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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la producciéon de Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en espermatozoides
caninos refrigerados con y sin dilutor, con el fin de determinar si el uso de dilutor
influye sobre la produccién de ROS. Se utilizaron 15 muestras seminales con
concentraciones minimas de 60 millones spz/ml, motilidad y viabilidad de 70%,
obtenidas por técnica manual de 4 canes sanos, con una abstinencia minima de
dos dias. La produccion ROS se produce a nivel intracelular en los
espermatozoides vivos y es indicativo de estrés oxidativo y una préxima muerte
celular. Para evaluar la produccién intracelular de ROS en los espermatozoides
caninos se utilizd microscopia de fluorescencia, la cual emplea tinciones
fluorescentes que se “activan” cuando entran en contacto con las ROS. Las ROS
evaluadas fueron peréxido de hidrogeno (H202) y anion superéxido (O2-), los
cuales reaccionaron con las tinciones DCFH-DA y DHE respectivamente. Los
datos obtenidos se analizaron utilizando ANOVA de 2 vias. El resultado de la
evaluacion de los promedios de espermatozoides que producian H202 con y sin
dilutor fue, 76.99% y 66.63% respectivamente, con un P value = 0,0028, lo que
indico diferencia estadistica significativa para el uso de dilutor (P<0.05), asi
mismo el promedio de los espermatozoides que producian H202 alas 0,2y 4
horas fue, 78.92%, 72.03% y 64.47% respectivamente, con un P value= 0.0032,
lo que determin6 una diferencia estadistica significativa entre los tiempos de
refrigeracion 0 y 2 con respecto al tiempo 4. Por otro lado, la evaluacion de los
promedios de espermatozoides que producian Oz  con y sin dilutor fue, 69.65%
y 76.25% respectivamente, con un P value= 0,0704, lo que indic6 que no hubo
diferencia estadistica significativa entre el uso o no de dilutor (P>0,05), de igual
manera, el promedio de espermatozoides vivos que producian O2 alas 0,2y 4
horas fue, 76.67%, 72.72% y 69.47% respectivamente, con un P value= 0,2689,
lo que mostré que no existe diferencia estadistica significativa para los tiempos
de refrigeracion (P>0,05). Por lo tanto, se puede concluir que con el paso del

tiempo la produccion de ROS disminuye.

Palabras claves: ROS, semen, caninos.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the production of Reactive Oxygen
Species (ROS) in canine sperm cooled with and without dilutor, in order to
determine if the use of dilutor influences ROS production. We used 15 seminal
samples with minimum concentrations of 60 million spz/ml, motility and viability
of 70%, obtained by manual technique of 4 healthy dogs, with a minimum
abstinence of two days. ROS production occurs intracellularly in live sperm and
is indicative of oxidative stress and an upcoming cell death. To evaluate the
intracellular production of ROS in canine sperm fluorescence microscopy was
used, which uses fluorescent stains that are "activated" when they come into
contact with ROS. The ROS evaluated were hydrogen peroxide (H202) and
superoxide anion (O2), which reacted with DCFH-DA and DHE stains
respectively. The data obtained were analyzed using 2-way ANOVA. The result
of the evaluation of sperm averages that produced H202 with and without dilutor
was 76.99% and 66.63% respectively, with a P value= 0.0028, which indicated
significant statistical difference for the use of dilutor (P<0.05 ), likewise the
average of the spermatozoa that produced H202 at 0, 2 and 4 hours was 78.92%,
72.03% and 64.47% respectively, with a P value= 0.0032, which determined a
significant statistical difference between the times of refrigeration 0 and 2 with
respect to time 4. On the other hand, the evaluation of the sperm averages that
produced Oz with and without dilutor was, 69.65% and 76.25% respectively, with
a P value= 0.0704, which indicated that there was no significant statistical
difference between the use or not of dilutor (P>0.05), in the same way, the
average of live sperm that produced Oz at 0, 2 and 4 hours was, 76.67%, 72.72%
and 69.47% respectively, with a P value= 0.2689, which showed that there is no
Significant statistical difference for cooling times (P>0.05). Therefore, it can be
concluded that ROS production decreases over time.

Keywords: ROS, spermatozoa, canine.
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l. INTRODUCCION

Cuando se realiza una inseminacion artificial en caninos, se debe tener en
cuenta la distancia en la cual se encuentran los animales, para decidir Si
se realizara con semen fresco o con semen refrigerado. Para emplear
semen freso la hembra debe encontrarse en el mismo lugar que el macho
0 muy cerca de él. Por el contrario, si la hembra se encuentra a un tiempo
de viaje no mayor a 24 horas, se emplea semen refrigerado a 5°C. Sin
embargo, estas técnicas han sido recientemente mas empleadas a nivel
mundial en la especie canina, por ello, aln hay cierto desconocimiento

sobre las técnicas y las utilidades que proporciona (Lucas, 2011).

Santiani, 2013, sefiald que la refrigeracién puede producir dafio en las
células, ya que se produce un aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), las cuales producen estrés oxidativo; incluso
pueden ocadionar la muerte celular (Cardenas y Pedraza, 2006). En
espermatozoides ovinos, se ha demostrado que durante la disminucion de
la temperatura se produce una elevacion en la produccion de ROS
intracelular (Santiani, 2013). Las ROS en pocas cantidades cumplen
funciones fisiolégicas (Griveaur y Lannou, 1997).; sin embargo, en
cantidades elevadas pueden producir diversas fallas en la funcionalidad

espermatica (Santiani, 2012).

Por ello, el presente trabajo evalia la produccion de ROS
espermatozoides caninos refrigerados en presencia o no de dilutor, con el
fin de evaluar si el dilutor influencia la produccién de ROS, ya que hasta
el momento se considera que el dilutor va a mantener adecuadamente la
produccion de ROS, sin embargo, no hay estudios que referencien si hay
proteccion sobre la produccion de ROS. Para ello, se empled microscopia
de fluorescencia, se utilizaron dos fluorocromos, DCFH-DA y DHE, para
evaluar la deteccion de perdoxido de hidrégeno y anion superdxido

respectivamente.
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. REVISION DE LITERATURA

2.1. INSEMINACION ARTIFICIAL CANINA

La inseminacién artificial (IA), con sus diversas técnicas segun Lucas
(2011), es cada vez mas utlizada por los médicos veterinarios,
reemplazando a la monta natural, sobre todo para la prevencion de
enfermedades que se transmiten via sexual, asi como para permitir el
trabajo con dos reproductores que se localizan a cierta distancia sin
necesidad de movilizar a los canes, también se puede optimizar el uso del
semen para inseminar 2 o0 mas perras con un mismo eyaculado, lo cual
brinda grandes beneficios para los criadores (Stornelli, Stornelli, Arauz,
Savignone, Garcia y De la Sota, 2001), otro beneficio importante es que
la IA facilita el poder evaluar la calidad del semen, antes de depositarlo en

la hembra (Lévy y Fontbonne, 2007).

Para realizar la IA se puede emplear semen fresco, refrigerado o
congelado, en cada caso se requiere un manejo y una forma particular de
aplicar el semen en la hembra. La IA con semen fresco es la practica mas
empleada, es necesaria solo la fraccibn espermatica para el
procedimiento, la cual se deposita en la vagina craneal de la hembra. Para
la IA con semen refrigerado, también se emplea la fraccion espermatica,
pero es necesario el uso de dilutores para proteger a los espermatozoides
del descenso de temperatura (5°C). La IA con semen congelado es la
practica menos habitual, ya que se requiere de equipos especiales para
el congelamiento, y la inseminacion es intrauterina (Stornelli et al., 2001).

El nimero de espermatozoides necesarios para fecundar es 10 veces
mayor si se coloca el semen en la vagina directamente, que si se colocase
en el utero. Por ello, la inseminacion vaginal no es recomendada con
semen refrigerado y se desaconseja realizarlo con semen congelado
(Lévy, 2014).
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2.2.  MANEJO DEL SEMEN CANINO Y OPCIONES DE PRESERVACION

La colecta de semen por estimulacion manual, “mano enguantada”, es
una de las técnicas mas usada. Generalmente se requiere una hembra en
celo para una mayor excitacion del can, se realiza una estimulacion
manual, en parcial ereccion se masajea y luego e retrae el prepucio,
dejando expuesto el bulbo del pene, para darle masajes a pulsos (Keuerk,
2013). Esta técnica logra aislar las 3 fracciones del eyaculado, que son
las siguientes:

- Primera fraccion es la pre-espermética, su volumen es escaso, de
consistencia acuosa y transparente, el tiempo de emisién va de 30 a
50 segundos.

- Segunda fraccion, es la espermética, méas rica en espermatozoides,
proviene del epididimo, es de color gris a blanco lechoso, el tiempo de
emision es de 50 a 80 segundos y su volumen va de 0.5 a 2 ml.

- Tercera fraccion es la post-espermatica o prostatica, compuesta
totalmente por liquido prostatico, es de color transparente y acuosa, el
tiempo de emision es de 3 a 30 minutos y su volumen vade 1 a 17 ml
(Feldman, 2000).

Una forma sencilla de identificar el momento en que inicia a emisién de la
fraccidn espermatica, es observar en el perro la ereccion completa del
pene y la elevacion de una extremidad posterior (Keuerk, 2013), y esta
termina cuando el perro cesa la eyaculacién durante unos segundos, para
dar inicio a la emision de la tercera fraccion (Lucas, 2006). Es asi como
se logra identificar las tres fracciones, para poder seleccionar solo la
fraccidn espermatica, para la IA o la crioconservacion (Stornelli y De la
Sota, 2006).

Fontbonne (2008) recomienda la utilizacion de 3 tubos de plastico para la
colecta de las tres fracciones, evitando el material de vidrio por el riesgo
de producir algun corte, también sugiere temperar previamente a 37°C los

tubos colectores. Aunque, Root (2010), manifiesta que no es necesario
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temperar los tubos colectores debido a que el shock térmico del semen en

caninos no es tan marcado como ocurre en otras especies.

Otra técnica de colecta, menos empleada, es la colecta directa del
epididimo, en la cual se obtienen los espermatozoides a nivel testicular,
para la criopreservacion en animales con alto valor genético que murieron

accidentalmente (Hernandez, 2004).

Cuando se obtienen las muestras seminales, se debe hacer un correcto
manejo de las mismas, para preservar la calidad del semen, ya que esto
repercute en el éxito de la IA (Stornelli et al., 2001). Los cuidados basicos
son: no exponerlas a cambios bruscos de temperatura, ni cambios
mecanicos fuertes como por ejemplo, no agitarlas de manera excesiva, ni
ponerlas en contacto con sustancias como el agua o detergentes (Kutzler,
2005). Porque Schulz, Sanchez, Miska y Villegas (2003), refieren que
factores externos pueden incrementar la produccién de ROS, la cual esta
asociada con un aumento de apoptosis 0 muerte celular programada en
los espermatozoides. También se sugiere que posterior a la colecta, la
muestra sea conservada en bafio Maria a 37°C lo mas pronto posible,
evitando variaciones de temperatura hasta el momento de su utilizacion.
En dichas condiciones, la viabilidad del semen fresco tras ser colectado
es limitada por lo cual se recomienda que sea utilizado inmediatamente,
0 bien dar comienzo a los procedimientos de dilucién, preservacion y/o

transporte (Lucas, 2014).

Es importante tener en cuenta que ya sea para el uso directo, con semen
fresco o si el semen va a ser sometido a criopreservacion, es necesario
una valoracion seminal para establecer la calidad del semen a través de
la determinacién de parametros (Root, 2010), como el color, que se
considera normal si es blanco lechoso, si es rojo indica la presencia de
sangre, si es amarillo indica la presencia de orina y si hay particulas
blancas puede indicar leucocitos. También se evalla el volumen que varia
mucho segun la raza, edad, tamafio, clima, pudiendo ir desde 1 ml a 40

ml por eyaculado, pero el volumen no tiene relacion con la fertilidad del

4
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animal. Del mismo modo se mide el pH que oscila entre los 6.3 - 6.7, esta
relacionado con la cantidad de liquido prostético recolectado, un pH bajo
podria ser por una eyaculacion incompleta o por inflamacién testicular o
de epididimos (Sorribas, 2000). Asimismo, la motilidad espermatica se
debe observar rapidamente despues de la colecta, cuando todavia se
mantiene la temperatura del eyaculado (Bonilla, 2007). Otro pardmetro
importante es la concentracién de espermatozoides, el recuento se realiza
utilizando la camara de Neubauer, donde se considera normal de 200 a
500 millones de espermatozoides por mL. Las anomalias morfologicas se
detectan coloreando la fraccion espermatica (Keuerk, 2013). En humanos
se considera normal encontrar solo el 30% de espermatozoides normales
en individuos fértiles, las anomalias incluyen defectos en la cabeza, del
segmento intremedio, la cola y la presencia de gotas citoplasméaticas
mayores de 1/3 a 1/2 del tamafio de una cabeza normal (Toro, 2009).

Para empezar el proceso de preservacion de los espermatozoides es
necesario la adicion de algun dilutor para la sobrevivencia espermatica
fuera del tracto reproductivo. La muestra colectada (fraccion espermatica)
debe ser diluida lo mas pronto posible, en un recipiente estéril y hermético,

para proceder a la refrigeracion inmediata (Bonilla et al., 2007).

Los dilutores son sustancias que contienen materiales organicos como la
yema de huevo y la leche (Pineda et al., 2007) y azucares (Sanchez,
Rubilar y Gatica, 2002), y brindan proteccion a los espermatozoides
durante el descenso de temperatura, ya que estos disminuyen la tasa
metabdlica y prologan su longevidad (Watson, 1995), a su vez los
protegen de posibles dafios a nivel de membranas, proveen energia,
estabilizan el pH y la osmolaridad (Marshall, 1990). Los antibiéticos,
presentes también en los dilutores, evitan la proliferacion bacteriana,
especialmente en aquellos que contienen yema de huevo (Rota, Strom y
Fosferg, 1995).

Uno de los dilutores mas usados en caninos es el Tris-citrato con 20% de
yema de huevo (TYH) (Stornelli et al., 2002), el cual permite una tasa de

5
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prefiez aceptable, del 62.5% (Aisen, Medina y Venturino, 2002; Fosberg,
1995; Rota et al., 1995). Este dilutor se ha comprado con dilutores
preparados a base de leche y yema de huevo; y crema de leche y yema
de huevo, observandose resultados similares en motilidad e integridad de
membrana (Rota et al., 1995). Los dilutores con base de yema de huevo
obtuvieron, en caninos, parametros seminales significativamente mayores
gue el TYH en semen refrigerado por 24, 48 y 72 horas a 4°C o a 15°C
(Stornelli et al., 2002).

El tipo de dilutor y la temperatura de almacenamiento son factores que
influyen directamente en la capacidad fecundante luego de la refrigeracion
(Watson, 2000). Por ello, el manejo de la temperatura para preservar la
calidad del semen es fundamental. Se debe bajar la temperatura de
manera controlada y progresiva, para prevenir el shock térmico y permitir
la conservacion de los espermatozoides por varias horas hasta varios dias
(Santana, 2015). El descenso de la temperatura a 4°C disminuye la
actividad metabdlica, manteniendo los espermatozoides con vida, esto
debido a que disminuye la utilizacién de ATP como fuente de energia, y
por ende disminuye la produccion de ROS, sin embargo, los niveles
maximos de produccién de ROS durante la criopresenvacion se han
reportado en esta temperatura (Saleh y Agarrwal, 2002). Para poder
detener completamente la actividad metabodlica es necesario que la
temperatura sea inferior a -130°C (Medeiros et al., 2002). La reduccion de
la temperatura también disminuye el crecimiento bacteriano y prolonga la

viabilidad de los espermatozoides (Palma, 2001).

Para el transporte existen cajas acolchadas con dispositivos de frio y
espacios para conservar y proteger el semen procesado. Este debe
enviarse rapidamente con identificacion y certificado sanitario del animal.
Siempre teniendo el cuidado necesario ya que se trata de material
bioldgico no peligroso (Kutzler, 2005).
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2.3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son moléculas producidas
como parte de la metabolizacion del oxigeno, estas se dividen en dos
grupos radicales libres y no radicales (Fuchs, Thiele y Ochsendorf, 1997).
Los radicales libres de oxigeno son moléculas que poseen uno 0 mas
electrones no apareados rotando en sus orbitas externas (Warren,
Johnson y Ward, 1987). Debido a esta inestabilidad son sumamente
activos y altamente oxidantes porque el electrén no apareado busca
escapar de su desequilibrio y debe oxidar, o sea, detraer un electron a
cualquier molécula vecina, modificando su estructura y transformandola a
su vez en otro radical libre (Fridovich, 1998). De este modo es capaz de
promover reacciones en cadena (Fuchs et al., 1997). En cambio, los no
radicales son aquellas moléculas que tienen los electrones apareados
rotando en sus orbitas externas, en un inicio por si solas no son altamente
oxidantes, pero podrian dar origen a especies reactivas mas letales para

la célula, como el radical hidroxilo (Cardenas y Pedraza, 2006).

En las mitocondrias, el oxigeno reacciona con el hidrégeno, en un proceso
denominado fosforilacion oxidativa. Como parte de esta reaccion quimica
el oxigeno molecular (O2) al formar agua H20 gracias a una reduccién
tetravalente del Oz (Fridovich, 1998). En una reaccion secundaria, la
fosforilacién oxidativa puede tomar un camino alterno, produciendo como
consecuencia las ROS por una disminucion univalente del oxigeno (Fuchs
et al., 1997). Las ROS incluyen superoéxido (O2), perdxido de hidrégeno
(H202) y radical hidroxilo (OH) altamente reactivo. El O2" puede generarse
a partir de los complejos | y Il (que se muestran en B de la llustracion 1)
o mediante la oxidacion de NADPH por las NADPH oxidasas. La
subsiguiente reduccion de H20: es catalizada por la superoxido dismutasa
(SOD). El H202 puede reducirse aun mas y formar agua (H20) mediante
catalasa o puede oxidar el hierro (Fe?*) de forma espontanea para formar
el altamente reactivo OH. En condiciones de estrés oxidativo, cuando la
generacion de ROS supera el sistema de eliminacién de ROS, los niveles

acumulados de ROS oxidan y dafan varios componentes celulares. La
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cadena de transporte de electrones de los complejos I, I, Il y IV
aprovechan los electrones de NADH en una serie de reacciones redox,
gue se acoplan para bombear protones (H*) en el espacio intermembrana
mitocondrial. La fuerza motriz proténica, es una combinacion del potencial
de membrana (carga) y el gradiente de concentracién de protones, esta
energia potencial es utilizada para la sintesis de ATP (complejo V).
Normalmente, el Oz actia como el receptor final de electrones del
complejo 1V, pero una reduccién aberrante del Oz puede ocurrir en los

complejos | y I, lo que lleva a la generacion de Oz'.

A NADPH NADP*
—

| Oxida proteinas, lipidos y ADN

[

Fe2+
02 02‘_ — HzOz_i" OH*
sSOD Catalasa \, Sistema
Mitocondria lutation
H,0 8
B
Mitocondria
@ @ Espacio intermembrana

Vlembrana interna

NADH  NAD* ADP + P,

0 Matriz

llustracion 1. Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS). (A) Secuencia de
las Produccién de las ROS (02, H202 y OH). (B) Cadena de transporte de electrones de

los complejos I, I, 1l y IV, y la generacion de Oz.

Fuente: Modificado de Bigarella, Liang y Ghaffari, 2014.
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La formacién de ROS se debe a la toxicidad del oxigeno. Se conoce que
el oxigeno es necesario para la vida, pero puede resultar toxico cuando
se encuentra en altas o bajas concentraciones, a este hecho se le conoce
como la “paradoja del oxigeno” (Cérdenas y Pedraza, 2006), las
principales especies parcialmente reducidas son: anion superoxido,

peréxido de hidrogeno y radical hidroxilo (Hansberg, 2002).

El anién superoxido (O27), es el radical libre méas abundante y comun a
nivel celular, se origina al afadir un electron al oxigeno cuando este se
encuentra en su estado fundamental (Corrales y Muioz, 2012), Su
generacion se da en las mitocondrias (Baker y Aitken, 2004) y el reticulo
endoplasmatico (Fuchs et al.,, 1997). Fundamentalmente, el deterioro
ocasionado por el Oz se debe a su conversion hacia especies mas

reactivas, como el anién radical superéxido (Fuchs et al., 1997).

El peroxido de hidrégeno (H202), no es un radical libre ya que no posee
electrones desapareados en sus orbitas externas (Cardenas y Pedraza,
2006), se produce por la reduccién parcial del oxigeno, por aceptacion de
2 electrones, sin embargo, la union entre O-O en el H202 es muy débil y
se puede desintegrar, en presencia de metales de transicibn como el
hierro reacciona dando origen al radical hidroxilo (OH") (Corrales y Mufioz,
2012).

El radical hidroxilo (OH*) posee alta reactividad, tiene vida media corta
porque reacciona de manera rapida y especifica con blancos celulares
como el ADN, proteinas, lipidos y carbohidratos (Fuchs et al., 1997). La
formacion del OH® se puede lograr por la reaccién Haber-Weiss, al
reaccionar el Oz  y el H202 (Halliwell y Gutteriedge, 1999):

Oz + H202 —> OH" + OH + O2
Por otro lado, se puede formar OH* desde el H20:2 al ser catalizado por
la presencia de iones de metales de transicion como lo muestra la

reaccion de Fenton (Halliwell y Gutteriedge, 1999):
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Fe?* + H202 —* Fe3* + OH" + OH-
Tiene una capacidad superior de causar dafios a nivel celular debido a
que las células no cuentan con un sistema enzimatico antioxidante contra

este radical (Corrales y Mufioz, 2012).

2.4. ESTRES OXIDATIVO

Se denomina estrés oxidativo a la exposicién de las células a diversas
fuentes que producen ruptura del balance entre los factores oxidantes y
los mecanismos de defensas antioxidantes, esto puede deberse a un
aumento en la produccién de ROS o por la disminucion en los sistemas
antioxidantes o de reparacién (Cardenas y Pedraza, 2006). Esta situacion
dafia las macromoléculas, genera alteraciones estructurales y funcionales

en cualquier célula, ocasionando dafio celular (Viada et al.,2017).

La forma en que el exceso de ROS produce estrés oxidativo es mediante
el dafio de la membrana de las células, producido por la alteracion de la
osmolaridad, formandose fosfatos de calcio poco solubles, agotamiento
del ATP, activacion de enzimas proteoliticas y fosfoglucolipidicas, lo que
produce dafo proteico y lipidico, y alteraciones en el ADN, conduciendo
a la muerte celular (Villa, 2009).

2.5. ESTRES OXIDATIVO SEMINAL

El estrés oxidativo seminal consiste en el dafio de los componentes
estructurales vy fisioldégicos en los espermatozoides, como consecuencia
de enormes cantidades de ROS o por leucocitos activados presentes en
el plasma seminal (Coérdova et al., 2009; Santiani, 2013), generando
disminucién de la capacidad fecundante y de la sobrevivencia (Villa,
2009).
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Los espermatozoides son sensibles a las ROS por su poca cantidad de
enzimas antioxidantes, su gran contenido de acidos grasos
poliinsaturados presentes en su membrana plasmatica y a la presencia
del sistema NADPH oxidasa (Wai-Sum, Che, Chow, 2006). La produccion
de elevadas cantidades de ROS se relaciona con la presencia de
espermatozoides con anomalias morfolégicas, como el exceso de
citoplasma residual durante la formacién de los espermatozoides a nivel
testicular (Aitken et al., 1994), debido a la presencia de la enzima G6PD,
gue estimula el complejo multi-enzimatico NADPH oxidasa, este sistema
esta localizado en la membrana espermatica, se compone de proteinas,
las cuales forman un centro catalizador de la oxidasa (Vélez, Rocha, Arias
y Lopez., 2016). Asimismo, se ha descrito en humanos y equinos que la
adicion de calcio ion6foro (aumenta la permeabilidad de la membrana de
lipidos) se relaciona con la produccién elevada de ROS (Aitken et al.,
1994), asi como el tiempo de incubacién y la concentracion de los

espermatozoides (Ball y Vo, 2002).

Segun Aitken y Fisher (1994), en los espermatozoides podemos encontrar
ROS radicales (radical peréxido (ROO.), radical hidroxilo (OH.) y anién
superoxido (O2)) y ROS no radical (peréxido de hidrégeno (H2032)). Siendo
este Ultimo el producto oxidativo mas nocivo para los espermatozoides
(Cordova et al., 2009).

2.6. CONSECUENCIAS PATOLOGICAS DE ROS EN EL SEMEN

Las consecuencias patolégicas producidas por las ROS en
espermatozoides comprenden la disminucion de la motilidad de los
espermatozoides (Baumber et al., 2002; Bilodeau, Blanchette, Gagnon y
Sirard, 2001), incremento de la peroxidacion lipidica en la membrana
espermatica (Santiani, 2012), disminucion de la capacidad para la fusion

espermatozoide-ovocito (Blondin, Coeneny Sirard, 1997) y aumento de la
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fragmentacion del ADN (Santiani, 2012), afectando la fertilidad (Aitken,
1994).

Peris, Bolideau, Dufour y Bailey (2007) indican que la presencia de ROS
en grandes cantidades genera una disminucion en la motilidad
espermética. Aitken, Baker y Nixon (2015), sefialan que esto se debe a
gue el aumento de ROS en la mitocondria desencadena la cascada de
peroxidacion lipidica, donde las ROS atacan a los acidos grasos
poliinsaturados que abundan en los espermatozoides, lo que conlleva a
un bloqueo de los complejos |-V de las mitocondrias por lo que el
intercambio idnico se detiene y como consecuencia no hay produccion de
ATP vy el espermatozoide queda sin energia, disminuyendo asi la
motilidad. Las ROS también tienen la capacidad de desencadenar la
peroxidacion lipidica en la membrana espermética, inhibiendo la actividad
fructolitica y respiratoria del espermatozoide y llevandolo a la muerte
(Santiani, 2012).

La peroxidacion lipidica es el deterioro oxidativo de los acidos grasos
poliinsaturados producido por las ROS (Saleh y Agarwal, 2002). Los
espermatozoides son bastante sensibles a las ROS debido a su elevado
contenido de acidos grasos poliinsaturados (Michael et al., 2007). En la
membrana espermatica se presentan enlaces dobles y esto debilita la
unién C-H en los atomos de carbono adyacentes y facilita la extraccion de

hidrogeno, lo que conduce al estrés oxidativo (Aitken y Ficher, 1994).

El H202 y el Oz por si solos no inician la cascada de peroxidacion lipidica,
pero estos pueden formar al radical hidroxilo (OH*), quien reacciona ante
la presencia de metales de transicion (Fe y Cu) y desencadena la
peroxidacién lipidica. EI OH* sustrae un atomo de hidrégeno de un acido
graso poliinsaturado de la membrana plasmatica y forma un radical
lipidico (R"), luego este interacciona con el oxigeno y forma radical lipido
peroxilo (ROO"), este radical propaga la cadena de peroxidacion lipidica
al tomar un atomo de hidrogeno de un acido graso vecino, para

estabilizarse como peréxido lipidico (ROOH). De esta manera se propaga
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el dafio en la membrana plasmatica (Fuchs et al., 1997), tal como se

observa en la llustracion 2 asi se produce la peroxidacion lipidica.

N AT RO TRTT
Seiodotil bt

Peroxidacion lipidica

v

15448486

llustracion 2. Efectos de la Peroxidacion Lipidica sobre la Membrana Plasmatica.

Fuente: Modificado de Jacob y Manson, 2005.

Otra de las consecuencias mas importantes de las ROS en los
espermatozoides es la fragmentacion del ADN (Membrillo et al, 2003). Se
ha demostrado que las ROS originadas por medio de la criopreservacion
incrementan la desintegracion del ADN en ovinos (Peris et al., 2007) y
caninos (Sue-Hee, Do-Hyeon y Yong-Jun, 2010). Wai-Sum et al. (2006)
indicaron que un espermatozoide con dafio en el ADN tiene capacidad
fecundante, pero puede estar relacionado a perdidas tempranas del
embrion, problemas de implantacion y anomalias estructurales

embrionarias.

La lesion en el ADN del espermatozoide se origina porque las ROS restan

un atomo de H* de las unidades de ribosa del ADN, lo que desestabiliza
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la cadena del ADN vy la fragmenta. Cuando se produce este dafio en el
ADN, los espermatozoides inician un proceso de muerte celular, parecido

a la apoptosis (Santiani, 2012).

2.7. GENERACION DE ROS MIENTRAS SE PRODUCE EL DESCENSO DE
TEMPERATURA.

La disminucion gradual de la temperatura en la refrigeracion estimula la
produccién de Oz (Chatterjee y Gagnon, 2001). A pesar de que una
elevada produccién de ROS es dafiina para los espermatozoides (Griveau
y Lannou, 1997), en presencia de bajas cantidades de ROS, producto del
enfriamiento hasta 5°C, se da inicio un proceso similar a la capacitacion,
produciéndose alteraciones morfolégicas y funcionales en los
espermatozoides, esto se ha descrito en algunas especies, como en el
cerdo (Watson, 1996).

Una investigacion revel6 que en espermatozoides caninos los niveles de
H20:2 intracelular incrementan luego del proceso de criopreservacion
(Sue-Hee, Yong-Jun y Yong-Jun, 2011). También, en humanos, se ha
descrito un incremento significativo de ROS durante el enfriamiento,
observandose niveles maximos a los 4°C (Wang, Zhang, lkemoto,
Anderson y Loughlin, 1997; Saleh y Agarwal, 2002). Ball y Vo, 2002,
reportaron que en espermatozoides equinos incrementa la peroxidacion

lipidica incrementa cuando son sometidos a refrigeracién a 5°C.

Durante la refrigeracion, la temperatura de la suspension espermatica se
reduce desde la temperatura fisiologica hasta una temperatura por encima
ligeramente de los 0°C. Esta situacion sensibiliza a los espermatozoides,
en especial si el descenso de temperatura se realiza de forma brusca, a
eso se le conoce como “shock térmico” (Parks, 1997) o “dafo por

enfriamiento extremo” (Watson, 1990, 1995).
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La sensibilidad al shock térmico estd determinada por ciertos
componentes como los fosfolipidos y los acidos grasos de la membrana
espermética (Poulos et al., 1973). El shock térmico se produce cuando se
altera la organizacion de los lipidos de la membrana espermatica (Drobnis
et al., 1993). En una temperatura fisiologica los fosfolipidos estan en un
estado fluido y sus cadenas de acidos grasos son flexibles (De Leeuw,
Leboeuf,y Chemineau, 1990). Cuando la temperatura de la membrana
disminuye por debajo de la temperatura de organizaciéon de los lipidos de
la membrana espermatica, estos sufren la fase de transicion termotréfica
del estado liquido-cristalino al estado gel, comenzando a juntarse (Quinn,
1989). Esto resulta en rigidez de las cadenas de acidos grasos y se aislan
de dominios de gel (De Leeuw et al., 1990). Esto afecta las funciones
como el reconocimiento del ovocito, afecta el transporte de moléculas y
su capacidad feértil, también se afectan los canales celulares, ya que las
proteinas de membrana se encuentran unidas por fosfolipidos
experimentan cambios estructurales que se traducen en una alteracion
funcional, haciendo que la membrana se torne mas permeable (Cortés et
al., 2006).

El shock térmico ocurre al pasar por un enfriamiento rapido de 20 a 0°C,
aunque el dafo resulta mas severo entre los 12 y 2°C (Watson, 1995).
Estos dafios se pueden atenuar controlando la velocidad de enfriamiento
(<10°C/min) hasta cerca de los 4°C (Parks, 1997). Pero a pesar de estas
medidas de enfriamiento lento, este también dafia al espermatozoide,
pero de manera menos severay extensa (Watson, 1990). Green y Watson
(2001), plantearon que el enfriamiento del medio del espermatozoide
reduce la vida util del espermatozoide, y aumenta el numero de
espermatozoides criocapacitados, la capacitacion ocurre de forma
fisiolégica y se da a nivel del tracto reproductor de la hembra (en el istmo),
pero en la criocapacitacion esto ocurre fuera del tracto reproductor por lo
que posteriormente al realizar la IA los espermatozoides no podran

fecundar, produciendo una disminucién de la fertilidad.
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No obstante, cuando los espermatozoides son incubados a temperaturas
inferiores a cero, las cantidades de ROS producidas son
considerablemente menores (Wang et al.,1997). Estas baja temperaturas
reducen la actividad metabdlica de los espermatozoides, porque por
efecto de la congelacion la formacion de ROS disminuye (Hernandez,
Delgado, L6pez, Martinez y Mallok, 2010). La produccion ROS en grandes
cantidades en la criopreservacion se vincula con la presencia de ROS en
semen fresco, asi la probabilidad de que exista un aumento significativo
de ROS luego del proceso de criopreservacion es mayor cuando la
muestra de semen tiene presencia de ROS antes de la criopreservacion
(Mazzilli et al.,1995; Tselkas, Saratsis, Karagianidis y Samoulidis, 2000).
Pero también se puede evidenciar que en muestras de semen sin ROS
previo a la criopreservacion puede haber un incremento de las cantidades
de ROS (Mazzilli et al., 1995; Tselkas et al., 2000). Por este motivo, es
gue es de suma importancia que durante la criopreservacion se tomen
medidas que disminuyan la produccion de ROS, para optimizar la calidad
del semen posterior al proceso congelamiento-descongelamiento
(Paparella, Pavesi, Feldman y Bouvet, 2015; Eskenazi et al., 2005).

2.8. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ROS

Existen diversos procedimientos para evaluar la presencia de los
diferentes tipos de ROS, en el caso de medicion intracelular de H202y O2-
se emplea dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA) y dihidroetidio
(DHE) respectivamente (Cardenas y Pedraza, 2006). La evaluacion de ambas
ROS se realiza en espermatozoides vivos, ya que cuando hay muerte de los

espermatozoides estos sufren ruptura de sus membranas y mitocondrias, por lo

gue las ROS pueden salir al medio (Bansal y Bilaspuri, 2010).

El DCFH-DA se oxida selectivamente por el H;O. libre intracelular,
convirtiéndose en diclorofluoresceina (DCF) que se une al ADN y emite
fluorescencia verde (Mahfouz et al., 2010). Como se observa en la

ilustracion 2.
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DCFH-DA e (Se oxada)

Fluoresce
verde

llustracion 2. Medicion de H202 Mediante DCFH-DA.

Fuente: Elaboracion propia.

El DCFH-DA se emplea en combinacion de Yoduro de propidio (PI), con
el fin de detectar a aquellos espermatozoides que estdn muertos, es un
marcador cationico para registrar células en apoptosis (Martinez, 2009).
Por ello se considera al Pl como contra tinciéon. Por lo tanto, se puede
observar a los espermatozoides que producen H20:2 fluoresciendo de
color verde y los espermatozoides que estan muertos fluoresciendo de

color rojo.

Para evaluar la produccion de O2- se emplea la tincion fluorescente DHE.
El DHE es oxidado por el O2- libre intracelular, resultando en 2-
hidroxyetidium, este se une al ADN y emite fluorescencia roja (Mahfouz et

al., 2010). Como se observa en la ilustracion 4.
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DHE & (Se omida)

Fluoresce
rojo

llustracion 4. Medicion de Oz con DHE.

Fuente: Elaboracion propia.

Sanchez, Santiago, Vargas y Mendoza (2004) establecieron que la
guimioluminiscencia era el método mas especifico para determinar la
presencia de Oq2- intracelular. Sin embargo, posteriomente en el 2007
(Burnaugh, Sabeur y Ball) y en el 2009 (Martinez) demostraron que el
mejor método era emplear DHE, ya que era mucho mas certero y se unia

especificamente al ADN.

El DHE se emplea en combinacion de YO-PROZ1, con el fin de detectar a
aquellos espermatozoides que estan muertos, es un marcador de ADN
para evaluar la apoptosis celular (Martinez, 2009). Por ello se considera
al YO-PRO1 como contra tincién. Por lo tanto, se puede observar a los
espermatozoides que producen O2- fluoresciendo de color rojo y los

espermatozoides que esta muertos fluoresciendo de color verde.

[I. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION Y AMBIENTE

La presente investigacion se llevdo a cabo en el laboratorio de

Biotecnologia Reproductiva animal de la Universidad Cientifica del Sur,

ubicada en Villa el Salvador, Lima, Peru.
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3.2. POBLACION Y MUESTRA

El presente estudio conté con un total de 15 muestras seminales de 4
canes sanos de raza afgano, con un rango de edad entre 1 a 6 afios. Para

obtener este tamafio muestral se empled la siguiente formula:

N*Zlp*q
H:
d¥N-1)+2;*p*q

Donde:
N: total de poblacién (4 machos)
Za: 1.96 al cuadrado (la seguridad es del 95%)
P: Proporcién esperada (5%=0.05)
g: 1-p (seria 1-0.05=0.95)
d: Precision (5%=0.05)
Resultando: 14.9856 = 15

La poblacién de animales empleados para el estudio pasé por un periodo
de abstinencia y una rotaciébn programada. Todos los animales
pertenecieron al mismo criadero por lo que tuvieron el mismo tipo de
alimentacion, eran animales sanos con controles sanitarios (negativos a
cualquier enfermedad) y fértiles (con al menos una prefiez registrada),
asimismo las muestras seminales pasaron por una evaluacion inicial para
ingresar al estudio, los criterios de inclusion fueron concentracion,
motilidad, viabilidad, color, pH y volumen. Asi se esperaba que la calidad

seminal fuera la misma para todos los animales.

3.3. DISENO EXPERIMENTAL MODELO, GRUPOS EXPERIMENTALES,
SECUENCIA DE OPERACIONES EXPERIMENTALES.

3.3.1. DISENO EXPERIMENTAL
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Se trabajo con un disefio experimental de muestras repetidas. Para dicha
investigacion cada muestra seminal fue dividida en 2 alicuotas iguales de
0.5 mL y luego cada alicuota fue asignada aleatoriamente a uno de los
grupos, con o sin dilutor (G1: con dilutor y G2: sin dilutor).

Ambos grupos fueron evaluados a las 0, 2 y 4 horas a fin de evaluar la
produccion de ROS (H202 y O2) en los espermatozoides caninos, para

determinar su variacion en el tiempo. A continuacion, se muestra el

Medicion de
ROS en 0 horas
1° Alicuota con Medicon de
dilutor ROS en 2 horas
Medicion de
ROS en 4 horas
Muestra
seminal (n=15) ’
Medicion de
ROS en 0 horas
2° Alicuota sin Medicion de
dilutor ROS en 2 horas
Medicion de
ROS en 4 horas

esquema de trabajo (llustracion 5):

llustracion 5. Esquema de Trabajo.

Fuente: Elaboracién propia.

3.3.2. COLECTA DE SEMEN

La colecta se realiz6 en un criadero de raza afgana, luego las muestras
seminales fueron llevadas inmediatamente al laboratorio de biotecnologia
reproductiva animal de la universidad cientifica del sur. Antes de realizar
la colecta se realizé la higienizacion de la regién abdominal y prepucial del

perro, con el fin de evitar cualquier contaminacion, la colecta se realizo
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por estimulacion manual del bulbo del pene, el eyaculado se colect6 en
un beaker de vidrio de 50 ml previamente entibiado a 37°C y luego se

almacend en un tubo de propiopileno de 15 mL también temperado.

3.3.3. EVALUACION BASICA Y MANEJO DE LA MUESTRA

A la muestra colectada se le realiz6 una evaluacién macro y microscépica
basica, con el fin de para determinar si se incluiria 0 no en el estudio. Las
muestras que se incluyeron en el estudio debian cumplir con los siguientes
pardmetros: concentracion minima de 60 millones spz/ml, motilidad del
70% vy viabilidad del 70%, las muestras que no estaban dentro de estos
parametros fueron descartadas.

Dentro del estudio macroscépicos que se evaluo el color, el pH (utilizando
cinta colorimétrica) y el volumen del eyaculado (se midi6 por medio del
tubo colector). Los parametros microscopicos medidos fueron evaluados
en el laboratorio de biotecnologia reproductiva animal, donde se observé
motilidad y viabilidad, en una lamina porta objeto temperada mediante un
microscopio a objetivo 40X se evalu6 los movimientos de los
espermatozoides, también se evaludé la concentracion espermatica,

utilizando la camara de Neubauer para el conteo de espermatozoides.

Inmediatamente después, se realiz0 la preparacion del dilutor a base de
leche descremada (50 ml), 5% v/v de yema de huevo (2.5 mL), y fructosa
a una concentracion final de 50 mmol (1.1260 gr). Lo primero que se hizo
fue temperar a 37°C la leche, luego en un beaker de vidrio se midié 40 mL
de leche a la cual se le afiadi6 la fructosa, luego se completé con leche
hasta los 50 mL, se homogenizo y se extrajo el 5% del volumen total (2.5
mL) y se repuso la misma cantidad de yema de huevo (2.5 mL) y se volvio

a homogenizar el preparado.
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Finalmente, las 15 muestras seminales se dividieron en 2 alicuotas de 0.5
mL cada una, y se asignaron aleatoriamente en uno de los dos grupos,
con dilutor (tratamiento) y sin dilutor (control), como se muestra en la
ilustracion 4. Al grupo con dilutor se procedié a hacer la dilucion, la
relacion fue de 1:1, 1 mL de semen con 1 mL de dilutor. Ambos grupos se
almacenaron en tubos de prolipropileno de 15 mL y se llevaron
inmediatamente a regrigeracion (5°C). Posterior a esto, se realizaron las

mediciones de ROS alas 0, 2 y 4 horas.

3.3.4. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ROS

Para evaluar la produccion de ROS en los espermatozoides cada alicuota
(sin dilutor y con dilutor) fue procesada de la siguiente manera: se lavaron,
con el fin de retirar tanto el dilutor como el plasma seminal. Se tomé 200
ML de semen de cada alicuota y se les afiadi6é 1.5 ml de PBS temperado,
para luego centrifugarlas a 600 rpm por 5 minutos. Posterior a esto, se
extrajeron los sobrenadantes con una pipeta, con cuidado de no atraer el
pellet formado (espermatozoides aglomerados). Luego se reconstituyeron

los pellets obtenidos con 500 pL de PBS.

Para evaluar la produccion de peréxido de hidrogeno en los
espermatozoides, se procedié a tomar 100 uL de la muestra y se le afiadid
1 pL de la solucién stock de DCFH-DA, se incub6 a 25°C por 40 minutos
en oscuridad. Después a la incubacion, se le agregé 1 uL de Yoduro de
propidio (Pl) y se homogenizd, como contra tincion para detectar
espermatozoides muertos. Para la lectura se coloco 20 pL de la solucién
final en una ldmina porta objeto, se extendid y leyé inmediatamente en
oscuridad. Los espermatozoides que se veian con fluorescencia verde
eran los que estaban produciendo peroxido de hidrogeno, lo que
significaria que estaban vivos, en cambio si fluorescian rojo se
interpretaria como muertos, que no producen peroxido de hidrégeno.

Como se muestra en la lustracibn 6y 7.
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Tomar 100uL de muestra

seminal Incubar a 25°C por 40 Agregar 20uL de loduro de
+ minutos en oscuridad propionato y homogenizar

1pL de DCFH-DA

Si el espermatozoide
fluoresce verde = Estd
produciendo perdxido de
hidrégeno (esta vivo)

Colocar 20pL de solucion
y extender en lamina Resultados
portaogéiai{i;%erla il Si el espermatozoide
fluoresce rojo = No esta
produciendo peroxido de
hidrégeno (esta muerto)

llustracion 6. Protocolo de Evaluacion de H20x.

Fuente: Elaboracion propia.

.
llustracion 7. A) Fluorescencia Verde en el Espermatozoide vivo con de Hz O2. B)
Fluorescencia Roja Indica Espermatozoide Muerto sin Produccion de H2 Oo.

Fuente: Elaboracion propia.

Para evaluar la produccién de anién superoxido en espermatozoides, se
procedio a tomar 100 uL de muestra y se le afiadio 10 yL de la solucion
de stock de DHE y se incub6 a 25°C por 20 minutos en oscuridad.

23

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




¥ TESIS

CIENTIFICA

Después de la incubacion, se le agregdé 1 pL de YO-PRO1 como contra

tincion para detectar espermatozoides muertos. Para la lectura se coloco

20 uL de la solucién final en una lamina porta objeto, se extiendié y se

leyé inmediatamente en oscuridad. Los espermatozoides que se veian

con fluorescencia roja estarian produciendo anion superoéxido, lo que

significaria que estaban vivos, en cambio si fluorescian verde se

interpretaria como muertos, que no producen anién superoxido. Como se

observa en la ilustracion 8 y 9.

Tomar 100uL de muestra

seminal Incubar a 25°C por 20
+ minutos en oscuridad

10uL de DHE

Agregar 1uL de YO-PRO1
y homogenizar

Colocar 20pL de solucion
y extender en lamina
portaobjeto y leerla en
oscuridad

Resultados

llustracion 8. Protocolo de Evaluacion de Oz

Fuente: Elaboracién propia.
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llustracion 9. Espermatozoides Fluoresciendo: Fluorescencia Verde en Espermatozoides
Muertos que Indica que no Producen Oz, Fluorescencia Roja en Espermatozoides Vivos

gue Indica que Producen Oz

Fuente: Elaboracion propia.

3.4. ANALISIS DE DATOS

Para el andlisis de datos se emple6 el programa estadistico Prism ® (V3.0,
EE.UU.). Los datos se ajustaron empleando la formula del Arcoseno.

La finalidad del trabajo fue evaluar simultaneamente si la presencia o
ausencia de dilutor influyd en la produccibn de ROS en los
espermatozoides, para esto se trabajé cada grupo y se dividio en 3
tratamientos, dando en total 6 grupos. Luego se realizé un ANOVA de 2
vias para estudiar simultdneamente el uso o no de dilutor. Posteriormente
a estos resultados se les aplico el post-test de Bonferroni para comparar

y determinar si existe diferencia significativa entre uno y otro.

IV. RESULTADOS

4.1. PEROXIDO DE HIDROGENO

Se observa, que a medida que avanza el tiempo de refrigeracién a una
temperatura de 5°C, el porcentaje de produccion de peréxido de
hidrogeno (H202) en los espermatozoides va disminuyendo en ambos
grupos (con y sin dilutor). Asimismo, se logra visualizar que las muestras
gue contenian dilutor, a lo largo del tiempo, presentaron un mayor
porcentaje de espermatozoides que produjeron H202, a diferencia del

grupo sin dilutor (cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de espermatozoides que producian perdéxido de

hidrégeno en los grupos con y sin dilutor alas 0,2y 4 horas a 5°C.
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100%

0,
o0 81,4% 77,4%
o el
80% —r 72,1%

70% 76,4%

60%
50% 56,8%

40%
30%
20%
10%

0%
0 Hrs. 2 Hrs. 4 Hrs.

==@=Con dilutor === Sin dilutor

Para evaluar la influencia de la presencia o ausencia del dilutor se
analizaron los promedios de los porcentajes de espermatozoides que
producian H202 en ambos grupos, sin tomar en cuenta el tiempo de
exposicion. Observandose que los grupos que no presentaban dilutor
tenian un promedio de produccion de H202 de 66.63%, mientras que el
grupo que con dilutor tenia un 76.99% de produccién de H202, lo cual
numéricamente es muy similar, pero desde el puno de vista estadistico

existe una diferencia estadistica significativa, con un P=0,0028 (cuadro 2).

Cuadro 2. Promedio los porcentajes de espermatozoides que producian

perdxido de hidrégeno en el tiempo, en los grupos con y sin dilutor a 5°C.

Espermatozoides | Espermatozoides

SR : P value
sin dilutor con dilutor

Promedio 66.63 %2 76.99 %P 0,0028

*ab letras diferentes en columnas muestran diferencia estadistica significativa

Para evaluar la influencia de los tiempos se analizaron los promedios de

los porcentajes de espermatozoides que producian de H202en las 0, 2 y
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4 horas, sin tomar en cuenta la presencia o ausencia del dilutor,
observandose que a las 0 horas el 78.92% de los espermatozoides
producia H202, a las 2 horas el 72.03% producia H202 y a las 4 horas el
64.47% producia H202, lo cual indica que existe una diferencia no solo

numeérica sino también estadistica significativa, P=0,0028 (Cuadro 3).

Cuadro 3: Promedio de los porcentajes de espermatozoides que producian

perdxido de hidrogeno en las 0, 2y 4 horas de los dos grupos a 5°C.

0 horas 2 horas 4 horas P value

Promedio 78.92 %2 72.03 %2 64.47 %P 0,0032

*ab letras diferentes en columnas muestran diferencia estadistica significativa

Se realiz6 como post-test el test de Bonferroni y se demostré que existe
diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre el tiempo 4 horas con los
otros dos tiempos (0 y 2 horas), lo cual indica que a las 4 horas hay una
menor produccion de peroxido de hidrégeno en espermatozoides en
ambos grupos, ya que los espermatozoides van muriendo con el paso del
en el tiempo (cuadro 4).

Cuadro 4: Test de Bonferroni

Tiempo Sin dilutor Con dilutor Difference 95% CI of diff.
0 76,43 % 81,41 % 4,979 -9.265 to 19.22
2 66,65 % 77,41 % 10,76 -3.483 to 25.00
4 56,81 % 72,13 % 15,32 1.081 to 29.57
Tiempo Difference T P value Summary

0 4,979 0,8539 P>0.05 Ns

2 10,76 1,846 P>0.05 Ns

4 15,32 2,628 P<0.05 *
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4.2. Anidén superéxido

Se observa, que a medida que avanza el tiempo de refrigeracion a una
temperatura de 5°C, el porcentaje de espermatozoides que produce anion
superoxido (Oz2" ) permanece estable en ambos grupos (con y sin dilutor).
Asimismo, se logra visualizar que las muestras que no contenian dilutor,
a lo largo del tiempo, presentaron un mayor porcentaje de
espermatozoides que produjeron Oz, a diferencia del grupo con dilutor

(cuadro 5).

Cuadro 5. Porcentaje de espermatozoides que producian anion superéxido

en los grupos con y sin dilutor alas 0, 2y 4 horas a 5°C.

100%

90%
79,3%

80% G 74,7% 74,8%
P —— o
70% 74,0% g
70,8% —
60% 64,1%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
0 Hrs. 2 Hrs. 4 Hrs.
==@=Con dilutor ==@=Sin dilutor

Para evaluar la influencia de la presencia o ausencia del dilutor se
evaluaron los promedios de los porcentajes de espermatozoides que
producian O2° en ambos grupos, sin tomar en cuenta el tiempo de

exposicion. Observandose que los grupos que no presentaban dilutor
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tenian un promedio de produccion de Oz de 76.25%, mientras que el
grupo que tenia dilutor tenia un 69.65% de produccion de Oz, lo cual
numeéricamente es muy similar, pero desde el punto de vista estadistico

no demostroé diferencia estadistica significativa (Cuadro 6).

Cuadro 6. Promedio de los porcentajes de espermatozoides que producian

anion superoxido en los grupos sin y con dilutor a 5°C.

Sin dilutor Con dilutor P value

Promedio 76,25 % 69,65 % 0,0704

Para evaluar la influencia de los tiempos se analizaron los promedios
delos porcentajes de espermatozoides que producian Oz enlas 0,2y 4
horas, sin tomar en cuenta la presencia o ausencia del dilutor.
Observandose que a las 0 horas el 76.67% de los espermatozoides
producia Oz, a las 2 horas el 72.72% producia Oz y a las 4 horas el
69.47% producia Oz, lo cual indica solo una diferencia numérica ya que

no hay diferencia estadistica significativa, P=0,2689 (Cuadro 7).

Cuadro 7: Promedio de los porcentajes de espermatozoides que producian

anién superéxido en las 0,2y 4 horas de los dos grupos a 5°C.

t0 t2 t4 P value

Promedio 76,67 % 72,72 % 69,47 % 0,2689

Se puede observar que a medida que avanza el tiempo de refrigeracion a
una temperatura de 5°C, los grupos en los que se aplico dilutor
presentaron mayor porcentaje de espermatozoides que producian H20:2
gue de Oz. Por lo contrario, los grupos sin dilutor presentaron mayor

produccién de Oz que de H202. Tal como se observa en el cuadro 8.
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Cuadro 8: Porcentaje de espermatozoides que producian anién superoxido
y perdxido de hidrogeno en los grupos con y sin dilutor alas 0, 2y 4 horas
a 5°C.

85%

80% 79.3%8~ _ _

76.4%A -

75%
’ 74.0%

70%
65%

60%

~
A 56.8%
55%
0 Hrs. 2 Hrs. 4 Hrs.
—&— Produccién de H202 (con dilutor) — & = Produccién de H202 (sin dilutor)
—@— Produccién de 02- (con dilutor) = @ - Produccién de 02- (sin dilutor)

V. DISCUSION

Segun lo obtenido en el presente estudio podemos ver que la presencia o
ausencia de dilutor no influy6 sobre la sobrevivencia de los
espermatozoides caninos, esto contradice lo observado en cerdos (Torres
et al., 2014) y equinos (Sandoval, 2010), quienes suelen tener mayor tasa

de sobrevivencia espermatica en muestras que emplean dilutor.

Algo que resalta en este estudio es que la produccion intracelular de
especies reactivas de oxigeno (ROS) fue elevada desde el inicio del
descenso de la temperatura, lo cual coincide con lo sefialado por Watson
(1995) quien especifica que muestras refrigeradas sin un descenso
adecuado de la tempera presentan shock térmico entre los 12y 4 °C, cabe
resaltar que el manejo que se le dio a las muestras buscé simular el
realizado por criadores o veterinarios, que como parte de la practica diaria

colectan el semen canino y lo transportan sin dilutor en cajas de
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refrigeracién o coolers. Es debido a que los espermatozoides pasaron por
un shock térmico, que estos antes de entrar en un estado de disminucion
metabdlica, necesitan activar diversas fuentes energéticas como las
obtenidas por la metabolizacidén del oxigeno o de algan azlcar si es que
estuviera a disposicion, lo cual segun lo referido por Parks (1997), activa
la cadena de produccién de ROS.

Cabe resaltar, que segun lo referido por Chatterjee y Gagnon (2001)
durante la disminucion gradual de la temperatura en la refrigeracion se
estimula primero y en mayor proporciéon la produccién de Oz, lo cual
coincide con los resultados obtenidos en el presente trabajo. Debemos
recordar que el oxigeno genera toxicidad cuando se produce la cadena
respiratoria, esto debido a la formacion de sub-productos radicales como
el Oz o no radicales, como el H202, el cual es producido en base al primero
y siendo el responsable de causar dafios los primeros dafios (Cardenas y
Pedraza, 2006).

Por otro lado, hemos logrado demostrar que la presencia o ausencia de
dilutor no influye sobre el porcentaje de espermatozoides que producen
Oz2. Lo cual, como ya se menciond, se desencadend por el descenso no
controlado de la temperatura durante la refrigeracion (Chatterjje y
Gagnon, 2001). Debemos recordar que por mas que el Oz no genera
dafos en el espermatozoide, el principal problema con la produccién de
este es que el H202 se genera a partir de él, siendo esta ultima la mas
dafiina puesto que inicia el estrés oxidativo y genera la peroxidacion
lipidica (Fuchs, 1997).

Con respecto a la produccion de H202, observamos que las muestras que
contenian dilutor tuvieron mayor porcentaje de espermatozoides que
producian H202. Cardenas y Pedraza (2006) indican que la produccion de
ROS se da en el espacio intracelular de los espermatozoides vivos, por lo
gue podemos pensar que el dilutor estaria brindando proteccion para la
sobrevivencia de los espermatozoides; sin embargo, a su vez favorecen

gue la cadena de produccion de ROS siga su curso, es decir, que a partir
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del Oz que inicialmente se formd, se comience a producir H202, lo cual
indicaria que el dilutor empleado no brind6 proteccion ante la produccion
de H202, sino que al parecer la estimuld. Lo cual contrastaria con lo
descrito por Watson (1995) y Marshall (1990), quienes estudiaron
permatozoides de animales mamiferos y de seres humanos, demostraron
que los dilutores proporcionan proteccién a los espermatozoides de

posibles dafios producidos por ROS durante la refrigeracion.

Recordemos que el H20:2 generar peroxidacion lipidica, ruptura de
membranas y muerte celular; es por ello, que al escapar el H202 al medio
extracelular pudo generar estos dafios en otros espermatozoides no
dafados. Asi mismo, se considera que el dilutor brindé un ambiente
favorable para la produccion de H202, ya que contenia leche descremada,
yema de huevo y fructosa, por lo que estos componentes, especialmente
el azlcar facilitaria otra ruta metabolica para obtener energia, la glicolisis,
durante el estrés térmico (Ruiz, Sandoval y Santiani, 2015), y por ende
estimularian una mayor produccion de H202 tanto intra como

extracelularmente.

Si nosotros tomamos en cuenta el paso del tiempo en relacion con la
sobrevivencia de los espermatozoides, como se menciond anteriormente,
ante la presencia o ausencia de dilutor la sobrevivencia va a ser muy
similar; sin embargo, lo que podemos ver es que cuando llegamos a las 4
horas en ambos grupos los espermatozoides comienzan a morir, y esto
coincide con lo sefialado por Céardenas y Pedraza (2006), quienes
encontraron que la produccién de ROS se da en los espermatozoides
vivos y su acumulacion excesiva conllevaria a la muerte celular. Bansal y
Bilaspuri (2010), también sefialaron que cuando un espermatozoide con
alto contenido de ROS en su interior muere, el H202 va a atacar las
membranas celulares por lipofilicidad, generando peroxidacion lipidica.
Esta peroxidacion lipidica ocasionara la ruptura de la membrana
mitocondria interna, membrana mitocondria externa y la membrana
celular, generando de esta manera el escape de las ROS al medio

extracelular. Cabe resaltar que no hemos realizado una evaluacion de la
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produccion o acumulacion de ROS en el medio extracelular, sin embargo,
debido a la baja cantidad de espermatozoides vivos y debido que los
espermatozoides vivos estan produciendo H20:2 se puede deducir que el
dilutor no esta brindando proteccion antioxidante, o esta proteccion es
muy baja, lo que conllevaria a un aumento del estrés oxidativo y nos
permitiria inferir que el uso rutinario de este dilutor no necesariamente va

a mejorar el proceso de refrigeracion.

Es preciso indicar que la evaluacién de la produccion de Oz en
espermatozoides es un poco mas dificultosa debido a que el dihidroetidio
en contacto con el Oz se convierte en 2- hidroxyetidium que fluoresce de
color rojo, esta molécula fluorescente tiene afinidad por el nucleo,
especificamente por el ADN (Mahfouz et al., 2010) entonces va a tener
gue atravesar todas las membranas (mitocondrial interna, mitocondrial
externa, la vaina mitocondrial y la membrana nuclear), lo cual difiere a lo
ocurrido en otras células, ya que las mitocondrias y no empaquetadas, y
por ende este fluorocromo podrd atravesar la membrana nuclear con
mayor facilidad ya que no existen muchas barreras que se lo impidan.
Consideramos que el motivo por el cual la fluorescencia no es tan nitida
en los espermatozoides, es porque el fluorocromo necesita que existan
poros en todas las membranas descritas anteriormente, las cuales
posiblemente puedan producirse por la peroxidacién causada por accion
del H202 (Membrillo et al., 2003)

VI. CONCLUSIONES

e Si se producen especies reactivas de oxigeno (ROS) en los
espermatozoides de canino que son sometidos al proceso de
refrigeracion.

e Esta producciéon de ROS disminuye conforme pasan las horas,
porgue la cantidad de espermatozoides vivos va disminuyendo
producto del estrés oxidativo y la muerte del espermatozoide.
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e El uso de dilutor para la refrigeracion y conservacion de las

muestras seminales de canino, no detiene la produccion de ROS.

VIl. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar también la evaluacion de las especies
reactivas presentes en el plasma seminal y el medio de transporte.

e Se recomienda hacer mas estudios sobre el radical hidroxilo en
espermatozoides caninos, ya es el radical mas letal.

e Se aconseja hacer estudios sobre la adicion de antioxidantes en los

dilutores para evaluar si su uso impacta en la produccion de ROS.

vill.  ANEXOS

Anexo 1: Peroxido de hidrégeno (resultados porcentuales)

Sin Con
Rep. Oh 2h 4h Oh 2h 4h
1 87.50 51.85 62.50 89.47 77.78 48.21
2 69.33 74.14 75.86 77.78 84.16 80.49
3 66.67 86.96 69.57 54.17 76.00 83.33
4 84.62 90.48 0.00 90.91 93.18 100.00
5 65.38 72.60 44.90 83.72 59.18 77.14
6 68.12 79.21 27.69 84.62 90.91 41.18
7 82.22 54.55 76.19 65.52 87.10 95.12
8 83.75 50.54 72.73 73.68 51.35 80.73
9 62.32 71.33 83.33 93.33 77.38 72.00
10 84.38 42.11 76.92 72.00 56.25 80.65
11 80.00 53.13 51.06 75.00 94.44 50.00
12 57.89 53.57 67.27 80.95 85.71 73.08
13 89.25 57.50 39.62 95.00 65.52 53.85
14 78.72 68.24 47.69 88.89 76.00 55.32
15 86.36 93.55 56.82 96.15 86.21 90.91
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Anexo 2: Analisis de significancia dilutor, tiempos, interaccion para los

valores de produccién de peréxido de hidrogeno

Source of

Variation % of total variation | P value
Interaction 1,47 0,4569
Dilutor 8,81 0,0028
Tiempos 11,45 0,0032

Source of

Variation P value summary |Significant?
Interaction Ns No
Dilutor *ok Yes
Tiempos ok Yes

Anexo 3: Anién superoxido (resultados porcentuales)

Sin Con

Rep. Oh 2h 4h Oh 2h 4h
1 53.85 64.29 82.14 95.73 68.42 69.09
2 88.68 66.67 79.49 86.00 74.19 81.69
3 69.51 68.33 62.50 80.95 69.77 66.67
4 89.02 69.77 74.36 42.31 16.67 0.00
5 79.31 75.29 70.45 60.00 50.00 53.73
6 81.48 62.90 70.59 82.61 63.64 47.44
7 73.58 45.24 85.19 50.00 79.31 44.44
8 99.21 87.50 52.00 66.04 74.07 73.68
9 75.00 75.00 80.00 91.11 73.68 56.00
10 93.75 85.71 83.33 56.25 60.00 62.50
11 84.62 87.50 60.00 85.71 78.26 85.71
12 81.25 59.26 96.30 61.54 90.00 71.43
13 91.67 95.83 90.91 88.89 83.33 88.00
14 87.50 98.70 63.33 73.68 100.00 86.67
15 41.18 77.78 71.43 89.58 80.43 75.00

Anexo 2: Andlisis de significancia dilutor, tiempos, interaccion para los

valores de produccién de anion superoxido
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% of total
Source of Variation |variation P value
Interaction 0,73 0,7197
Dilutor 3,7 0,0704
Tiempo 2,94 0,2689
P value
Source of Variation summary Significant?
Interaction Ns No
Dilutor Ns No
Tiempo Ns No

Anexo 7: Post test de Bonferroni para anidon superoxido.

95% Cl of
Tiempo Sin Con Difference | diff.
-20.53 to
0 79,31 74,03 5,281(9.967
-19.11 to
2 74,65 70,78 3,867(11.38
-25.91to
4 74,8 64,14 10,66 |4.583
Tiempo Difference T P value Summary
0 5,281 0,846 | P>0.05 Ns
2 3,867 0,6195| P>0.05 Ns
P
4 10,66 1,709 | >0.05 Ns
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