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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de los antioxidantes Trolox y Crocina en el diluyente de
congelacion sobre la criopreservacion del semen de ovino Pelibuey. Los eyaculados obtenidos se
mezclaron, dividieron y congelaron en 3 tratamientos: T1: Trolox 1mM; T2: Crocina 1mM; TT: Testigo (sin
antioxidante). Se analiz6 a las 0 horas (descongelacién) y 6 horas a 37 °C, la motilidad total (MT) y
progresiva (MP), la viabilidad espermética, la actividad mitocondrial, la integridad de los acrosomas y de
la membrana de la cola (Host). Los datos se analizaron con un ANOVA para un disefio completamente al
azar y una prueba de Tukey para la comparacion de medias. En ninguna de las dos horas se encontraron
diferencias significativas en los tratamientos (P>0.05). Sin embargo, de 0 a 6h, la MT se comport6 de forma
similaren el T1y T2, pero no asi en el TT (P<0.01), por el contrario, la integridad de los acrosomas en los
tres tratamientos fue similar (P>0.05). La MP, viabilidad, actividad mitocondrial y Host disminuyeron con el
tiempo de forma similar en los tres tratamientos. Los antioxidantes Trolox y Crocina a 1mM en el diluyente
de congelacion, permiten mantener la MT y la integridad de los acrosomas durante 6 h de incubacion a 37
°C.

Palabras clave: Radicales libres, diluyente, esperma y congelacion.

ABSTRACT

The aim of this study was to assess the effect of two antioxidants (Trolox and Crocin) added to the freezing
extender on the cryopreservation of Pelibuey ram semen. Semen samples were pooled, split and frozen
into 3 treatments: T1: Trolox 1mM; T2: Crocin 1mM; TT: Control (without antioxidant). Total motility (MT),
progressive motility (PM), sperm viability, mitochondrial activity, acrosomes integrity, and plasma
membrane integrity of the tail (Host) were assessed at 0 h (thawed), and at 6 hours at 37 °C. The results
were analyzed with ANOVA, followed by Tukey’s comparison test. At 0 h and 6 h, no differences were
found (P> 0.05) in all the parameters evaluated between treatments, however, from 0 to 6 hours, the MT
was similar in the T1 and T2, but not in the TT (P <0.01), on the contrary, acrosome integrity in the three
treatments was similar (P>0.05). MP, viability, mitochondrial activity, and Host dropped through time in a
similar way in the three treatments. The addition of the antioxidants Trolox and Crocin at 1 mM to the
freezing extender allows maintaining the total motility and acrosome integrity during 6 h of incubation at 37
°C.

Keywords: Free radicals, extender, sperm, freeze.
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INTRODUCCION

La criopreservacion de los espermatozoides es una herramienta importante para
conservar el material genético y mantener la diversidad genética en especies silvestres
y domésticas (Lermen et al.,, 2009). Sin embargo, se sabe que los procesos de
congelacion-descongelaciéon de semen empleados en la mayoria de las especies de
mamifero ocasionan la muerte de un gran numero de células (Watson, 2000).

En el ovino, a pesar de que un porcentaje relativamente alto (40-60 %) de
espermatozoides conservan su motilidad después de la descongelacion, sélo alrededor
del 20-30 % permanecen biolégicamente intactos (Salamon y Maxwell, 2000). Esto es
debido que durante el proceso de refrigeracion y criopreservacion se presenta un
incremento en los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales
producen cambios biofisicos y bioquimicos en la membrana de los espermatozoides
(Chatterjee et al., 2001; Kankofer et al., 2005) e incluso dafio en su ADN (Aitken, 1999;
Agarwal et al., 2003), afectando la viabilidad y su capacidad fecundante. En los ultimos
afios los protocolos de criopreservacion han sido mejorados sustancialmente con la
adicién de compuestos con propiedades antioxidantes, repercutiendo positivamente en
la mejora de la calidad del semen descongelado (Pefia et al., 2005; Thuwanut et al.,
2008; Dominguez-Rebolledo et al., 2010; Mata-Campuzano et al., 2015).

Los antioxidantes juegan un papel importante en la proteccion de las células
espermaéticas, frente a los efectos dafiinos que producen las ROS (Halliwell, 1997). La
funcién de un antioxidante se basa en donar electrones a otras moléculas que tiene uno
0 mas electrones perdidos (ROS), y asi evitar que se produzcan alteraciones en las
moléculas de los lipidos, proteinas y del ADN espermatico (Tremellen et al., 2008).

El antioxidante Trolox es un analogo de la vitamina E, soluble en agua, y se ha utilizado
en una gran variedad de sistemas celulares para evitar los efectos de las ROS (Halliwel,
1994; Michielset al., 1994). Se ha observado que la adicién de este antioxidante en el
medio de congelacion, mejora la calidad de los espermatozoides descongelados de
cerdo (Pefa et al., 2005); asi como la viabilidad esperméatica de semen descongelado en
ovinos de la raza Churra (Mata-Campuzano et al., 2015). En muestras espermaticas
procedentes del epididimo (postmortem) de ciervo |bérico, se demostr6 que este
antioxidante es capaz de disminuir las cantidades de ROS y de la lipoperoxidacion;
ademas de proteger los acrosomas y el ADN espermatico (Dominguez-Rebolledo et al.,
2010). Thuwanut et al. (2008) observaron que la adicion del Trolox al diluyente de
congelacion, mejoraba la motilidad y la viabilidad en los espermatozoides de epididimo
de gato en la descongelacion.

El antioxidante Crocina (glucosil éster de crocetina), es un carotenoide poco soluble en
agua, que se encuentra en el pigmento amarillo del azafran (Crocussativus). Se ha
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demostrado que la adicién de este antioxidante en el medio de incubacion de semen,
mejora la calidad de los espermatozoides descongelados del ciervo Ibérico (Dominguez-
Rebolledo et al., 2010) y toro (Sapanidou et al., 2014). En semen de gallos, mejora la
viabilidad, motilidad, actividad mitocondrial y reduce la lipoperoxicacion a la
descongelacién (Mehdipour et al., 2019).

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la adicion de los
antioxidantes Trolox y Crocina al medio de congelacion, sobre las caracteristicas
esperméticas post-criopreservacion en ovinos de la raza Pelibuey.

MATERIAL Y METODOS
Ubicacion
El estudio se realiz6 en el Banco de Germoplasma Ovino Pelibuey y Blackbelly, del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo
Experimental Mococha.

Animales

Se utilizaron 4 ovinos adultos (2.5 afios), de la raza Pelibuey, de 40 a 45 kg de peso vivo,
con una condicion corporal de 3 a 3.5; a los cuales previamente se evalué su estado de
salud y calidad espermética.

Obtencion de muestras espermaticas
Se obtuvieron 36 eyaculados de los 4 sementales, mediante una vagina artificial, y con
la ayuda de una oveja que sirvi6 como maniqui.

Dilucién espermatica

Los eyaculados obtenidos fueron mezclados (pool) y diluidos en Triladyl® + 20% yema
de huevo, a una concentracion final de 400 x 108 espermatozoides/ml. Posteriormente,
las muestras fueron divididas en 3 tratamientos: T1: Trolox 1mM; T2: Crocina 1mM; TT:
Testigo (sin antioxidante), para luego ser envasadas en pajillas de 0.25 ml.

Congelacion de semen

La congelacién de las muestras se realizd colocando las pajillas a 4 cm sobre la
superficie del nitrégeno liquido (LN2), durante 10 minutos. Inmediatamente después las
pajillas se sumergieron en LN2 y se almacenaron hasta su evaluacion.

Descongelacion de semen

El procedimiento de descongelacion se realizo mediante la inmersion de las pajillas en
un bafio maria a 37°C durante 30 segundos; posteriormente las muestras fueron
evaluadas a la 0 h (descongelacion), a las 6 horas de incubacién a 37 °C.
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Concentracion espermatica

Se diluy6 una pequefia fraccion de la muestra de semen (5 pL), en 995 uL agua destilada;
después se tomd 9 L de la muestra diluida en agua y se colocé en cada uno de los dos
lados de la camara bicker, para estimar su concentracion, con el moédulo de
concentracion del sistema CASA (ISAS®v1 (Proiser R + D, Valencia, Espafia). Se
capturaron 4 campos de cada lado de la camara y se obtuvo la concentracion
espermatica.

Motilidad espermética

La motilidad se analiz6 con el sistema CASA, colocando 5 pL de semen descongelado y
diluido a ~30 x108/ml de espermatozoides, sobre una cadmara de recuento Makler® (Sefi
Medical Instruments, Haifa, Israel), precalentada a 37°C; y se procedio a la captura de al
menos cinco campos con un minimo de 300 espermatozoides/muestra. Los parametros
de motilidad evaluados fueron: Motilidad Total (MT%) y Motilidad Progresiva (MP%).

Viabilidad espermatica

Se evalué mediante la tincion de SYBR14-IP (Live/Dead® kit L-7011, Invitrogen™),
afadiendo 1uL de SYBR14 (10 uM) y de IP (12 uM) de la solucion stock en 100 pL de
muestra espermatica, diluida en solucién salina (PBS); y se dejo incubar durante 10
minutos a 37°C. Posteriormente se colocaron 5L de la muestra entre un portaobjeto y
cubreobjeto precalentado a 37°C, y se procedid a su evaluacion por medio de un
microscopio de epifluorescencia (LWScientific i40-ADN); contabilizando 200
espermatozoides, los cuales presentaban fluorescencia roja (muertos), y de color verde
los que estaban vivos.

Integridad del acrosoma

Se evalué mediante la tincion de FITC-PSA (100ug/ml, L-0770, Sigma-Aldrich™),
afladiendo 5pL de la solucién stock en 100 pL de muestra espermatica diluida en PBS y
se dejo incubar en la oscuridad durante 30 minutos a 37°C. Inmediatamente después se
colocaron 5uL de la muestra entre un portaobjeto y cubreobjeto. Finalmente se
contabilizaron 200 espermatozoides con un microscopio de epifluorescencia, los cuales
presentaban fluorescencia de color verde (acrosomas dafiados), y sin fluorescencia de
los acrosomas intactos.

Actividad mitocondrial

Se analiz6 con la tincién JC-1 (153 puM, Molecular Probes® T-3168, Invitrogen™),
afiadiendo 1pL de la solucion stock en 100 pL de muestra espermatica diluida en PBS y
se dej6 incubar en la oscuridad durante 10 minutos a 37°C. Después, se colocaron 5uL
de la muestra sobre un portaobjeto y cubreobjeto, y se contabilizaron 200
espermatozoides mediante un microscopio de epifluorescencia, los cuales presentaban
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en la parte intermedia del flagelo una fluorescencia de color naranja (mitocondrias
activas), y de color verde las mitocondrias inactivas.

Integridad de la membrana plasmatica de la cola (HOST)

Se realiz6 diluyendo 5uL la muestra espermatica en 50uL de solucién de endésmosis
(0.735 g de citrato de sodio dihidratado y 1.351 g de fructosa en 100 ml de agua destilada)
a 100 mOsm/L y se dej6 incubar durante 37 °C. Posteriormente se colocaron 5uL de la
muestra sobre un portaobjeto y cubreobjeto y se contabilizaron 200 espermatozoides con
un microscopio de contraste de fases, los cuales presentaban colas enrolladas
(endbésmosis positiva), y no enrolladas (enddésmosis negativa).

Analisis estadistico

Las variables expresadas como porcentajes (motilidad total, motilidad progresiva,
viabilidad, actividad mitocondrial, acrosomas intactos y Host), fueron transformadas al
arcocenov(variable)/100 antes de su anélisis. Posteriormente se analizé con un modelo
lineal general (GLM) con procedimiento PROC GLM; y para encontrar las diferencias
estadisticas entre tratamientos se utilizé la prueba de Tukey a P <0.05, a través del
paquete estadistico del Statistical Analysis System (SAS Inst. Inc., 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

A las 0 y 6 h de incubacion, ninguno de los pardmetros evaluados presentd diferencias
(P>0.05) entre los tratamientos (cuadro 1). Estos resultados difieren a los obtenidos por
Thuwanut et al. (2008) con espermatozoides epididimarios de gato suplementados con
el antioxidante Trolox a 1mM; ya que la MT, MP y la viabilidad espermética mejoraron a
la descongelacion. Si bien son especies distintas, la diferencia en resultados podria
atribuirse a que los espermatozoides provenientes del epididimo de gato por castracion,
nunca han estado en contacto con las secreciones de las glandulas que forman el plasma
seminal, que es donde se encuentra la mayor defensa antioxidante (Chen et al., 2003);
por lo que existen diferencias en la congelacion entre espermatozoides procedentes de
eyaculados y epididimarios (Gilmore et al., 1998), que afectan la sensibilidad al
enfriamiento, como la resistencia a la congelacion (Schmehl et al., 1986). En este
sentido, el Trolox pudo haber actuado directamente y sin competencia alguna sobre los
espermatozoides del epididimo, similar a lo observado por Dominguez-Rebolledo et al.
(2007), con plasma seminal ovino sobre el semen descongelado.

Por otra parte, en sinergia con los antioxidantes presentes en el plasma seminal, las
muestras seminales utilizadas en este estudio, pudieron verse alteradas, ocasionando
gue su efecto disminuya. Asimismo, se ha reportado que la suplementacion del diluyente
con Trolox a 1mM, dependiendo del tipo de aditivo utilizado en el diluyente, puede
mejorar 0 no la viabilidad del semen congelado de ovinos de la raza Churra (Mata-
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Campuzano et al., 2015); es decir, cuando el diluyente era elaborado a base de lecitina
de soya, el antioxidante Trolox presentaba una mayor viabilidad en las muestras
descongeladas; mientras que cuando se utilizaba un diluyente a base de tris, como el
que se utilizé en este estudio (Triladyl®), la viabilidad en los espermatozoides no
mejoraba. La soya contiene isoflavonas, que actian como antioxidantes; los cuales
pudieron haber ejercido algun tipo de proteccidén sobre los espermatozoides durante el
proceso de la congelacion-descongelaciéon o en combinacion con el Trolox, produciendo
una sinergia que coadyuvo a potenciar los efectos benéficos en los espermatozoides.
Con la adicién del antioxidante Crocina, se ha reportado una mayor viabilidad, motilidad,
actividad mitocondrial y reduccion de la lipoperoxidacion, en muestras esperméticas de
gallo a la descongelacion (Mehdipour et al., 2019).

Tabla 1. Porcentajes (%) de los pardmetros espermaticos evaluados alaOhyala6
(media £ error estandar).

Hora  Tratamiento Motilidad Motilidad Viabilidad Actividad Acrosomas Host
Total Progresiva mitocondrial intactos
T1 57.5#5.32A  17.1#1.68* 39.5+3.92" 50.7+6.2%" 496+6.43 236+3.12A
0 T2 49.9+562A 1583223 4521522 423+542F 446+6.12 234312
T 58.6£3.92A  153+222° 414+522 40.5+6.0% 47.7+6.1% 19.3%212A
T1 36.6+7.0%4 8.6£7.0288  246+4.02 157+192 46.0+2.72 10.2+1.028
6 T2 39.245.8%4 8.9+58a 228+2728 171+1538 437+40% 13.1+1.138
T 26.7+4.38™  82+43% 272+402%® 200+222% 417+35% 124+12%

T1: Trolox ImM; T2: Crocina 1mM; TT: Testigo (sin antioxidante). (ab) Literales diferentes dentro de la misma columna indican
diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada hora (P<0.05). (AB) Literales diferentes dentro de la misma columna

indican diferencias significativas (P<0.01**) entre el mismo tratamiento a través del tiempo.

A través del tiempo de incubacién (0 a 6 horas), la MT se comport6é de forma similar en
el T1y T2, pero no asien el TT (P<0.01); por el contrario, la integridad de los acrosomas
en los tres tratamientos resulté similar (P>0.05). La MP, viabilidad, actividad mitocondrial
y Host disminuyeron a través del tiempo de forma similar en los tres tratamientos (tabla
1). Los resultados son similares a los reportados por Dominguez-Rebolledo et al. (2010)
en muestras espermaticas de epididimo descongeladas del ciervo Ibérico, donde la MT
y la integridad de los acrosomas se mantenian durante la incubacion a 37 °C con el
antioxidante Trolox y Crocina a un 1mM. Asimismo, Sapanidou et al. (2014) observo que
la motilidad, viabilidad y la integridad de los acrosomas en espermatozoides de bovinos
se mantenia durante la incubacion a 37 °C con 1mM de Crocina. A la vista, de los
resultados tras 6 h de incubacion donde el T1 y T2 mantuvieron la MT vy la integridad de
los acrosomas, se puede decir que los antioxidantes probados son eficientes y
recomendables para su incorporacion al diluyente previo a la congelacion; de tal modo,
gue la dosis seminal estara vigente en el tracto genital, tras la inseminacién hasta el
momento cercano a la ovulacion.


https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2014.10.018
https://doi.org/10.1101/846758
http://dx.doi.org/10.1071/RD09197
https://jbiolres.biomedcentral.com/articles/10.1186/2241-5793-21-19

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario

CONCLUSION

La adicion de los antioxidantes Trolox y Crocina a 1mM en el diluyente de congelacion,
permiten mantener la motilidad total y la integridad de los acrosomas durante 6 h de
incubacion a 37 °C.
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