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RESUMEN

El proceso de criopreservacion de semen de carneros da como resultado un aumento en el
namero de células apoptéticas en comparacion con el semen fresco. Este estrés provoca dafios en
la integridad de la membrana con la consecuente pérdida de la motilidad y viabilidad. Los factores
perjudiciales durante la criopreservacion figuran los ocasionados por los radicales libres que se
forman en este proceso siendo los responsables del dafio oxidativo. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de adicionar antioxidantes (las vitaminas C y E) en el semen de carnero para su
criopreservacion y evaluar su efecto en la motilidad al descongelarlo. Se utilizaron nueve carneros
y se analizaron tres eyaculados de cada semental. Cada eyaculado fue dividido en cuatro
tratamientos: control, con vitamina C, con vitamina E y combinacion de vitaminas C+E. La
determinacion de la motilidad espermatica al descongelar se realiz6 por medio del Test de
Endosmosis (HOST). Los datos fueron analizados por medio del Analisis de Varianza (ANOVA)
mediante un modelo simple, comparando el porcentaje de motilidad individual de las medias de los
tratamientos post-congelacion. Los resultados mostraron que todos los sementales previo al
proceso de congelacién tuvieron buenos resultados de las caracteristicas seminales en promedio
obtuvieron 0.75 ml de volumen, 3.6x10° espermatozoides/ml, 86% de motilidad individual y 73%
Host. Posterior a la descongelaciéon se registr6 aumento de la mortalidad en los espermatozoides
con los tratamientos con vitamina C y la combinacion de vitamina C+E, se estim6 que la
combinacion de antioxidantes con vitamina E no redujo estadisticamente la mortalidad espermética
(43.8% de motilidad individual, 56.2% mortalidad) en comparacion el grupo control (p > 0,05). Se
concluye que la adicion de antioxidantes al diluyente, puede reducir el estrés oxidativo causado por
la congelacién y descongelacion de los espermatozoides; sin embargo, no es de manera
significativa.

INTRODUCCION

La membrana plasmatica de los espermatozoides de mamiferos es una estructura dinamica que
participa en el reconocimiento y transporte de moléculas. Antes y después de la eyaculacion, la
membrana espermética sufre cambios que estan asociados a la capacidad fecundante de los
espermatozoides. Diversos eventos ocurren durante el proceso de fertilizacién: capacitacion,
reaccion acrosomal y fusion del espermatozoide a la superficie del oocito. Todos ellos requieren
de la actividad bioquimica de la membrana, y, por lo tanto, es muy importante evaluar la estructura
e integridad funcional de la misma (Cérdova et al., 2003).

Consecuentemente, los espermatozoides solo son viables un corto periodo de tiempo en el tracto
reproductivo de la hembra y, por lo tanto, tendrian una menor oportunidad de poder fecundar los
ovocitos (Gillan y Maxwell, 1999).

El proceso de congelacion de semen da como resultado un aumento en el nimero de células
apoptoticas en comparacion con el semen fresco. Durante la criopreservacion del semen, el estrés
provoca dafios en la integridad de la membrana con la consecuente pérdida de la motilidad y
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viabilidad. Dentro de los principales factores perjudiciales durante la criopreservacion figuran los
ocasionados por los radicales libres que se forman en este proceso siendo los responsables del
dafio oxidativo (Watson, 2000). El dafio a bajas temperaturas ocurre en la membrana plasmatica,
en la membrana acrosomal, en la mitocondria y en la vaina del axonema y aunque fisiolégicamente
se forman radicales libres durante la respiracion mitocondrial, es importante tener en cuenta que
las anomalias en la mitocondria pueden contribuir a la produccién excesiva de los radicales libres
(Castillo et al., 2011).

La generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) por espermatozoides dafiados tiene un
impacto negativo sobre las células viables restantes, ya que representa un dafio acumulativo para
los espermatozoides que son almacenados. Las ROS cumplen una importante funcién en la fi-
siologia espermatica normal, ya que pueden activar al espermatozoide en la fecundacion; un
desequilibrio entre su produccién y degradacion causa efectos adversos sobre el espermatozoide,
provocando un estrés oxidativo que se ha definido como un desequilibrio entre los agentes
oxidantes y los mecanismos antioxidantes. Estos ultimos involucran sistemas enziméaticos y molé-
culas orgéanicas diversas entre las que se incluyen las vitaminas E y C, que cumplen su funcién
antioxidante al disminuir el porcentaje de peroxidacion lipidica (Castillo et al., 2011).

TEORIA

La generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) por espermatozoides dafiados tiene un
impacto negativo sobre las células viables restantes, ya que representa un dafio acumulativo para
los espermatozoides que son almacenados.

Entre las ROS destacan fundamentalmente el anion superoxido (O2.-), el hidroxilo (OH) y el
peréxido de hidrogeno (H202). La reaccion inicial de la oxidacion de los acidos grasos consiste en
una lipoperoxidacion y es generada por las ROS que inducen una reaccién en cadena, provocando
un rompimiento de dobles enlaces en los lipidos de las membranas (Cérdova et al., 2003).

Para el control o disminucién de la peroxidacion lipidica del espermatozoide se a ocupan los
antioxidantes con funcion biolégica que se definen como aquellas sustancia que presentes en
concentraciones muy pequefias comparadas con las de un sustrato oxidable, disminuye o evita la
oxidaciéon del sustrato toda vez que resulta un agente reductor mas potente. En bioquimica
inorganica puede considerarse como un donador de electrones capaz de evitar una reacciéon en
cadena de oxidorreduccién. Existen los antioxidantes preventivos que actlan al inicio de una
cadena de oxidacién para reducir o impedir el comienzo de una cadena de oxirreduccién. Como
ejemplos se pueden considerar los reductores de perdxidos organicos e inorganicos (enzimas
glutation peroxidasa, catalasa y peroxidasa).Mientras que los antioxidantes secundarios son
interruptores que acttan al bloquear en alguna etapa la cadena de oxidacion ya iniciada al captar
radicales libres y al acortar la longitud de la cadena de oxidacién y sus consecuencias (vitaminas E
y C y la enzima superdxidodismutasa) (Hicks, 2002). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar la viabilidad de los espermatozoides de ovino post-congelacién a través de la adicién de
antioxidantes en el diluyente.

PARTE EXPERIMENTAL

El estudio se realizé en el CEIEPAA-FMVZ-UNAM, ubicado Tequisquiapan, Querétaro.Se utilizaron
9 machos ovinos de las razas Suffolk (3), Katahdin (3) y Dorset (3) con una edad promedio de 3
afios reproductivamente activos, durante la época de primavera (marzo- abril) los cuales fueron
alojados en sementaleras individuales y alimentados con avena (administrando el 4% de su peso
corporal en Materia Seca)y agua ad libitum. Se obtuvieron 3 tomas de semen de cada animal en el
trascurso de 5 semanas (2 tomas cada semana y 1 la dltima semana), obteniéndose un total de 27
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eyaculados totales. Se administré 3 tratamientos diferentes en cada eyaculado y un control, los
cuales fueron; Grupo Control :Triladyl (25%), Agua bidestilada (70%) y yema de huevo (5%),
Tratamiento 1. Triladyl (25%), Agua bidestilada (70%), yema de huevo (5%) y vitamina C
(.05mg/ml), Tratamiento 2: Triladyl (25%), Agua bidestilada (70%), yema de huevo (5%) y vitamina
E (.05mg/ml), y Tratamiento 3: Triladyl (25%), Agua bidestilada (70%), yema de huevo (5%),
vitamina E (.05mg/ml) y vitamina C (.05mg/ml). Previo a la dilucién se realizo el examen
macroscopico del semen donde se examind volumen, color, consistencia y motilidad en masa
macroscoépica y el examen microscopico donde se determind la concentraciébn espermatica por
medio de la camara de Neubauer, se evalué la motilidad en masa microscopica y motilidad
individual, posteriormente se realizo la diluciéon con los diferentes tratamientos y control a cada
eyaculado y se volvié a evaluar la motilidad individual y la permeabilidad de la membrana (HOST)
con una solucion hipoténica de citrato de sodio y fructosa manteniendo la temperatura a 37°C, al
termino se procedié a la refrigeracién (descendiendo la temperatura hasta 4°C durante 2 horas),
consecutivamente al empajillado (pajillas de .25ml) vy la congelacién primero con vapores de
nitrégeno liquido (durante 7 minutos ) después en nitrégeno liquido directamente para almacén en
el termo . La descongelacion se hizo 24 horas después introduciendo las pajillas por 1 minuto en
un bafio maria a 37 °C. Al sacar las pajillas del agua eran secadas y evaluadas de cada pajilla se
utilizé una gota para evaluacién microscopica y una gota para realizar el HOST.

Los datos fueron analizados por medio del Andlisis de Varianza (ANOVA) mediante un modelo
simple, de un factor comparando el porcentaje de motilidad individual de las medias de los
tratamientos (control, Vitamina C, Vitamina E y un combinado de vitamina C con Vitamina E) post-
congelacion y comparando las medias aritméticas de todos los tratamientos. También se evalué el
coeficiente de correlacion entre las muestras con tratamientos y el Host.

Al evaluar el semen, se obtuvieron resultados satisfactorios en la evaluacidn macroscopica y
microscopica (Tabla 1). El promedio del semen de los carneros evaluados cumplié con las
caracteristicas de motilidad individual y motilidad masal de los espermatozoides requeridos para
criopreservacion de las muestras, siendo 86.83 % de motilidad individual (con un rango entre el 80
% - 90%), concentracion, 3523X10° por mililitro (con un rango entre 2000 y 4500x10° por mililitro) y
motilidad masal de 5 puntos (movimiento progresivo, rapido y enérgico del espermatozoide, valor 4
0 5) (Aisen, 2004).

Tabla 1.Promedio evaluacién de semen pre-congelacion todos los machos.

rera Volumen C;’S”;;m%atfg‘ Motilidad Motilidad Host
(ml) (x 106) /ml Masal Individual (%) Control
Machos
Dot 0.71 3773 bt 88.88 75.22
Machos 0.87 4115 P 87.22 72.77
Suffolk
Machos 0.91 2683 it 84.44 7255
Dorset
General 0.83 3523 Tt 86.83 73.34

Los resultados demostraron diferencias estadisticas significativas (Tabla 2 y 3) entre los
tratamientos analizados después de descongelar repercutiendo negativamente la motilidad
individual y el HOST a la adicién de vitamina C para la disminucion del grado oxidativo con
respecto al grupo control (p < 0,05). Se observo que el tratamiento con Vitamina E fue el que mejor
respuesta tuvo al descongelar disminuyendo la motilidad un 49.53% sobre el 86.83 general. Sin
embargo la vitamina E (p> 0,05) no tuvo diferencias significativas con el grupo control y por ende
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no se puede decir que tuvo un efecto protector oxidativo en los espermatozoides. El grupo control
disminuyéun 50.37%; esto muestra el buen comportamiento de estos dos tratamientos a lo largo
del proceso de descongelacién, lo que se encuentra dentro del rango de motilidad individual
deseada, pues segun Gillian y Maxwell (1999), al congelar el semen sélo alrededor del 50% de los
espermatozoides mantienen su viabilidad.

Tabla 2.Porcentaje promedio de la motilidad individual en la evaluaciéon de semen post-congelacion
todos los machos.

Control Tratamiento Tratamiento Tratamiento Vitamina C +
Vitamina C Vitamina E Vitamina E
}g‘i‘gﬂg; 27.39 12.96* 30.73 22.58*
“gﬁ?ft‘)‘l’lf 49.99 25.17* 49.99 32.58*
'\E')":‘)‘;Qgts 51.84 20.36* 50.73 34.42+
Promedio 43.07 19.49 * 43.81 29.86 *

*tratamientos con diferencia estadistica p<0.05

Se evalué el coeficiente de correlacion entre las muestras con cada uno de los tratamientos y la
prueba HOST, resulto que todas las muestras tuvieron una correlacion positiva (Tablas 3).

Tabla 3. Porcentaje promedio de la evaluacion HOST de las pajillas descongeladas de los
tratamientos de todos los machos.

. . Tratamiento
HOST Control Tr_atamlento Tr_atamlento Vitamina C +
Vitamina C Vitamina E ) .

Vitamina E

% 45.74 15.36 * 40.74 25.51*
Correlacion/
motilidad 0.695 0.675 0.487 0.269
individual

Los resultados de la combinacion de antioxidantes C+E no tuvo un efecto significativo en el man-
tenimiento de la motilidad individual refiriéndonos como viabilidad del espermatozoide, esto
contrasta con lo reportado por Castillo et al (2011) que determinaron que la combinacion de
antioxidantes disminuye significativamente el efecto de oxidacién celular durante la congelacion
de semen. Mientras que Mathews (2001) reporto que no se encuentran diferencias estadisticas
entre diluyentes adicionados con vitamina E o sin esta, y reporta que la vitamina E necesita
necesariamente la adicion de vitamina C para poder ser aprovechada por las células y evitar la
peroxidacion lipidica. En el caso de la vitamina C, esta se caracteriza por expresar uno de los
mecanismos de defensa contra las ROS; pero no influencia el porcentaje de motilidad individual de
los espermatozoides en almacenamiento, ya que provoca una reduccion del pH, efecto que se
observo en este estudio, ya que fue el tratamiento con el porcentaje menor en cuanto a motilidad
individual al descongelar, este efecto contraproducente en los espermatozoides lo reporto también
Castillo et al (2011).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que no existe diferencia estadistica entre
los tratamientos, mas sin embargo se recomienda seguir con la investigacion en el porcentaje de la
adicién de antioxidantes para evaluar su efecto durante el proceso de congelacion de semen de

carnero.
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