidad y la resistividad de los vasos cuando entran en el 

testículo. PSV y EDV fueron más altas en la zona supratesticular proximal 

mientras que los valores más bajos se registraron en la zona supratesticular 

distal. Estos hallazgos fueron bastante similares a los observados por Camela et 

al. (2019). Este hecho, a su vez, permite un mayor tiempo de contacto con la 

sangre venosa para el intercambio de calor y de gases con el tejido (Batissaco 

et al., 2014). Además, los parámetros TABF y TABF rate mostraron un 

incremento significativo a medida que se evalúan más próximos al testículo, 

observándose los valores más altos en la zona supratesticular distal. 

Curiosamente, TABF y TABF rate se utilizan como indicadores fiables de la 

perfusión testicular, y son más sensibles que otras velocidades o índices 

similares para la detección de pequeños cambios en la perfusión testicular 

(Ortiz-Rodriguez et al., 2017). 

Tras la evaluación ecográfica de la morfometría de la arteria testicular 

en las tres zonas de la región supratesticular, se realizaron cortes histológicos 

en muestras post mortem de los mismos animales. El análisis morfométrico de 

las distintas capas de la pared arterial testicular reveló variaciones 

significativas de grosor entre las distintas zonas, donde los grosores de las 

túnicas arteriales eran mayores en la zona supratesticular proximal y disminuían 

distalmente. El mayor grosor de la túnica media, además del menor diámetro 
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luminal interno de la arteria testicular en la zona supratesticular proximal, 

explica el hecho de la elevada resistencia sanguínea encontrada normalmente 

en la evaluación hemodinámica. Además, la resistividad sanguínea disminuye 

normalmente según se mida en una zona más próxima al testículo debido al 

aumento de la prolongación y tortuosidad de la arteria testicular, con una 

reducción del grosor del endotelio vascular hasta entrar en el testículo 

(Trautwein et al., 2020). Los diámetros arteriales externos medidos en las 

secciones histológicas fueron inferiores a los registrados mediante 

ultrasonografía en modo B in vivo en las mismas regiones. Estas variaciones 

pueden atribuirse al efecto de contracción de la fijación en formol y al 

procesamiento tisular de las muestras de la arteria testicular para los análisis 

histológicos. Esto fue revelado en un estudio previo en perro donde se observó 

una disminución del diámetro de los vasos sanguíneos por el procesamiento 

histológico (Dobrin, 1996). En cuanto a la túnica adventicia, desempeña un 

papel esencial en el estado saludable de la pared arterial. Está formada 

principalmente por fibras de colágeno y contiene tejidos linfáticos, fibras 

nerviosas y una red de microvasculatura conocida como vasa vasorum, que es 

responsable del suministro de nutrientes y oxígeno a la propia pared vascular 

(Li et al., 2020). En ella, se encuentran una gran diversidad de células, como 

macrófagos, linfocitos, células dendríticas, células progenitoras de antígenos 

de células madre, mastocitos y fibroblastos (Mazurek et al., 2017). 

Morfométricamente, el diámetro de la vasa vasorum era mayor en la región 

supratesticular proximal de la arteria testicular, y disminuía gradualmente en 

dirección distal hacia el testículo. Estos hallazgos confirmaron el hecho de que 

el grosor de la pared vascular es un factor importante para determinar la 

presencia o ausencia de vasa vasorum (Mescher, 2013; Tonar et al., 2016). En 

cuanto a la túnica media, las células musculares lisas (SMCs) son el principal 

tipo celular y regulan el tono vascular y el flujo sanguíneo mediante la 

contracción y relajación celular dinámica. La α-actina del musculo liso (α-SMA) 

se considera el primer marcador de SMC que se expresa durante la 

embriogénesis, y es la proteína más abundante en las SMCs (Mazurek et al., 

2017). Considerando la importancia de la α-SMA como marcador, en este 

trabajo se realizó la técnica inmunohistoquímica para evaluar su presencia y la 
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de la vimentina. En cuanto a la expresión de α-SMA, fue mayor en la túnica 

media de la zona supratesticular proximal de la arteria testicular que en las 

zonas supratesticular media y distal. Esta reducción de la expresión en estas 

últimas puede atribuirse a la disminución gradual del grosor de la túnica media 

en la región más distal próxima al testículo. En cuanto a la vimentina, es una 

proteína maestra de los filamentos intermedios de las células musculares lisas 

y los tejidos y regula el citoesqueleto de actina en el músculo liso (Tang, 2018). 

Además, la vimentina también se expresa en las células endoteliales de los 

vasos sanguíneos, lo que la convierte en un buen marcador de la distribución 

microvascular, ya que las células endoteliales de los vasos sanguíneos de todos 

los tamaños, desde los capilares hasta las arterias, son fuertemente reactivas 

(Sarnat and Flores-Sarnat, 2013). Cabe destacar que la vimentina mostró 

inmunorreactividad en la capa endotelial de todas las zonas supratesticulares 

estudiadas. En el caso de la zona supratesticular proximal, la túnica media 

mostró una mayor expresión de vimentina que en las zonas supratesticulares 

media y distal. Los datos morfológicos y hemodinámicos mostraron en gran 

medida que las zonas supratesticulares media y distal son prácticamente 

similares, no existiendo diferencias significativas entre ambas zonas en 

aproximadamente el 60% de los datos obtenidos. A pesar de esto, los 

parámetros que se diferenciaban se consideran importantes en la valoración 

clínica (velocidades sanguíneas e índices Doppler), a lo que hay que sumar la 

dificultad de medición en la región supratesticular distal por las características 

del flujo sanguíneo en dicha región. Por el contrario, había grandes diferencias 

significativas entre las zonas supratesticulares proximal y distal en todos los 

datos obtenidos. De acuerdo con estos resultados, se propone que la zona 

supratesticular media puede utilizarse como región de referencia para evaluar 

la hemodinámica de la arteria testicular en el diagnóstico clínico de rutina. 

Una vez estandarizadas las diferentes medidas ecográficas utilizadas 

para la valoración de los sementales, en la presente Tesis Doctoral se incluye 

un trabajo utilizando las mediciones tomadas mediante ultrasonografía en todos 

los niveles de complejidad aplicables en condiciones de campo junto con una 

evaluación seminal considerablemente compleja estudiando la motilidad y 

funcionalidad espermática. Todo ello, tratando de trasladar la realidad que se 
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vive en los centros de sementales. Uno de los problemas importantes de dichos 

centros es el excesivo ritmo de trabajo testicular que tienen algunos sementales 

de alto valor genético. Esta situación se convierte en rutina por la demanda de 

dosis de esos machos por parte de los ganaderos y, al tratarse de una situación 

que es difícilmente cambiable, se plantea un tercer trabajo utilizando como 

escenario práctico diferentes frecuencias de recogida seminal. Para 

contextualizarlo, se realizó un estudio retrospectivo a lo largo de cuatro años 

aprovechando la colaboración activa de nuestro grupo de investigación con el 

centro de sementales OVIGEN. En este estudio se utilizaron los datos recogidos 

desde el año 2018 al 2021 de la frecuencia de eyaculaciones de los 130 machos 

de raza Assaf alojados en el centro. 

La mejora de los carneros donantes de semen, en términos de calidad y 

rendimiento espermático en los centros de reproducción, es una alternativa 

factible para incrementar los resultados de fertilidad de la inseminación 

artificial. En este contexto, la frecuencia de recogida de semen es un factor 

comúnmente estudiado en varias especies como el carnero (Aguirre et al., 

2007), el verraco (Frangeî et al., 2005), el caballo (Gamboa et al., 2011), la 

paloma (Klimowicz et al., 2005) o el ser humano (AlAwlaqi and Hammadeh, 

2017). En nuestro estudio, la producción de espermatozoides y los parámetros 

de calidad disminuyeron al aumentar la frecuencia de recogida de semen. Estas 

evidencias concuerdan con los hallazgos de otros estudios realizados en carnero 

(Kaya et al., 2002) o en el ser humano (Mayorga-Torres et al., 2015), en los que 

también se informó de que el aumento de la frecuencia de recogida de semen 

tenía un impacto negativo en el recuento espermático. Nuestros hallazgos 

actuales concuerdan con los de un estudio realizado por Ollero et al. (1996), 

en el que se obtuvo aproximadamente un 27% menos de volumen de eyaculado 

tras 1 ó 2 días de abstinencia en comparación con una abstinencia de 3 días, y 

la concentración de espermatozoides disminuyó significativamente a medida 

que disminuía el periodo de abstinencia. En nuestro estudio, 72 horas de 

abstinencia sexual fueron suficientes para una recuperación parcial del 

volumen eyaculado y de la producción de espermatozoides, lo que nos permitió 

descartar un fenómeno de pérdida de funcionalidad testicular. En consonancia 

con nuestros resultados sobre la cantidad de espermatozoides, la motilidad 
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espermática, que se utiliza en la evaluación de rutina (Ollero et al., 1996), 

mostró una disminución significativa en la frecuencia intensiva de recogida 

seminal (IF), lo que demuestra la influencia de la frecuencia de recogida 

seminal en los parámetros de motilidad espermática concordando con otros 

estudios en carneros (Kaya et al., 2002) y verracos (Frangeî et al., 2005). 

En cuanto a la funcionalidad espermática, no hubo diferencias 

significativas en la viabilidad de los espermatozoides. En cambio, los 

parámetros de funcionalidad espermática más avanzados utilizados para valorar 

la conservación seminal y medidos mediante citometría de flujo mostraron 

cambios interesantes. La actividad de las caspasas 3 y 7, que son cisteinil 

aspartato proteasas específicas y ejecutan la ruptura de proteínas estructurales 

y DNA (Martí et al., 2006), presentó el valor más alto en IF. Por ello, este 

hallazgo se relacionó con cambios apoptóticos, que podrían comprometer la 

capacidad de fecundación del ovocito (Said et al., 2006; Dogan et al., 2013). 

En cuanto a las especies reactivas de oxígeno (ROS), el porcentaje más bajo de 

contenido de ROS se encontró en IF. El contenido de ROS de los 

espermatozoides, medido mediante la sonda CellROX™ Deep red, refleja 

principalmente una intensa actividad mitocondrial en lugar de estrés oxidativo 

tal como se ha demostrado en equino (Plaza Davila et al., 2015; Martin Muñoz 

et al., 2016) y ovino (Anel-Lopez et al., 2021; Riesco et al., 2021). Así pues, 

una alta frecuencia de recogida seminal podría reducir la actividad mitocondrial 

de los espermatozoides de carnero debido a que podrían existir proteínas 

relacionadas con estos procesos y el tiempo de almacenaje de los 

espermatozoides en el conducto epididimario. Contrariamente a nuestros 

hallazgos, en la especie humana, los parámetros medidos por citometría de 

flujo no se vieron afectados significativamente tras un periodo de 2 semanas de 

eyaculación diaria, aunque también se observó una tendencia decreciente en 

la producción intracelular de ROS (Mayorga-Torres et al., 2015). Y lo que es más 

interesante, tras un breve periodo de recuperación (3 días de abstinencia 

durante el fin de semana) en el modelo IF, la apoptosis y la actividad 

mitocondrial mejoraron significativamente. Esta mejoría en cuanto a la calidad 

espermática concuerda con las observaciones de Ihukwumere y Okere (1990) y 

podría deberse a que los espermatozoides pueden necesitar un tiempo mínimo 
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de almacenamiento en la cola del epidídimo. Varios componentes epididimarios 

han colaborado en la capacidad fecundante y la motilidad de los 

espermatozoides debido a cambios e interacciones bioquímicas y biofísicas 

(Dacheux et al., 2003), como por ejemplo, la clusterina, que es la proteína más 

abundante del líquido epididimario en la cola de epidídimo del carnero (van 

Tilburg et al., 2021). Esta proteína participa en la maduración espermática, el 

transporte de lípidos (Tenniswood et al., 1992) y la remodelación de la 

membrana espermática; actúa como chaperona (Humphreys et al., 1999) y 

previene el daño peroxidativo (Reyes-Moreno et al., 2002).  

Para completar la BSE, en este estudio en condiciones de campo, 

también se han utilizado métodos tradicionales como la libido y los exámenes 

clínicos (Tulley and Burfening, 1983; MacLaren, 1988; Fthenakis et al., 2001) o 

la evaluación ecográfica básica, incluyendo la medición del volumen testicular 

(Camela et al., 2019) y utilizándolo para comparar entre grupos 

experimentales. Como se ha demostrado en el primer trabajo de la presente 

Tesis Doctoral, en esta situación, una fórmula descrita en la bibliografía es 

válida por presentar una alta correlación entre el volumen que se calcula con 

dicha fórmula y el volumen testicular real. En este tercer trabajo, se detectó 

un aumento significativo del volumen testicular en la IF en comparación con el 

medido tras un mes de abstinencia sexual (AF), lo que podría explicarse por una 

elevada demanda de producción de espermatozoides que provoca una 

hipertrofia testicular temporal y compensatoria (Gaudino et al., 2008). Otra 

posible explicación parcial al aumento observado del volumen testicular es el 

avance de la época reproductiva (Hedia et al., 2019), ya que la duración del 

experimento fue de 2 meses. Como era de esperar, la testosterona sérica y la 

libido fueron mayores de forma significativa en IF en relación con los otros 

grupos experimentales. Esto podría estar relacionado con la estación del año y 

el sobreesfuerzo testicular, que podría desencadenar la activación de 

diferentes vías del eje hipotálamo-hipófisis, provocando el aumento de 

testosterona como mecanismo compensatorio. Algunos autores demostraron 

este efecto cuando aplicaron varios tratamientos para mejorar el rendimiento 

reproductivo, como la buserelina (El-Shalofy and Hedia, 2021) o la eCG 

(Beracochea et al., 2020). 
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En este tipo de estudios en los que se trata de realizar una evaluación 

clínica de la capacidad reproductiva de los carneros, existen nuevos parámetros 

y estudios integrales de la evaluación ecográfica que podrían ser más 

predictivos y reforzar la optimización del manejo reproductivo actual del 

morueco para obtener una alta calidad espermática y mejorar las tasas de 

fertilidad. Por esto, en nuestro trabajo realizamos una valoración de la 

ecotextura testicular utilizando Ecotext® y una evaluación de la vascularización 

testicular utilizando parámetros Doppler en combinación con el análisis de la 

calidad espermática, incluyendo motilidad y fisiología espermáticas, para 

analizar posibles correlaciones. De acuerdo con la literatura publicada, esta es 

la primera vez que un factor del macho (frecuencia de recogida de semen) se 

utilizó de forma integral dentro de la BSE de carnero: desde la evaluación 

ultrasonográfica, como predictor de la capacidad reproductiva de los carneros, 

hasta la medición y análisis de la calidad espermática. Los parámetros de 

ecotextura revelaron cambios en la estructura del parénquima, aumentando la 

ecogenicidad a medida que se intensifica la frecuencia de recogida de semen. 

Observamos una disminución significativa del número de píxeles negros (EC1), 

del área tubular y del diámetro tubular con la intensificación de la frecuencia 

de recogida de semen. Todos ellos podrían estar relacionados con el lumen de 

los túbulos seminíferos. También se observó un aumento significativo del 

número de píxeles blancos (EC2) y del nivel medio de gris de los píxeles (EC3). 

Ambos cambios de ecotextura podrían deberse a la presencia de diferentes 

tipos de células del lumen, como demostraron Giffin et al. (2014), los cuales 

correlacionaron la ecotextura testicular con el tipo celular predominante 

(menor ecotextura con mayor grado de diferenciación celular) en el lumen de 

los túbulos seminíferos en la especie ovina. Así, nuestros hallazgos podrían 

explicarse por la alteración sufrida en la composición de las células del lumen 

bajo diferentes frecuencias de recogida seminal. Por otra parte, en un estudio 

realizado por Camela et al. (2019), los carneros peripúberes mostraron menor 

luz de los túbulos seminíferos y, por consiguiente, mayor ecotextura testicular 

que los carneros postpúberes. Estos hallazgos en carneros peripúberes podrían 

estar en concordancia con los cambios de ecotextura al aumentar la intensidad 

de la recogida seminal, mostrando menos áreas hipoecogénicas relacionadas 
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con el lumen de los túbulos seminíferos por un mayor vaciado de los túbulos. 

Por otro lado, la densidad de áreas hipoecogénicas por cm2 no mostró cambios 

entre regímenes. Esto podría deberse a que, en los machos adultos, la cantidad 

relativa de túbulos seminíferos permanece estable cuando los machos alcanzan 

la madurez sexual (Steger and Wrobel, 1996). A pesar de ello, en la AF se 

encontraron correlaciones negativas entre la densidad tubular y la TM y los RAP 

PM. Esto podría sugerir que los machos con más túbulos seminíferos tienen una 

motilidad espermática deficiente en periodos de abstinencia en cuanto a la 

recogida de semen. Aunque una gran cantidad de espermatozoides podría 

almacenarse en el epidídimo en los machos con más túbulos seminíferos, 

durante los periodos de abstinencia prolongados, los espermatozoides están 

expuestos a varios factores inhibidores de la motilidad espermática [pH ácido y 

una elevada relación potasio/sodio en el líquido epididimario (Iwamoto and 

Gagnon, 1988; Skandhan, 2004)], que podrían afectar negativamente a su 

futura motilidad tras la eyaculación (Ayad et al., 2018). Siguiendo con la 

valoración integral de la capacidad reproductiva de los carneros basada en la 

evaluación ecográfica, en la bibliografía se describió el modo Doppler pulsado 

como indicador de la funcionalidad testicular en condiciones estándar en 

carnero (Batissaco et al., 2014; Hedia et al., 2019), perro (Zelli et al., 2013), 

caballo (Ortiz-Rodriguez et al., 2017) u hombre (Pinggera et al., 2008). Sin 

embargo, los parámetros Doppler no se habían investigado en diferentes 

frecuencias de recogida seminal correlacionando estos análisis con estudios de 

calidad espermática. En primer lugar, PSV y PI aumentaron significativamente 

y RI y TABF no variaron de forma significativa en SF en comparación con AF. 

Esto podría explicarse debido a que PSV y PI pueden ser predictores tempranos 

de cambios en la perfusión sanguínea testicular, como describieron Jolly et al. 

(2013). Además, el RI se altera cuando se producen trastornos más graves 

(Pinggera et al., 2008). Este hecho también se apreció en la especie canina, 

donde los perros infértiles presentaban una PSV menor que los fértiles sin variar 

el RI porque la resistencia del lecho vascular depende de múltiples factores 

como el diámetro y la tortuosidad de los vasos (de Souza et al., 2015). Aunque 

no se ha descrito previamente, observamos correlaciones positivas entre 

algunos parámetros ultrasonográficos (Área y diámetro tubular, RI y PI) y de 
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motilidad espermática (PM, RAP PM, VSL y BCF). Para conseguir explicar de 

forma clara y concisa esta correlación descubierta en nuestro trabajo, es 

necesario vislumbrar otras correlaciones previas descritas que demuestren que 

nuestros hallazgos cobran sentido. Es aquí donde aparecen los antioxidantes del 

plasma seminal. De esta forma, otros parámetros de calidad espermática se 

correlacionaron positivamente con algunos antioxidantes del plasma seminal 

como superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y glutatión reducido (Hedia 

et al., 2020). Además, Hedia et al. (2020) también confirmaron correlaciones 

positivas entre los antioxidantes del plasma seminal presentados en muestras 

de espermatozoides de alta calidad y los índices Doppler, conectando así con 

nuestras correlaciones positivas en SF entre los parámetros ecográficos y los de 

motilidad espermática. Por otra parte, todos los índices (RI, PI y TABF) 

aumentaron significativamente en la IF con respecto a la SF. Este hallazgo 

podría indicar un aumento de la resistencia al flujo sanguíneo, de la pulsatilidad 

en las oscilaciones de la forma de onda y del flujo sanguíneo por minuto como 

consecuencia del estrés testicular por la frecuencia intensiva de recogida 

seminal. Teniendo en cuenta que una baja tensión de oxígeno en los túbulos 

seminíferos es esencial para la espermatogénesis (Bergh and Damber, 1993), la 

baja calidad del esperma en la IF podría justificarse por un aumento del flujo 

sanguíneo con una mayor tensión de oxígeno. Recientemente, Ntemka et al. 

(2018) correlacionaron negativamente los índices Doppler (RI y PI) con las 

anomalías espermáticas. En nuestro trabajo, encontramos, por primera vez, 

que estos índices Doppler correlacionaban negativamente con parámetros de 

funcionalidad espermática medidos por citometría de flujo en consonancia con 

Hedia et al. (2019) y Ntemka et al. (2018). Sin embargo, para encontrar estas 

correlaciones, planteamos la hipótesis de que es necesario exponer al testículo 

a un sobreesfuerzo. Un estudio reciente realizado por Brito et al. (2021) 

comparando perros jóvenes y seniles reveló una menor calidad espermática en 

los perros seniles y no detectó diferencias significativas en la evaluación 

ultrasonográfica en modo B (Brito et al., 2020). En este sentido, las 

características vasculares de los testículos pueden ser los factores causales 

subyacentes a los cambios en la espermatogénesis y, como consecuencia, 

afectar negativamente a la calidad espermática de los carneros donantes en 
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una frecuencia intensiva de recogida seminal. Basándonos en nuestros 

resultados, estudios avanzados de la ecotextura y hemodinámica testicular 

medidos mediante software específico y modo Doppler, respectivamente, son 

cruciales en la evaluación ecográfica de la capacidad reproductiva de los 

sementales. 

En la segunda parte del tercer trabajo, realizamos un ensayo de campo 

para demostrar la importancia de las frecuencias de recogida de semen en el 

éxito de la AI. Se ha demostrado que la fertilidad se ve afectada por muchos 

factores (intrínsecos y extrínsecos) relacionados con la hembra, con la 

explotación, con la propia técnica y, evidentemente, con el macho (Anel et al., 

2005, 2006; Alvarez et al., 2019). Dentro de los factores dependientes del 

macho, la frecuencia de recogida de semen no se ha relacionado previamente 

con las tasas de fertilidad. Dentro de los eyaculados que se consideraron válidos 

según los criterios de exclusión de los centros de reproducción (Neila-Montero 

et al., 2022), cuando realizamos análisis más avanzados como motilidad y 

funcionalidad espermática, detectamos diferencias significativas en varios 

parámetros (TM, PM, RAP PM, actividad de las Caspasas 3 y 7, y contenido en 

ROS) y, por tanto, pensamos que la capacidad fecundante de dichas muestras 

podría estar alterada. En nuestros resultados de campo, el intervalo estándar 

de abstinencia sexual, de 2 a 5 días, representó la tasa de fertilidad más 

elevada. Además, en un ensayo descriptivo, pudimos observar la misma 

tendencia en las tasas de fertilidad en la mayoría de los machos evaluados 

comparando diferentes días de abstinencia antes de la recogida de semen 

utilizada para la AI. Como hemos mencionado anteriormente, este hecho podría 

deberse a la influencia del tiempo de almacenamiento de los espermatozoides 

en la cola del epidídimo (van Tilburg et al., 2021). Este trabajo allana el camino 

para conocer cuál sería la frecuencia óptima de recogida de semen para cada 

carnero. Sería muy beneficioso agrupar a los machos en diferentes frecuencias 

de recogida de semen para obtener el máximo rendimiento reproductivo de 

cada carnero y aumentar su fertilidad. Para lograrlo, se debería incluir una 

evaluación ultrasonográfica compleja en la BSE del carnero para predecir la 

capacidad reproductiva individual del macho y optimizar su manejo 

reproductivo. En esta Tesis Doctoral se asientan las bases de dicha BSE 
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ensalzando la importancia de la ultrasonografía como herramienta de 

evaluación. También se abren las puertas a la inclusión de nuevas alternativas 

para la predicción de la capacidad reproductiva del semental ovino como la 

Inteligencia Artificial utilizando algoritmos de Machine Learning que relacionen 

las imágenes ecográficas y la calidad seminal en términos cuantitativos y 

cualitativos, además de aproximarnos a la predicción de la fertilidad del 

carnero. 
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PRIMERA. La ecografía es la herramienta más reproducible para las 

mediciones testiculares y la fórmula más precisa para calcular el volumen 

testicular en el carnero es la propuesta en la presente Tesis Doctoral: Volumen 

testicular = profundidad testicular x anchura testicular x longitud testicular x 

0,61. 

SEGUNDA. El volumen testicular es un buen indicador de la producción 

espermática en los carneros durante la época reproductiva con una frecuencia 

de recogida seminal alta (8-10 eyaculaciones por semana) y durante la no 

reproductiva con una frecuencia de recogida seminal estándar (4 eyaculaciones 

por semana). Por el contrario, no es un buen predictor durante la época 

reproductiva en machos con un régimen de trabajo estándar en cuyo caso sí lo 

es la concentración de testosterona sérica. 

TERCERA. Las características morfológicas de la arteria testicular de 

carnero influyen en la hemodinámica sanguínea, de manera que el aumento del 

diámetro arterial en las regiones más próximas al testículo da lugar a una 

reducción de la velocidad sistólica e índices Doppler a este nivel. 

CUARTA. La zona supratesticular media, de fácil acceso y con 

características hemodinámicas estandarizadas y reproducibles, es la región 

recomendada para la evaluación del flujo sanguíneo de la arteria testicular en 

la evaluación de los sementales ovinos. 

QUINTA. La ultrasonografía puede predecir variaciones en la calidad 

espermática relacionadas con cambios en la ecotextura del parénquima 

testicular y en la hemodinámica de la arteria testicular. 

SEXTA. La valoración andrológica a través de un estudio 

multiparamétrico que incluya una evaluación ultrasonográfica completa y una 

valoración seminal avanzada es muy útil para categorizar a los carneros de 

forma individual en función de su frecuencia de recogida seminal óptima, 

maximizando su rendimiento reproductivo. 
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FIRST. Ultrasonography is the most reproducible tool for testicular 

measurements and the most accurate formula for calculating testicular volume 

in rams is the one proposed in this Doctoral Thesis: Testicular Volume = 

testicular depth x testicular width x testicular length x 0.61. 

SECOND. Testicular volume is a good predictor of sperm production 

during the breeding season in rams with a high semen collection frequency (8-

10 ejaculations per week) and during the non-breeding season in rams with a 

standard semen collection frequency (4 ejaculations per week). In contrast, it 

is not a good predictor during the breeding season in rams with a standard 

semen collection frequency, in which case serum testosterone is a good 

predictor. 

THIRD. The morphological characteristics of the ram testicular artery 

influence blood hemodynamics, such that the increase in arterial diameter in 

the regions closest to the testicle leads to a reduction in peak systolic velocity 

and Doppler indexes at this level. 

FOURTH. The middle supratesticular zone, easily accessible and with 

standardized and reproducible hemodynamic characteristics, is the 

recommended region for the evaluation of testicular artery blood flow in the 

evaluation of rams. 

FIFTH. Ultrasonography can predict variations in sperm quality related 

to changes in testicular parenchymal echotexture and testicular artery 

hemodynamics. 

SIXTH. Andrological assessment through a multiparametric study 

including a complete ultrasonographic evaluation and seminal assessment is 

very useful to categorize rams individually according to the optimal semen 

collection frequency, maximizing their reproductive performance. 
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Úbeda, Marta F. Riesco, Paulino de Paz, Luis Anel-Lopez y Luis Anel. 

Comunicación oral. Differences in testicular volume and sperm 

production between treated and untreated male brown bears (Ursus 

arctos) using Vacsincel® as inmunocontraceptive. Victoria Zavala, 

Santiago Borragan, Patricia Manrique, Rafael Montes-Garrido, Luis Anel-

Lopez, Marta Neila-Montero, Cristina Palacin-Martinez, Cristina Soriano-

Úbeda, Luis Anel y Mercedes Alvarez. 

Comunicación oral. Protein transmembrane 95 as a novel biomarker of 

oocyte-sperm union in ram sperm. Cristina Palacin-Martinez, Cristina 

Soriano-Úbeda, Rafael Montes-Garrido, Marta Neila-Montero, Mercedes 

Alvarez, Luis Anel-Lopez, Paulino de Paz, Luis Anel y Marta F. Riesco. 

28º Congreso de la Sociedad Española de Cirugía Veterinaria. Cáceres, España. 

Febrero de 2024. 

Póster. Efecto del maropitant intravenoso sobre la presión arterial en 

galgos bajo anestesia general. Uxue Callejas-Astiz, Rafael Montes-

Garrido, Lorena Millán-Varela, José R. Altónaga y Marta Regueiro-

Purriños. 
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AF: abstinencia de recogida seminal 

AI: inseminación artificial 

BCF: frecuencia de batido del flagelo espermático (Hz) 

BSE: evaluación de la aptitud para la reproducción 

D: profundidad del testículo, eje caudo-craneal 

DNA: ácido desoxirribonucleico 

DSO: producción espermática diaria 

eCG: gonadotropina coriónica equina 

EC1: número de píxeles negros 

EC2: número de píxeles blancos 

EC3: nivel medio de gris de los píxeles 

EDV: velocidad diastólica final (cm/s) 

FSH: hormona foliculoestimulante 

H: Altura del testículo, eje ventro-dorsal en équidos y cánidos (cm) 

IF: frecuencia intensiva de recogida seminal 

L: longitud del testículo, eje ventro-dorsal en rumiantes (cm) 

MAPA: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación 

PI: índice de pulsatilidad 

PSV: velocidad sistólica máxima (cm/s) 

RAP PM: motilidad progresiva rápida (%) 

RI: índice de resistencia 

ROS: especies reactivas de oxígeno 

SF: frecuencia estándar de recogida seminal 

SMCs: células musculares lisas 
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SITRAN: Sistema Integral de Trazabilidad Animal 

TABF: flujo sanguíneo arterial total (mL/min) 

TABF rate: ratio de flujo sanguíneo arterial total (min-1) 

TM: motilidad total (%) 

TV: volumen testicular (cm3) 

VSL: velocidad según la trayectoria recta (µm/s) 

W: anchura testicular, eje laterolateral (cm) 

αSMA: α actina del músculo liso 

 


