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RESUMEN
ADICION DE FUENTES ANTIOXIDANTES AL DILUYENTE DE SEMEN
BOVINO Y SUS EFECTOS POSDESCONGELAMIENTO
POR:
M. V. Z. JOSE MANUEL VALDEZ TORRES
Maestria en Ciencias en Produccion Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autbnoma de Chihuahua

Presidente: Ph. D. Juan Alberto Grado Ahuir
Con el objetivo de determinar el efecto de adicionar extracto de la planta
Rhus trilobata (RT, 16 mg/mL) al diluyente de semen bovino en comparacion a
Cisteina (CIS, 2 mM/mL), Cafeina (CAF, 5 mM/mL) y Acido Ascérbico (AA, 4.5
mg/mL), se realizaron dos experimentos; en el primero se determind el efecto
sobre caracteristicas seminales posdescongelado: viabilidad, integridad
funcional de la membrana celular (IFMC), motilidad y capacitacion espermatica.
En el segundo, se evalud la concentracion intracelular de Glutatiéon (GSH) como
un indicador de actividad antioxidante en células espermaticas en respuesta a la
adicion de CIS y RT al diluyente de semen de toros menores y mayores de dos
afios. Los datos para ambos experimentos fueron analizados utilizando un
modelo mixto con el procedimiento MIXED de SAS. La adicion de RT mejoro (P
< 0.05) la viabilidad e IFMC (4 y 8 %, respectivamente) comparado al grupo
control. La motilidad se incrementé (P < 0.05) mediante RT, CIS y AA. Mayor (P

< 0.05) motilidad progresiva se observé con RT, AA y CT. La cinematica
Vi



espermatica se vio disminuida (P < 0.05) en caracteristicas de velocidad en
respuesta al AA; mientras que la RT tiende a incrementar este parametro. Mayor
porcentaje (P < 0.05) de espermatozoides no capacitados, con acrosoma intacto,
se obtuvo con CT, CISy RT. Los niveles de glutation se incrementaron (P < 0.05)
en toros adultos mediante la adicion del extracto de RT. En conclusion, la adicion
del extracto de la planta RT puede mejorar la calidad posdescongelado de semen
bovino criopreservado, ya que incrementa la motilidad sin afectar la integridad
acrosomal, y en toros mayores de 2 afios incrementa la concentraciéon de GSH,

contribuyendo a mejorar la tolerancia al estrés oxidativo.
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ABSTRACT
ADDITION OF ANTIOXIDANT SOURCES TO BOVINE SEMEN EXTENDER
AND IT'S POST-THAWING EFFECTS
BY:
JOSE MANUEL VALDEZ TORRES

The aim of this study was to determine the effects of adding Rhus trilobata
plant extract (RT, 16.6 mg/mL) to the bovine semen extender compared to
Cysteine (CIS, 2 mM/mL), Caffeine (CAF, 5 mM/mL) and Ascorbic Acid (AA, 4.5
mg/mL) on seminal post-thawing traits. Two experiments were conducted. In
experiment 1, semen of six bulls was processed adding to the extender: No
additive (Control, CT), CIS, CAF or RT. After thawing, viability, plasma membrane
functionality (IFMC), motility and capacitation status were assessed. Experiment
2, was performed to evaluate the intracellular concentration of glutathione (GSH)
in sperm cells in response to the addition of CIS or RT to semen extender in
cryopreservation of bulls younger than 2 years old and older. The data for both
experiments were analyzed under a mixed model with SAS using PROC MIXED.
In experiment 1, the addition of the RT improved (P < 0.05) viability and IFMC (4
and 8%, respectively) compared to CT. Total motility was increased (P < 0.05) by
RT, CIS and AA. Higher (P < 0.05) progressive motility was observed with RT, AA
and CT. The spermatic kinematics was lower (P < 0.05) in velocity characteristics
in the AA group. However, RT treated cells tend to show higher values. Greater
percentage (P < 0.05) of sperm no capacitated with intact acrosome was obtained
with CT, CIS and RT. In the second experiment results show increased (P < 0.05)

levels of glutathione in bulls older than 2 years in response to RT extract. In
IX



conclusion, addition of RT extract can improve post-thawing quality of bovine

cryopreserved semen.
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INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) en la especie bovina es considerada una
herramienta biotecnolégica de suma importancia, la cual ha contribuido
significativamente en el avance genético de la especie (Ardon y Suarez, 2013;
Sa Filho et al., 2014). Esta herramienta ha tenido un impacto relevante debido al
uso de semen criopreservado de toros genéticamente superiores (Buyukleblebici
et al., 2014).

El objetivo principal de la criopreservaciéon de semen es generar bancos
(Amirat et al., 2004), que permitan su almacenamiento por tiempo indefinido y
una extensa distribucion del mismo, siendo estas caracteristicas clave para el
amplio uso de la técnica de IA en los sistemas modernos de producciéon de
ganado (Cao et al., 2013; Layek et al., 2016).

No obstante, durante los procesos de congelacion-descongelacion del
semen se producen diversas especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas
en ingles), originando estrés oxidativo (EO) que provoca un efecto nocivo en el
espermatozoide (Hu et al., 2010; Agarwal et al., 2014). Esto es debido a la gran
cantidad de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA’s) presentes en su membrana
plasmatica, siendo un blanco ideal para la peroxidacién lipidica (PL), provocando
alteraciones bioquimicas y funcionales en los espermatozoides (Tuncer et al.,
2010, Baghshabhi et al., 2014).

El plasma seminal y los espermatozoides presentan un sistema
antioxidante que le ayuda a atenuar el dafio del EO. Desafortunadamente, este

sistema presenta una pobre proteccion antioxidante debido a que el



espermatozoide solo posee una pequefia porcion citoplasmatica que contiene
antioxidantes (Saridzkan et al., 2009).

Es por esta razon que se ha buscado mejorar las caracteristicas seminales
posdescongelado en el bovino, mediante la adicion de distintos antioxidantes al
medio de congelacion, tanto enzimaticos como no enzimaticos, tales como:
cisteina (Sariézkan et al., 2009; Tuncer et al., 2010), glutation (Tuncer et al.,
2010), acido ascérbico (Hu et al., 2010; Eidan et al., 2016), taurina (Sariézkan et
al., 2009), catalasa (Eidan et al., 2016), Retinol (Zhao et al., 2015), entre otros.
Aunado a lo anterior, Malo et al. (2011) y Wittayarat et al. (2013) extendieron esta
estrategia de proteccion hacia el uso de fuentes antioxidantes de origen natural,
especialmente flavonoides y polifenoles de algunas plantas. El extracto de la
planta Rhus trilobata (RT) ha demostrado propiedades citotoxicas,
antineoplasicas, proapoptéticas y antiinflamatorias, debido a su alta composiciéon
de polifenoles que le confieren una alta actividad antioxidante (Rodriguez-
Palomares, 2015; Guerrero-Salgado et al., 2016; Hijar-Soto et al., 2016).
Ademas, se han encontrado efectos positivos en la maduracion nuclear y
desarrollo embrionario bovino mediante la adicion del extracto de RT al medio de
maduracion in vitro (Rodriguez-Borbon, 2017).

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el potencial del
extracto de la planta RT como aditivo en el diluyente de semen bovino, para
mejorar las caracteristicas seminales posdescongelado, en comparacion con la

Cisteina (CIS), Cafeina (CAF), y Acido Ascorbico (AA).



REVISION DE LITERATURA
Criopreservacion de Semen Bovino

Actualmente, la inseminacién artificial (IA) es una biotecnologia de la
reproduccion que ha contribuido significativamente al avance genético en la
especie bovina dentro de los sistemas de produccién (Sa Filho et al., 2014; B6 et
al., 2017). Gran parte de este éxito es debido al proceso de criopreservacion de
semen, ya que esta herramienta permite una amplia distribucion y
almacenamiento indefinido de semen de toros genéticamente superiores por
tiempo indefinido (Cao et al., 2013).

El fundamento principal para preservar la viabilidad espermatica durante
el proceso de criopreservacion consiste en la reduccion o inhibicion del
metabolismo en las células a través del descenso gradual de la temperatura
(Moore y Hasler, 2017). La criopreservaciéon y uso posterior del semen
comprende diferentes etapas: a) Dilucién en medios basados en yema de huevo
o leche; b) Crioproteccion mediante glicerol o algunos otros crioprotectores
(trehalosa, sucrosa o fructosa) los cuales ayudan a deshidratar la célula (El-
Sheshtawy et al., 2015); ¢) Descenso gradual de temperatura; d) Equilibramiento
(Leite et al., 2010); e) Congelacion; f) Almacenamiento; y g) Descongelacion
(Hammerstedt et al., 1990; Medeiros et al., 2002).

Durante el procedimiento de criopreservacion existen varios puntos
criticos donde se desencadenan grandes dafos a la célula: 1) Cambios de
temperatura; 2) Estrés osmotico; 3) Efectos toxicos a consecuencia de la
exposicion a crioprotectores; 4) Formacion de cristales de hielo y descongelacion

en el ambiente extracelular (Watson, 2000).
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La técnica de criopreservacion de semen ha estado en continua evolucion,
mediante la invencion de nuevos y mejores diluyentes y/o crioprotectores; sin
embargo, la mortalidad de espermatozoides en semen posdescongelado en la
especie bovina es aproximadamente del 40 a 50 % (Watson, 2000; Sathe y
Shipley, 2015). Lo anterior se debe a que durante el proceso de criopreservacion
se inducen cambios funcionales y estructurales a las células espermaticas,
principalmente a nivel de la membrana plasmatica y la membrana acrosomal
externa (Layek et al., 2016), ademas de asociarse con producciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) que resultan en estrés
oxidativo (Buyukleblebici et al., 2014).

Diluyente de Congelacién de Semen

Un diluyente de congelacion de semen es definido como un medio
guimicamente definido, el cual funciona para la preservacion y proteccion de las
células espermaticas durante los distintos procesos a las que son sometidas,
como almacenamiento, procesamiento, congelaciéon y transporte (Rehman et al.,
2013).

El diluyente estd conformado de distintos elementos esenciales para
realizar sus distintas funciones como: a) proveer nutrientes al espermatozoide
principalmente una fuente de energia y proteina; b) mantener un pH adecuado
mediante buffers; ¢) mantener concentraciones de electrolitos y osmosis
fisiologica correcta; d) inhibir el crecimiento bacteriano a través de antibioticos; e)
proteccion de choque frio durante el descenso de la temperatura; y f) disminuir el
dafio por congelacion mediante el uso de crioprotectores (Sorensen, 1982; Ball y

Peters, 2004; Sathe y Shipley, 2015).



Fuente de energia. De forma natural la energia requerida por los
espermatozoides es conseguida mediante la inclusién de sustratos adecuados
principalmente monosacaridos en las rutas metabdlicas de la glucolisis y ciclo de
Krebs (Rigau et al., 2002). Adema4s, algunas moléculas de azlcar ayudan como
crioprotectores de las células esperméticas (Panyaboriban et al., 2015). Salamon
y Maxwell (2000) sefialan que la fructosa es el inico monosacarido presente en
semen de carnero; sin embargo, la célula espermatica también llega a
metabolizar la manosa y glucosa, si estas son afadidas al diluyente. Sin
embargo, Rodriguez-Gil (2006) indica que las células espermaticas de los
mamiferos también pueden hacer uso de otras moléculas como el citrato y lactato
con la finalidad de conseguir energia.

Amortiguador de pH. La funcion de los buffers dentro de los diluyentes
de criopreservacion es la de neutralizar los desechos resultantes del metabolismo
de la célula espermatica, especialmente el acido lactico (Sorensen, 1982). Uno
de los tampones utilizado al principio fue el fosfato de sodio, no obstante, se ha
substituido por el citrato de sodio, ya que ha mejorado la supervivencia de
espermatozoides (Sathe y Shipley, 2015). Yafiez et al. (2011) sefialan que
actualmente los buffers zwitteridnicos (tris (hidroximetil) aminometano (TRIS),
acido 3N-Morfolino propanesulfénico (MOPS), acido N-2-hidroxietil piperazin-N-
2-etanosulfonico (HEPES) y TES (N-Tris [hidroximetil] Metil-2 4cido aminoetano
sulfénico), ayudan a mejorar las variables de motilidad espermatica v,
combinados con el citrato, aumentan la integridad funcional de la membrana

celular.



Proteccion contra el choque térmico. Los diluyentes a base de yema de
huevo y leche se han utilizado desde que iniciaron los procesos de
criopreservacion, con el objetivo de proteccion de la membrana contra el choque
térmico durante el enfriamiento, congelacion y descongelacion (Foulkes et al.,
1980). Amirat et al. (2004) mencionan que la principal fraccién crioprotectora de
la yema de huevo esta conformada por una lipoproteina de baja densidad (LDL).
Sin embargo, se le han adjudicado algunos efectos negativos al uso de diluyentes
a base de yema de huevo: contaminacion bacteriana y xenobidtica (riesgo de
introducir enfermedades exéticas), variabilidad en su composicién (Aires et al.,
2003), interferencia en la evaluacion de la muestra por la presencia de vacuolas
u otras particulas (Singh et al., 2013). Debido a lo anterior, se han buscado
alternativas para sustituir la yema de huevo, ejemplo de ello es el uso de
diluyentes a base de extractos de soya, que contienen un componente llamado
lecitina, una lipoproteina de alta densidad, molécula que ayuda en prevenir dafios
a la membrana plasmatica del espermatozoide durante el proceso de
criopreservacion (Layek et al., 2016).

Antibidticos. Este componente reviste gran importancia en los diluyentes
de criopreservacion, ya que su principal funcion es controlar la contaminacion y
crecimiento bacteriano generado durante la recoleccion y procesamiento del
semen (Gloria et al., 2014). La contaminacién bacteriana repercute de manera
negativa sobre la calidad espermatica, debido a que contienden contra las células
espermaticas por los nutrientes del diluyente, ademas de producir endotoxinas y
subproductos de metabolitos toxicos (Morrell y Wallgren, 2014). Yéaniz et al.

(2010) argumentan que existe cierto grado de resistencia bacteriana a la
6



combinacion tradicional de antibiéticos (penicilina/estreptomicina) empleada para
la criopreservacion. Debido a lo anterior, se ha tratado de usar combinaciones de
antibioticos nuevas y seguras en diluyentes para semen de bovinos como lo es
ceftiofur/tilosina y ofloxacino (Gloria et al., 2014).

Crioprotectores. Los crioprotectores pueden ser clasificados en
moléculas permeables y no permeables en base a su propiedad de penetrar la
membrana (Hammerstedt et al., 1990). Los crioprotectores permeables tienen la
propiedad de poder atravesar las membranas celulares, de este modo provocan
la reorganizacion de lipidos y proteinas de la misma y una menor formacién de
hielo intracelular (Holt, 2000), permitiendo regular la velocidad y grado de
deshidratacion de la célula. Los principales crioprotectores de este grupo son el
glicerol y el dimetilsulféxido (DMSO). Por su parte, los crioprotectores no
permeables actlan extracelularmente, ya que no pueden atravesar la membrana
celular. Son divididos en tres grupos: 1) Moléculas osmoticamente activas,
ejemplo de estas son los disacéridos (sacarosa y trehalosa); 2) Moléculas
osmoéticamente inactivas como algunos polisacaridos; y 3) Proteinas como
albumina y polivinilpirrolidona (Sieme et al., 2016; Elliott et al., 2017).

Fisiologia del Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo (EO) es un proceso donde se produce un desequilibrio
de ROS y prooxidantes, a consecuencia de una abundancia en la produccion de
ROS o una baja capacidad antioxidante de la célula (Sharma y Agarwal, 1996).
Agarwal et al. (2008) mencionan que los principales blancos del EO en la célula
son macromoléculas como lipidos, proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos.

El estrés oxidativo provoca un importante dafio a la funcionalidad del
7



espermatozoide debido a la peroxidacién lipidica incitada por los ROS (Tuncer et
al., 2010). Entre las caracteristicas que se ven afectadas se encuentran:
motilidad, actividad enddgena de antioxidantes enzimaticos, integridad de la
membrana y fertilidad (Sariézkan et al., 2009). Por su parte, Bisht et al. (2017)
mencionan que aumentos considerables en el estrés oxidativo repercuten en
dafios al DNA espermatico, transcripcion de RNA y teldmeros, resultando en
infertilidad, mortalidad embrionaria y/o pérdida de la gestacion.

Produccion de radicales libres de oxigeno. Radical libre se define como
un intermediario quimico, el cual presenta en su estructura uno o mas electrones
desapareados (Sharma y Agarwal, 1996; Henkel, 2011). Debido a lo anterior, se
consideran altamente reactivas y participan en reacciones quimicas en la
mayoria de los componentes celulares (Aprioku, 2013). Los principales radicales
libres se clasifican en: especies reactivas de nitrdgeno (NOS) y ROS, siendo
estas Ultimas las que tienen una elevada importancia y abundancia (Chihuailaf et
al., 2002; Agarwal et al., 2005).

La produccion fisiolégica de ROS toma lugar durante el metabolismo del
oxigeno, a través de la cadena de transporte de electrones en la membrana
interna de la mitocondria; sin embargo, cuando existe un incremento en la
demanda de ATP, estas son producidas en demasia (Lavranos et al., 2012).
Entre las ROS mas comunes se encuentran: anion superoxido (Oz), radical
hidroxilo (OH), radical peroxilo (RO2), radical alcoxilo (RO) y radical hidroperoxilo
(HOz2; Michael et al., 2008).

Kessopoulo et al. (1992) sefalan que la produccion de ROS en el semen

se origina basicamente de dos fuentes: 1) Espermatozoides inmaduros y 2)
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Leucocitos (macrofagos y neutrofilos), los cuales se podrian clasificar de origen
endogenos (Figura 1). Aunado a lo anterior, durante las técnicas de reproduccion
asistida se pueden generar abundantes ROS de tipo exdégeno, resultando
inevitablemente en EO (Agarwal y Majzoub, 2017).

El espermatozoide produce ROS de una forma normal; sin embargo,
cuando esos niveles sobrepasan la actividad antioxidante, repercute de una
manera negativa en la fertilidad, debido a que genera un dafio importante en la
integridad funcional y genética del espermatozoide mediante el estrés oxidativo
(Sharma y Agarwal, 1996; Sapanidou et al., 2015).

En las células espermaticas se pueden producir ROS mediante los
siguientes procesos: a) A nivel de la membrana plasmatica del espermatozoide,
mediante el sistema nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH, por sus
siglas en inglés) oxidasa; b) nicotinamida adenina dinucleotido-dependiente
oxido-reductasa a nivel mitocondrial; y ¢) L-aminoacido oxidasas citosdlicas
(Aitken, 2017). La mayor parte de la produccion de ROS es generada durante el
segundo proceso (Agarwal et al., 2014).

Peroxidacion lipidica en el espermatozoide. La peroxidacion lipidica
implica una serie de reacciones quimicas que daran como resultado un deterioro
oxidativo de acidos grasos poliinsaturados (PUFA’s, por sus siglas en inglés)
debido al ataque de ROS (Sharma y Agarwal 1996; Agarwal et al., 2008).

En mamiferos, la membrana plasmatica del espermatozoide presenta una
composicion lipidica diferente a las células somaticas, ya que contienen un mayor
porcentaje de PUFA’s, siendo mas predisponentes a sufrir peroxidacion lipidica

debido a que presentan enlaces dobles no conjugados, separados por un grupo
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Figura 1. Fuentes de especies reactivas de oxigeno (ROS) en espermatozoides.
Adaptado de Agarwal y Majzoub (2017).
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metilo, debilitando el enlace metil carbono-hidrogeno y resultando en una
susceptibilidad mayor para el hidrogeno al ser separado (Bucak et al., 2010;
Agarwal et al., 2014). La peroxidacion de los PUFA"s en la membrana plasmatica
del espermatozoide es considerada como una reaccion autocatalitica y
autopropagadora, la cual afecta de manera directa la funcionalidad e integridad
de la membrana (Bansal y Bilaspuri, 2010).

Fases de la peroxidacion lipidica. El mecanismo de peroxidacion lipidica
consiste en una reaccion en cadena que consta basicamente de tres etapas:
iniciacidn, propagacion y terminacion (Yin et al., 2011). La etapa de iniciacion de
la peroxidacion lipidica se desencadena por medio del ataque de un ROS
originando la extraccién de un hidrégeno (H*) hacia un grupo metilo (-CHz-) de
un PUFA (Figura 2). Después de esta etapa, continla un reordenamiento
molecular, donde el radical carbono se estabiliza, a través de la reorganizacion
de enlaces, resultando en la formacién de enlaces de dieno conjugados.
Posteriormente, los radicales carbono posiblemente interaccionaran con oxigeno
(O2) formando un radical peroxilo (ROO; Chihuailaf et al., 2002)

En la etapa de propagacion, un radical ROO produce la separacion de una
molécula de H+ de un grupo metileno perteneciente a un PUFA contiguo. Por otra
parte, se puede llegar a producir radicales de peréxido ciclico a través del ataque
de los radicales ROO hacia un doble enlace de la misma cadena (Da Fonseca,
2006). Finalmente, en la etapa de terminacion, si existe disponibilidad de iones
metalicos (Fe2+, Cu+), se facilitara la degradacion en grupos alcoholes, ésteres,
cetonas y aldehidos. El resultado final de este proceso son malonaldehido (MDA)

y 4 - hidroxi - 2 - nonenal (4-HNE). Los radicales peroxilo llegan a iniciar una
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reaccion en cadena produciendo la peroxidacion de lipidos adyacentes, entre los
gue se encuentra el colesterol (Soledad-Fagali, 2011).
Antioxidantes

El concepto antioxidante es definido como una sustancia capaz de
retardar, prevenir o frenar la oxidacion de un substrato o molécula diana (Halliwell
y Gutteridge, 2015). Esto se puede lograr al inhibir la formacion de radicales libres
o frenar la dispersion de los mismos, mediante diferentes mecanismos: a)
Recoleccion de especies que inician la peroxidacion; b) Quelacion de iones
metalicos que los, vuelve inofensivos, ya que no pueden generar ROS; c)
Desaparicion de Oz previniendo la formacion de peréxidos; d) Interrupcion de la
reaccion en cadena autoxidativa, e) Disminucién de concentraciones de O:2
focalizadas (Asimi et al., 2013).

Bucak et al. (2010) mencionan que el espermatozoide presenta un sistema
antioxidante conformado por las enzimas: glutation reducido (GSH), glutatién
peroxidasa (GSH-PX), catalasa (CAT) y superéxido dismutasa (SOD). Este
conjunto de enzimas funciona como un mecanismo de defensa ante la
peroxidacion lipidica en el semen.

Enzimaticos. A los antioxidantes pertenecientes a este grupo también se
les conocen como antioxidantes naturales. Dentro de esta clase se encuentran
las defensas enziméaticas primaria y secundaria. La defensa enzimatica primaria
esta integrada por tres enzimas que frenan la produccion de radicales libres:
glutation peroxidasa, catalasa y superéxido dismutasa (Agarwal et al., 2005;
Rahman, 2007). La defensa enzimatica secundaria, a diferencia de la primaria,

no neutraliza directamente los radicales libres sino que funciona como
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coadyuvante con los antioxidantes endoégenos. Esta defensa estd conformada
principalmente por dos enzimas: glutation reductasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (Carocho y Ferreira, 2013).

No enzimaticos. Los antioxidantes no enzimaticos reciben también el
nombre de sintéticos (Agarwal et al., 2005). Se encuentran conformados por una
gran variedad de moléculas hidrofobicas e hidrofilicas que tienen como funcién
principal la de capturar radicales libres, originando especies quimicas menos
nocivas para la integridad celular (Cérdova et al., 2009). Entre los antioxidantes
no enzimaticos se encuentran: vitamina C, vitamina A, vitamina E, piruvato,
taurina, albumina, hipotaurina, entre otros (Agarwal et al., 2008).

Cisteina. La cisteina, es un aminoacido azufrado no esencial formado por
un grupo tiol (-SH), el cual es un elemento primordial del &cido nucleico
espermatico, ademas de ayudar en el mantenimiento de la integridad del mismo
(Perumal et al., 2011). La cisteina funciona como precursor de varias moléculas,
como la coenzima-A, taurina, azufre inorganico (Stipanuk, 2004). Ademas posee
aptitudes antioxidantes debido a que induce la biosintesis de glutation,
manteniendo niveles intracelulares elevados del mismo, aparte de ayudar en la
expulsién de ROS (Tuncer et al., 2010). Lo anterior, se facilita debido a que las
moléculas compuestas de grupo —SH como la Cisteina y GSH tienen la propiedad
de atravesar con facilidad la membrana celular (Coyan et al., 2011).

Mediante la adicion de cisteina al diluyente de congelacion se han tratado
de mejorar algunas caracteristicas posdescongelado de semen en diferentes

especies como bovinos (Saridzkan et al., 2009; Tuncer et al., 2010), ovinos
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(Coyan etal., 2011), caprinos (Memon et al., 2012), caninos (Michael et al., 2007),
aves (Partyka et al., 2013) y peces (Ogretmen et al., 2015).

Acido ascérbico. El 4cido ascorbico (AA) o vitamina C es una lactona de
seis carbonos, la cual puede ser sintetizada mediante una molécula de glucosa
en el higado de la mayoria de los mamiferos. El AA es clasificado como un agente
reductor, ya que su funcion se basa en la donacién de electrones (Padayatty et
al., 2004; Gangwar et al., 2015).

Agarwal et al. (2004) sefiala que el AA es uno de los principales
componentes del plasma seminal de hombres fértiles, aportando el 65 % de la
capacidad total antioxidante. EI AA es un excelente antioxidante hidrosoluble
presente en plasma. Aunado a esto, la concentracion presente de AA en plasma
seminal es 10 veces mayor que en plasma sanguineo (Gangwar et al., 2015).

El AA se encuentra presente en el testiculo, en el cual, mediante sus
caracteristicas antioxidantes, lo protege contra el estrés oxidativo favoreciendo la
espermatogénesis (Vijayprasad et al., 2014). Asi mismo, el consumo de AA
favorece el incremento de porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva, mayor concentracidon de células esperméaticas en el eyaculado
(Eskenazi et al., 2005) y un aumento en el nivel plasmético de testosterona
(S6nmez et al., 2005).

Fraga et al. (1991) sefalan que el AA puede desempefiar una funcion
importante en las células espermaticas brindandoles proteccion contra el estrés
oxidativo, especificamente manteniendo la integridad del material genético.
Ademas, Hu et al. (2010) mencionan que la adicion de AA al diluyente de

criopreservacion de bovino ayuda a mejorar caracteristicas de motilidad,
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integridad del acrosoma e integridad funcional de la membrana plasmatica
posdescongelado.

Cafeina. La cafeina es un compuesto perteneciente al grupo de las
metilxantinas, derivadas de los inhibidores de fosfodiesterasas (Stephens et al.,
2013), la cual esta presente en diferentes productos como el café, té, chocolate
entre otros (Ricci et al., 2017). Asi mismo, se creé que la cafeina presenta un
impacto sobre el metabolismo celular; sin embargo, tal efecto es dependiente de
las concentraciones de iones calcio (Barakat et al., 2015).

Garbers et al. (1971) mencionan que este tipo de compuestos aumentan
la glucolisis en el espermatozoide afectando de una manera positiva la motilidad.
Lo anterior debido al incremento en la concentracion intracelular de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) mediante la inhibicibn de la fosfodiesterasa y
consecuentemente promueve la ruta de la proteina quinasa A (PKA, por sus
siglas en inglés; Yamaguchi et al., 2009). Todo lo anterior concluye en un
aumento de niveles intracelulares niveles de ATP, promoviendo una alta
motilidad (Stephens et al., 2013).

La cafeina presenta notables aptitudes antioxidantes para proteger las
membranas en contra del estrés oxidativo, debido a que ayuda a inhibir la
peroxidacion lipidica de manera semejante al glutation y en mayor medida que el
acido ascorbico (Devasagayam et al., 1996).

Antioxidantes de origen vegetal. En la actualidad, se conoce que las
herbaceas son una fuente rica de poderosos antioxidantes, las cuales pueden
ser usadas en forma de emulsiones, extractos o especias (Embuscado, 2015).

Este poder antioxidante natural se debe a que las plantas estan compuestas por
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una gran variedad de fitoquimicos entre los que se encuentran: compuestos
fendlicos, glucosinolatos, carotenoides, alcaloides, taninos compuestos
azufrados, esteroles vegetales, entre otros (Pandey et al., 2014). El modo de
accion de la mayoria de estos compuestos se basa en la formacion de
compuestos con iones metalicos y la reaccion con los radicales libres
(Embuscado, 2015).

Rhus trilobata. La Rhus trilobata (RT) es una arbustiva que puede
alcanzar hasta 2 metros de altura, de flores pequefias amarillentas. Sus frutos
son de color rojizo con un diametro menor a 1 cm (Melgoza-Castillo et al., 2016).
La RT se considerada endémica del estado de Chihuahua, México (Guerrero-
Salgado et al., 2016); sin embargo, esta variedad tiene una amplia distribucion
en norteamérica, desde el sureste de Canada, oeste y suroeste de Estados
Unidos, llegando hasta el centro de México (Rzedowski y Calderon, 1999).
Garcia-Ramirez et al. (2016) sefialan que la RT es empleada para el tratamiento
de problemas gastrointestinales, ademas de enfermedades degenerativas como
cancer y leucemia por personas endémicas del estado de Chihuahua, mediante
infusiones de la misma.

El extracto de la planta RT se ha demostrado que presenta propiedades
citotdxicas, antineoplasicas y proapoptéticas ante lineas celulares de cancer
CaCo-2 y SKOU-3, ademas de presentar propiedades antiinflamatorias. Estas
propiedades se cree que son debido a su alto contenido de polifenoles,
confiriendole una alta actividad antioxidante (Rodriguez-Palomares, 2015;
Guerrero-Salgado et al., 2016; Hijar-Soto et al., 2016). Rodriguez-Palomares

(2015) sefiala que el extracto de la planta RT presenta una actividad elevada de
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captacion del radical superoxido (O2-) muy similar a la del &cido galico. Por su
parte, Rodriguez-Borbon (2017) reporta un efecto positivo en la maduracion
nuclear y desarrollo embrionario bovino mediante la adicion del extracto de RT al

medio de maduracién in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Area de Estudio

El procesamiento de semen, se llevo acabo en las instalaciones del Centro
de Biotecnologia y Reproduccién de la Union Ganadera Regional de Chihuahua
ubicado en el kilbmetro 35 de la carretera Chihuahua—Cuauhtémoc, Municipio de
Santa Isabel. Las tinciones y pruebas complementarias se realizaron en el
laboratorio de Fertilizacion In vitro y Transgénesis Animal de la Facultad de
Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autbnoma de Chihuahua.
Descripciéon de los Animales

Como fuente de células espermaticas para el primer experimento se
utilizaron seis toros (5 Angus y 1 Charolais), cuya edad fluctuaba entre 2 y 6 afos,
ademas de contar con una buena condicion corporal. Para el segundo
experimento se utilizaron 6 toros (5 Angus y 1 Brangus), agrupandolos en dos
grupos de acuerdo a sus edades: toros jovenes menores de 2 afos y toros
adultos, mayores de 2 afios. Antes de la recoleccion, los toros fueron examinados
fisica y reproductivamente, para garantizar un buen estado de salud general.
Disefio Experimental

En el primer experimento se obtuvieron eyaculados de 6 toros. Cada
eyaculado se separ6é en 5 porciones que fueron asignadas completamente al azar
a cada uno de los cinco tratamientos: TO= Control; T1= Cisteina (2 mM/mL; Ansari
et al., 2011); T2= Cafeina (5 mM/mL; Barakat et al., 2015); T3= Acido Ascorbico
(4.5 mg/mL; Hu et al., 2010); y T4= Rhus trilobata (16.6 pg/mL; Rodriguez-

Palomares, 2015).
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En el segundo experimento se congel6 eyaculados de 6 toros,
agrupandolos en: jovenes (<2 afos) y adultos (>2 afos). Cada eyaculado se
separd en tres porciones que fueron asignadas completamente al azar a cada
uno de tres tratamientos [TO= Control; T1= Cisteina (2 mM/mL); T2=Rhus
trilobata (16.6 ug/mL)], por lo que se contd con un arreglo factorial 3 x 2. Ademas
se realizaron tres replicas técnicas.

Recolecciéon y Evaluacion Seminal

El semen fue obtenido mediante electroestimulacion, utlizando un
dispositivo de electrodos bipolar con diametro de 60 mm y mango colector
conectado mediante un cono de plastico a un tubo conico graduado, estéril, con
capacidad de 15 mL. Se evaluaron las caracteristicas macroscépicas y
microscopicas del semen previo a su procesamiento, para determinar que los
eyaculados cumplieran con los criterios de calidad establecidos por el Laboratorio
de Procesamiento de Semen e Inseminacion Artificial de la Facultad de Zootecnia
y Ecologia, Universidad Auténoma de Chihuahua para el proceso de
criopreservacion (Cuadro 1).

Anadlisis macroscépico. Las caracteristicas macroscopicas en el
eyaculado fueron evaluadas mediante lo descrito por Zemjanis (1987) las cuales
incluyen volumen color, olor, densidad, ademas de evaluar el grado de
contaminacion de la muestra con impurezas. El volumen se evalué dentro del
tubo conico de 15 mL con el que se recolecto la muestra, el color fue evaluado a
simple vista, seleccionado los eyaculados con colores cremosos o lechosos,
descartando los eyaculados con coloraciones rojizas o amarillentas ya que

pueden indicar contaminacion por sangre u orina. Al mismo tiempo, el olor fue
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evaluado en cada muestra para descartar los eyaculados con olor putrido, ya que
puede ser indicador de infeccidén o patologia a lo largo del tracto reproductivo.

Anélisis microscoépico. La motilidad masal fue determinada mediante la
escala de Evans y Maxwell (1990). Los parametros de concentracion, células
vivas, células normales fueron evaluados mediante el sistema computarizado de
analisis de semen (CASA; IVOS Version 12, Hamilton-Thorne Biosciences,
Beverly, MA, EUA).
Dilucién

El diluyente que se utilizé en este estudio fue Optidyl® (IMV Technologies,
L'Aigle, France), el cual esta elaborado a base de yema de huevo, glicerol y tris.
El diluyente se preparé mezclando una proporcion de 1:1.5 de diluyente y agua
destilada. El semen se diluyé a una concentracién de 40 x 108 espermatozoides
por mL (20 x 108 por pajilla).
Enfriamiento, Equilibramiento y Envasado

El proceso de enfriamiento consisti6 en el descenso gradual de
temperatura del semen diluido de una temperatura de 37 °C a 5 °C. Esto se logro
colocando las diluciones de semen en un recipiente que contenia agua a 37 °C,
dentro de una habitacion fria ajustada a temperatura de 5 °C, posteriormente se
procedio a equilibrar la muestra a 5 °C durante 2 h. El semen diluido fue envasado
con una maquina automatizada de llenado y sellado de pajillas (MRS1 Dual V2,
IMV Technologies) dentro de una habitacion fria, en pajillas francesas de 0.5 mL
(IMV, Instrument de Médecine Vétérinaire, Francia) previamente identificadas

con los tratamientos correspondientes.
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Cuadro 1. Criterios de calidad establecidos para la criopreservacion de semen

bovino?!

Caracteristicas Calificacion
Motilidad 270 %
Células Normales 275 %
Células Vivas 270 %
Concentracion Espermética > 500 x 106
Volumen de Eyaculado =6 mL
Aspecto Cremoso o Lechoso

1 Laboratorio de Procesamiento de Semen e Inseminacion Artificial de la Facultad
de Zootecnia, Universidad Autbnoma de Chihuahua.
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Congelacion

Al terminar el proceso de envasado y sellado, se continué con la
congelacion mediante la técnica de vapores de nitrégeno. Las pajillas fueron
colocadas en una patrrilla para mantenerlas en forma horizontal y suspendidas.
La parrilla fue colocada a una altura de 5 cm con respecto al espejo de nitrogeno
contenido en el interior de una hielera de nieve seca, a una temperatura
aproximada de -85 °C por 12 min, para luego ser sumergida directamente en el
nitrégeno liquido a una temperatura de -196 °C (Najafi et al., 2014).
Inmediatamente después del congelado se descongelaron 3 pajillas al azar para
evaluar el correcto envasado y congelado. Finalmente, se almacenaron las
pajillas en nitrégeno liquido a -196 °C colocandolas en bastones identificados con
el tratamiento correspondiente, dentro de un termo criogénico.
Descongelacion

Las pajillas se descongelaron en agua a 37 °C por 35 s. Se descongelaron
tres pajillas por tratamiento y por toro para la tincién de eosina nigrosina y prueba
de estrés hipo-osmotica (HOST; por sus siglas en inglés). Para determinar los
patrones cinematicos se descongelaron dos pajillas por tratamiento y por toro.
Evaluaciéon Posdescongelado
Experimento 1

Viabilidad. El porcentaje de espermatozoides vivos se evalué mediante la
tincion de eosina-nigrosina (dilucion 1:1). Esta evaluacion se realizo visualmente
con ayuda de un microscopio Axiolmager.M2 (Carl Zeiss®) mediante la técnica

de campo claro a 40 x de magnificacion, contandose por lo menos 100

23



espermatozoides en diferentes campos del frotis para cada variable de acuerdo
a lo mencionado por Sorensen (1982).

Integridad funcional de la membrana. La integridad estructural y
funcional de la membrana plasmatica del espermatozoide se evalué mediante
prueba de estrés hipo-osmética (HOST). Para ello se realizé una dilucion con 50
Ml de semen y 1000 pl de solucién hipo-osmdética a 100 mOsm y se incubd en
bafio maria a una temperatura de 37 °C por 30 min. Posteriormente, se colocaron
10 pl de la muestra sobre un portaobjetos y se realizé la valoraciéon con ayuda
del microscopio Axiolmager.M2 (Carl Zeiss®) mediante la técnica de campo claro
a 40 x identificando 100 espermatozoides en diferentes campos con cambios en
la cola (hinchamiento).

Motilidad y cinematica espermatica. Los parametros de motilidad y
cinematica espermatica fueron evaluados mediante el sistema computarizado de
analisis de semen (CASA; IVOS Version 12, Hamilton-Thorne Biosciences,
Beverly, MA, EUA). El CASA fue ajustado para el analisis de espermatozoides de
bovinos. Posterior al proceso de descongelacion, la muestra se diluyé (50 ul de
muestra + 950 pl de diluyente a base de Tris, sin yema de huevo y crioprotector)
y fue evaluada inmediatamente. Se tomé una muestra de 10 ul y se llené por
capilaridad una cadmara de andlisis de motilidad precalentada a 37 °C (20 mm,
Leja 4, Leja Products Luzernestraat B.V., Holanda). La lectura se determind
mediante el programa SpermVision™ (MiniTube, version 3.0, EE.UU.) conectado
a un microscopio Olympus CX 41 (Olympus, Japon), contabilizando al menos un

total de 400 células espermaticas por muestra.
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Los parametros de movimiento de espermatozoides registrados fueron:
motilidad total (%; MT), motilidad progresiva (%, MP), distancia en el camino
promedio (um; DAP), distancia en linea recta (um; DSL), distancia en linea curva
(um, DCL), velocidad media (um/seg; VAP), velocidad rectilinea (um/seg; VSL),
velocidad curvilinea (um/seg; VCL), indice de rectitud (%; STR), indice de
linealidad (%; LIN), amplitud media de desplazamiento lateral de la cabeza (um;
ALH), frecuencia de batido de cola (Hz; BCF), e indice de oscilacion (%; WOB).

Determinacion de la capacitacion espermatica. La evaluacion de la
capacitacion espermética se llevd a cabo por el método de andlisis de
fluorescencia con clortetraciclina (CTC), mezclando cuidadosamente 15 ul de la
solucion CTC (750 uM de hidroclorato de clortetraciclina en un buffer de 5 mM de
DL-cisteina, 130 mM de NaCl y 20 mM de acido Tris, pH 7.4) con 15 ul de
espermatozoides separados con Percoll. La muestra se fijé adicionando 1.5 ul de
solucion glutaraldehido al 8 % y mezclando suavemente. Finalmente, en un
portaobjetos se colocaron 5 ul de la solucion espermatica fijada y 5 ul de 1,4-
diaza,2,2,2-biciclo-octano disuelto en glicerol (1:9) para aminorar el
desvanecimiento de la fluorescencia. Se coloc6 un cubreobjetos sobre la mezcla
y se sellaron con barniz comdn para ufias, almacenandolas a 4 °C hasta la
evaluacion. La lectura de laminillas se realizé mediante analisis de fluorescencia,
con la ayuda de un microscopio Axiolmager.M2 (Carl Zeiss®) bajo iluminacion
fluorescente a una longitud de onda de 488 nm de excitacion y 509 nm de emision
con ayuda del objetivo de 100x. En cada muestra se contaron 100
espermatozoides. La clasificacion se realizé bajo los siguientes patrones (Figura

2): F, con fluorescencia ligera uniformemente distribuida en toda la cabeza del
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Figura 2. Patrones de fluorescencia de acuerdo al estado de capacitacion espermatica.
A) Patrén F, fluorescencia ligera uniformemente distribuida en toda la cabeza del espermatozoide, representado

por los espermatozoides incapacitados con acrosoma intacto; B) Patron B, fluorescencia en la region acrosomal,
representando los espermatozoides capacitados con acrosoma intacto; y C) Patron RA, ausencia o presencia de
una fluorescencia pequefia en la cabeza y presencia de una delgada banda fluorescente en la regién ecuatorial
del espermatozoide, correspondiente a los espermatozoides capacitados con reaccion acrosomal.
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espermatozoide, correspondiente a los espermatozoides incapacitados con
acrosoma intacto; B, con fluorescencia en la region acrosomal, correspondiente
a los espermatozoides capacitados con acrosoma intacto; y RA, con ausencia o
presencia de una fluorescencia pequefia en la cabeza y presencia de una
delgada banda fluorescente en la region ecuatorial del espermatozoide,
representado por los espermatozoides capacitados con reaccion acrosomal
(Fraser et al., 1995).
Experimento 2

Determinacion de la concentraciéon de glutation (GSH).

Procesamiento de la muestra. La cuantificacion de la concentracion de
glutation (GSH) se realiz6 mediante un procedimiento de colorimetria con el kit
ensayo de glutation (Sigma-Aldrich; nimero de catdlogo CS0260). Cada muestra
se ajusté una concentracion de 1 x 108 células espermaticas por mL. Las
muestras se precipitaron en 1 mL de buffer fosfato salino (PBS) en una
microcentrifuga refrigerada (Labnet Prism™) a 600 g por 10 min en dos
ocasiones. Se retird el sobrenadante con ayuda de una micropipeta y se midio el
volumen de la pastilla celular. Posteriormente se afiadieron tres volimenes de
acido 5-sulfosalicilico al 5 % (SSA) y se homogeneiz6 mediante vortex. Con la
finalidad de degradar la membrana celular, la suspension se congeldé con
nitrégeno liquido y se descongeld en bafio maria a 37 °C en dos ocasiones,
posteriormente se almacend a 2-8 °C durante 5 min. Finalmente, la muestra se
centrifugo a 10,000 g por 10 min. Se midi6 el volumen del sobrenadante y este
fue utilizado como el volumen de muestra original para el calculo de la

determinacion de glutation. Finalmente, fue almacenado en a -80 °C.
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Determinacion en el lector de microplacas. El arreglo de la placa fue la
siguiente: como blanco se utilizaron los primeros 2 pocillos con 10 ul de solucion
de SSA. Los siguientes pocillos correspondieron a 10 ul de muestra de solucion
estandar de glutation para determinar la curva estandar. Subsiguientemente se
adicionaron 10 yl de muestra de cada tratamiento por triplicado en pocillos
separados y 150 ul de la mezcla de trabajo, mezclandola con ayuda de una
pipeta. Por ultimo, se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente y luego se
agregaron 50 pul de solucion diluida de NADPH con una pipeta multicanal y se
mezcl6 bien. Las muestras fueron leidas mediante un lector de placas (Thermo
Scientific Varioskan® Flash) a 412 nm con lectura cinética a intervalos de 1 min
durante 5 min.

Célculo de GSH. Los valores de absorbancia de las soluciones estandar
de glutatién se usaron para establecer la curva estandar y calcular AAs12 / min
equivalente a 1 nmol de glutation reducido por pozo.
By,

min

A14&1-12
min

(muestra) x dil

nmol de GSH por mL de muestra =
(1 nmol) x vol

Donde:
AA . P
ﬁ(muestra): Pendiente por la muestra (después de restarle los valores

generados por los blancos).

AAg12

— (1 nmol) x vol= Pendiente calculada de la curva estandar por 1 nmol de

GSH.
dil= Factor de dilucién de la muestra original

vol= volumen de la muestra en la reaccién en mililitros
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Analisis Estadistico

Para todas las variables analizadas se realizé una prueba de normalidad
mediante la prueba de Shapiro-Wilk con ayuda del procedimiento UNIVARIATE
del paquete estadistico SAS 9.1.3 (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Cuando la prueba
resulté significativa (P < 0.05) las variables fueron transformadas mediante raiz
cuadrada para aproximar a una distribucion normal.

Para ambos experimentos los datos fueron analizados utilizando el
procedimiento MIXED del paquete estadistico SAS 9.1.3 (SAS Inst. Inc., Cary,
NC). En el primer experimento se ajustdé un modelo mixto considerando
tratamiento como efecto fijo y semental como efecto aleatorio. Para el caso de
los errores, se prob6 heterogeneidad de varianzas a través de tratamientos
mediante la comparacion de la bondad de ajuste del modelo con varianzas
homogéneas vs el modelo con varianzas heterogéneas por medio de una prueba
del logaritmo de la tasa de verosimilitud, tal como lo describe Dobson (1990).
Cuando la prueba resultd significativa (P < 0.05) se ajustd el modelo con
varianzas heterogéneas.

Cuando el analisis de varianza indicé diferencia significativa (P < 0.05)
para tratamiento, se hizo una comparacién multiple de medias mediante la
prueba de Tukey del comando LSMEANS en el procedimiento MIXED (SAS Inst.
Inc., Cary, NC).

Para el segundo experimento, se ajustd un modelo mixto considerando
tratamiento, edad y su interaccion como efectos fijos, y el semental y replica
anidada dentro de semental como efectos aleatorios. Cuando en el analisis de

varianza se observd significancia (P < 0.05) del(os) efecto(s) fijos, las
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comparaciones multiples de medias se realizaron de la misma manera que para

el Experimento 1.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1

Viabilidad e integridad funcional de la membrana. La adicion del
extracto de la planta Rhus trilobata (RT) en el diluyente de criopreservacion afecto
(P < 0.05) de manera positiva la viabilidad del semen bovino posdescongelado
con una mayor supervivencia (62.36 + 2.78 %) con respecto a los tratamientos
Control (CT), Cisteina (CIS), Cafeina (CAF) y Acido Ascorbico (AA; 58.03 + 2.75,
52.56 +2.74,54.47 £ 2.94 y 53.86 = 2.75 %, respectivamente). Los tratamientos
con CIS, CAFy AA (52.56+ 2.74,54.47+ 2.94 y 53.86 + 2.75 %, respectivamente)
resultaron en una menor (P < 0.05) viabilidad en relacién al grupo CT (58.03 +
2.75 %; Cuadro 2). Por otra parte, el tratamiento con CAF presento6 resultados
mas variables (62 = 62.6 %?2) en comparacion a los demas tratamientos: CT (6?2
=23.4 %?), CIS (6% = 20.2 %?), AA (6% = 17.9 %?) y RT (62 = 28.8 %?), los cuales
se comportaron de manera mas similar entre ellos (P > 0.05).

En la actualidad, no se cuenta con estudios previos sobre el uso del
extracto de RT adicionado al diluyente del semen; no obstante, existen reportes
sobre otros extractos naturales utilizados como fuente antioxidante en células
espermaticas en una gran variedad de especies y el humano, como lo es: Opuntia
ficus-indica (Allai et al., 2016), Tribulus terrestres (Asadmobini et al., 2017),
Rhodiola rosea (Yang et al.,, 2016), Syzygium aromaticum (Baghshahi et al.,
2014), Rosmarinus officinalis (Malo et al., 2010, 2011; Motlagh et al., 2014), entre

otros.
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Cuadro 2. Medias de los cuadrados minimos (+ error estandar) y estimaciones
de la varianza del error (6%) para el porcentaje de viabilidad e
integridad funcional de Ila membrana plasmatica de los
espermatozoides en semen bovino posdescongelado, adicionado con
diferentes fuentes antioxidantes

_ Viabilidad (%) HOST! (%)
Tratamiento - X
Media + EE 62 Media + EE 62
Control 58.03 + 2.75P 23.42 44.81 + 2.82bc 18.78
Cisteina 52.56 + 2.74° 20.24 46.86 + 2.80P 15.15
Cafeina 54.47 + 2.94bc 62.59 42.56 + 2.93¢ 40.55

Acido Ascérbico 53.86 + 2.72¢ 17.99 43.50 + 2.89¢ 31.87

Rhus trilobata 62.36 +2.782 28.84 52.81 +3.072 70.86

a,b. ¢ Diferentes literales indican diferencia estadistica (P < 0.05).
! Integridad funcional de la membrana plasmatica
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De conformidad con los resultados del presente estudio, Malo et al. (2010)
mencionan que la adicion exdgena de Romero (Rosmarinus officinalis), cisteina
y su combinacion en el diluyente de congelaciéon de semen de cerdo mejoro la
viabilidad posdescongelado. Del mismo modo, Malo et al. (2011) reportan un
efecto benéfico sobre la caracteristica de viabilidad a las dos horas de incubacion
con respecto al control mediante la adicion de extracto de Romero al diluyente
de congelacion de semen porcino procedente de epididimo. En la especie ovina,
Motlagh et al. (2014) adicionaron extracto de Romero en 4 y 6 % al diluyente de
congelacion, mejorando la cantidad de espermatozoides vivos posdescongelado
con respecto al control. Por su parte, Baghshahi et al. (2014) lograron incrementar
significativamente el porcentaje de espermatozoides vivos de ovinos con la
adicién de 75 ug del extracto acuoso de Syzygium aromaticum, yema de huevo
y dodecil sulfato sddico. De igual manera, Tvrda et al. (2016) mencionan que la
adicién de extracto de curcuma en concentraciones de 25 a 50 ymol/L en
diluyente de congelacién en semen bovino logr6 mantener de mejor manera la
vitalidad de los espermatozoides.

También, existen reportes sobre el beneficio del uso de antioxidantes tanto
enzimaticos como no enzimaticos sobre la viabilidad seminal en la especie
bovina, como son: 0.1, 1 y 2 mM de melatonina (Ashrafi et al., 2013), mezclas de
1400 UI/mL de Vitamina C y 0.12 Ul/mL de Vitamina E (Zhao et al., 2015), 2.5
mM Vitamina C y 100 IU/mL de Catalasa (Eidan et al., 2016). Por su parte, Najafi
et al. (2014) reportaron incremento en la viabilidad del semen ovino con la adicién

de ergotioneina y cisteamina.

33



El porcentaje de espermatozoides con membranas integras funcionales
posdescongelado resultd ser claramente mayor (P < 0.05) al adicionar RT al
diluyente con un porcentaje de 52.81 + 3.07 %, con respecto a los demas
tratamientos. Los tratamientos CT y CIS presentan comportamiento similar (P >
0.05) entre ellos con valores de 44.81 + 2.82 y 46.86 * 2.80 % respectivamente.
Los tratamientos que resultaron con un menor (P < 0.05) porcentaje de
espermatozoides con membrana funcional fueron el AA (43.50 + 2.89 %) y CAF
(42.56 * 2.93 %). Sin embargo, el tratamiento RT resulté con una &2 del error
muy elevada 70.86 %2 en comparacion a los demas tratamientos: CT (2= 18.7
%?2), CIS (6%=15.1 %?), CAF (6%= 40.5 %?) y AA (62= 31.8 %?). Lo anterior puede
deberse al efecto particular que tiene el extracto sobre cada semental, ya que
para este experimento no fueron consideradas otras fuentes de variacion como
las edades de los sementales. Concordando con nuestros resultados, existe una
serie de reportes donde la adicibn de Romero (Rosmarinus officinalis) incrementa
el porcentaje de células espermaticas con integridad funcional de la membrana
celular posdescongelado en diferentes especies como: cerdos (Malo et al., 2010;
2011), ovinos (Motlagh et al., 2014) y macho cabrio (Zanganeh et al., 2013).

De igual manera, se ha tratado de establecer concentraciones adecuadas
de extractos de plantas para adicionar a los medios de congelacién como fuente
antioxidante y asi mantener la integridad funcional de la membrana espermatica.
Shen et al. (2015) determinaron la concentracion ideal de Salvia miltiorrhiza
mediante la inclusién de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/mL al diluyente de

congelacion en cerdo, encontrando que 0.4 mg/mL mantenia de una mejor
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manera la integridad funcional de la membrana celular. Cao et al. (2013)
definieron la dosis ideal de Rhodiola sachalinensis al diluyente de
criopreservacion de semen bovino, encontrando que la adicion de 0.06 mg/mL
resultdé en un mayor porcentaje de integridad de la membrana. Por su parte,
Baghshabhi et al. (2014) sefialan que la adicion de yema de huevo, dodecil sulfato
sédico y 75 pg Syzygium aromaticum al diluyente de congelacion de semen ovino
incrementd  significativamente la integridad de la membrana celular del
espermatozoide. De conformidad con los resultados obtenidos en esta
investigacion, existen reportes del uso de otro tipo de fuentes antioxidantes como
cisteina (Tuncer et al., 2010), glutamina y metionina (Sariézkan et al., 2014)
durante la criopreservacion de semen bovino resultando en mayores indices de
integridad de la membrana en comparacion con los del grupo control.

No obstante, existen reportes contradictorios a nuestros resultados
mediante el uso de otros antioxidantes para algunas caracteristicas espermaticas
posdescongelado. Malo et al. (2012) reportan que la adicion de Foeniculum
vulgare no tuvo ningun efecto sobre la integridad del acrosoma o la integridad de
la membrana celular en comparacion con el tratamiento control en semen
criopreservado de cerdo. Asi mismo, Lufio et al. (2014) no observaron diferencia
significativa en la integridad de la membrana al adicionar Melissa officinalis y llex
paraguensys al diluyente para congelar semen proveniente del epididimo en
cerdo. Saridzkan et al. (2009) en su estudio, en el que adicionaron cisteina y
taurina como fuente antioxidante al diluyente de semen bovino, no encontraron
diferencia estadistica con respecto a la integridad funcional de la membrana

plasmatica de las células espermaticas posdescongelado.
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Estos resultados positivos sobre la viabilidad e integridad funcional de la
membrana plasmatica con extractos de origen vegetal pueden deberse a su
potencial antioxidante, ya que contienen compuestos fendlicos, glucosinolatos,
carotenoides, alcaloides, taninos, compuestos azufrados, esteroles vegetales,
entre otros (Pandey et al., 2014). El modo de accién de la mayoria de estos
compuestos se basa en la formacion de compuestos con iones metalicos y la
reaccion con los radicales libres (Embuscado, 2015).

Motilidad total y progresiva. Los resultados para porcentaje de motilidad
total (MT) y motilidad progresiva (MP) en semen bovino posdescongelado
adicionado con diferentes fuentes antioxidantes se presentan en la Cuadro 3. La
MT posdescongelado fue mayor (P < 0.05) al adicionar RT (66.95 + 2.21 %) que
con CT (56.78 + 3.89 %) y CAF (56.62 + 3.14 %). Asi mismo, la 62 del error se
vié incrementada drasticamente para los tratamientos CT, CIS, CAF y AA (62 =
130.8, 362.3, 67.2 y 98.6 %2, respectivamente) a excepcion de la RT (7.50 %?2),
lo que indica que esta variable se comporté de manera mas homogénea a través
de los diferentes toros analizados. Asi mismo, se observé un mayor (P < 0.05)
porcentaje de motilidad progresiva en los tratamientos RT, CT y AA, (23.07 +
3.31, 18.36 £ 3.31 y 18.10 = 3.31 %, respectivamente) comparados con CIS
(17.58 £ 3.31 %) y CAF (13.59 + 3.31 %).

De conformidad con nuestros resultados, existen reportes del aumento
tanto de la MT como de la MP con la adicion de algunos otros extractos naturales,
Baghshahi et al. (2014) concluyen que el suplemento con 35 y 75 ug/mL de
Syzygium aromaticum en el diluyente de criopreservacion de borregos logra

aumentar los parametros de MT y MP. Asi mismo en borregos, Allai et al. (2016)
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Cuadro 3. Medias de los cuadrados minimos (£ error estandar) y estimaciones
de la varianza del error (62) para el porcentaje de motilidad total y
progresiva en semen bovino posdescongelado adicionado con
diferentes fuentes antioxidantes

' Motilidad Total (%) Motilidad Progresiva (%)
Tratamiento ) :
Media + EE 6?2 Media + EE 62
Control 56.78 + 3.89P 130.81 18.36 + 3.312 22.16
Cisteina 65.25+5.872*  362.33 17.58 + 3.31° 22.16
Cafeina 56.62 + 3.14° 67.25 13.59 + 3.31° 22.16

Acido Ascérbico 58.75 + 3.53% 98.61 18.10 + 3.312 22.16

Rhus trilobata 66.95 + 2.212 7.50 23.07 £ 3.312 22.16

a,b Diferentes literales indican diferencia estadistica (P < 0.05).
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demostraron que la adicion de 1 % de extracto de cladodios de Opuntia ficus
indica tanto en diluyentes a base de Tris-Yema de huevo y leche desnatada, logro
mejorar significativamente la MT y MP con respecto al control y los demas
tratamientos durante un periodo de almacenamiento de 72 h. Por otra parte, en
humanos se han logrado mejorar estas caracteristicas de MT y MP
posdescongelado mediante la inclusion de extractos de Tribulus terrestres a una
concentracion de 40 y 50 ug/mL (Asadmobini et al., 2017), Khaleghi et al. (2017)
reportaron un comportamiento similar para estas caracteristicas (MT y MP)
mediante la adicion de este extracto de Tribulus terrestres a una concentracion
de 40 y 50 yg/mL en almacenamiento de semen humano por un lapso de 120 h.

En concordancia con nuestro trabajo, en bovinos existen reportes de
mejoria en la MP posdescongelado al adicionar antioxidantes al diluyente de
congelacion como la melatonina (Ashrafi et al., 2013). Otras fuentes de
antioxidantes naturales como el extracto de Rosmarinus officinalis se ha
observado que mejora tanto la MT como MP en ovinos (Motlagh et al., 2014) y
machos cabrios (Zanganeh et al., 2013). Asi mismo, esta tendencia se observa
con la adicién de Salvia miltiorrhiza en cerdos (Shen et al., 2015).

Kaka et al., (2015) sefialan que la suplementacion con acido a-linolénico a
una concentracion de 5 ng/mL al diluyente de congelacion mejora la MT
posdescongelado en bovinos. Asi mismo, en bovinos, mediante la adicion de
cisteina (Saridzkan et al., 2009) y acido ascorbico (Hu et al., 2010) se ha
observado tal efecto. Por otra parte, Longobardi et al. (2017) reportan que la

adicion de carnitina en semen de bufalos mejora la MT con respecto al control,
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en ovinos también se ha observado este efecto con el tratamiento de 6 mM de
cisteamina o, 6 mM ergotioneina (Najafi et al., 2014).

Estos incrementos observados en las caracteristicas de motilidad se
pueden deber en gran medida a la alta concentracidon de polifenoles que contiene
el extracto de la planta Rhus trilobata (Rodriguez-Palomares, 2015), actuando
como una poderosa fuente antioxidante, concordando con lo reportado por
Alizadeh et al. (2015), quienes sefialan que los antioxidantes repercuten
directamente en la motilidad espermatica. Otra hipo6tesis que se podria plantear
en la mejora de la motilidad a consecuencia del extracto de Rhus trilobata es que
la mejora pudiera estar relacionada con algunos otros elementos trazas como lo
es iones de Ca*, los cuales pueden influir directamente sobre las células
espermaticas mediante la inhibicién de la enzima fosfodiesterasa, dando como
resultado la inhibicion de la degradacion de AMPc y una motilidad incrementada
(Keshtmand et al., 2014).

En contradiccibn con lo observado en esta investigacion, existen
investigaciones donde se ha observado un efecto nulo sobre la MT al adicionar
diferentes antioxidantes al diluyente de congelacion en bovinos como: glutation
(GSH) y cisteina (Tuncer et al., 2010) y crocina (Sapanidou et al., 2015). Por su
parte, Lufio et al. (2014) no observan diferencia estadistica tanto en la MT como
MP mediante la adicion de Melissa officinalis y llex paraguensys en semen del
epididimo de cerdo.

Cinematica espermatica. Los parametros de cinematica espermatica se
presentan en la Cuadro 4, donde para las caracteristicas de DAP, DSL, DCL,

STR, LIN, ALH, BCF y WOB no se observo efecto (P > 0.05) de los distintos
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Cuadro 4. Medias de los cuadrados minimos (+ error estandar) y estimacion de la varianza del error (62) de caracteristicas
cinematicas en semen de toro posdescongelado obtenidos mediante el analisis espermatico asistido por
computadora (CASA) con diferentes fuentes antioxidantes

Tratamiento

Caracteristicas

Cineméaticas: Control Cisteina Cafeina Acido Ascorbico Rhus trilobata
Media + EE 6% MediatEE 6% MediatEE 6% MediatEE 6% MediazEE  §?
DAP 17.93+1.16 11.26 17.34+1.16 11.26 19.35+1.16 11.26 17.59+1.16 11.26 20.79+1.16 11.26
DSL 16.14+1.04 8.50 15.46+1.04 8.50 17.83+1.04 8.50 15.65+1.04 8.50 18.65+1.04 8.50
DCL 28.21+1.96 37.94 27.51+1.96 37.94 29.45+1.96 37.94 27.07x1.96 37.94 33.05+1.96 37.94
VAP 90.70+3.00® 51.28 90.29+3.00** 51.28 94.07+3.00® 51.28 87.18+3.00" 51.28 96.97+3.00° 51.28
VSL 82.40+2.76% 37.51 81.35+2.76®* 37.51 84.44+2.76%* 37.51 79.39+2.76°* 37.51 87.40+2.76° 37.51
VCL 145.48+3.95° 132.00 148.99+4.20% 156.77 154.37+8.84%> 881.91 137.81+4.37" 174.22 157.43+2.77% 37.39
STR 90.39+0.60 255 90.08+0.60 255 91.16+0.60 2.55 90.37+0.60 2.55 90.69+0.60 2.55
LIN 57.44+0.98 791  56.98+1.20 13.71 58.89+2.35 62.47 57.92+1.24 1490 56.63+0.87 5.51
ALH 6.92+0.20 0.36 6.62+0.16 0.21 6.76+0.55 3.49 6.61+0.20 0.38  7.15+0.17 0.22
BCF 20.03+0.51° 150 20.35+0.51* 1,50 20.69+0.51* 150 19.69+0.51° 1.50 21.44+0.51* 1.50
WOB 63.21+0.77 3.74  63.23+0.97 7.85 64.61+2.30 60.30 63.96+1.07 10.41 62.77+0.80 4.15

ab Diferentes literales indican diferencia estadistica (P < 0.05) entre medias de hilera a través de columnas.

1 DAP, Distancia en el Camino Promedio; DSL, Distancia en Linea Recta; DCL, Distancia en Linea Curva; VAP, Velocidad
Media; VSL, Velocidad Rectilinea; VCL, Velocidad Curvilinea; STR, indice de Rectitud; LIN, indice de Linealidad; ALH,
Amplitud Media de Desplazamiento Latera de la Cabeza; BCF, Frecuencia de Batido de Cola; WOB, indice de Oscilacion.
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antioxidantes evaluados. Sin embargo, las caracteristicas de velocidad (VAP,
VSL y VCL) y frecuencia de batido de cola (BCF) resultaron mejoradas (P < 0.05)
mediante el tratamiento RT con respecto al AA. En cuanto a la magnitud de la 62
del error, el tratamiento RT es el que resulta con una variabilidad menor para las
caracteristicas que muestran heterogeneidad de varianzas, lo cual implica que
se podria inferir de mejor manera en la prediccion de resultados futuros sobre
estas caracteristicas.

Sariézkan et al. (2015) sefialan que las caracteristicas cinematicas estan
muy relacionadas con el éxito en la prefiez debido a que facilitan el avance de
las células esperméticas a través del tracto reproductor de la hembra. Aunado a
lo anterior Del Olmo et al. (2013), reportan que existe una fuerte correlacion entre
las caracteristicas de cinematica espermatica VAP (P = 0.04; R?= 0.678), VCL
(P =0.027; R?=0.745) y BCF (P = 0.006; R?=0.852) con la fertilidad in vivo en
ovinos, determinando que la velocidad espermatica es un punto clave en el
proceso de fertilizacion.

Para las caracteristicas de cineméatica espermatica posdescongelado,
existe mucha discrepancia sobre los resultados que se obtienen mediante la
adicion de diferentes aditivos al medio de congelacién, como lo son vitaminas,
aminoacidos y extractos de plantas. Concordando con los resultados del presente
estudio, la adicion de 10 mg/mL Camellia sinensis en el diluyente de
criopreservacion de ovinos solo se lograron mejorar la caracteristica de VAP con
respecto al grupo control, sin identificar diferencia significativa para las demas
caracteristicas (VSL, VCL, LIN, STR, ALH y BCF; Mehdipour et al., 2016). En

bovinos, Cao et al. (2013) reportan un aumento (P < 0.05) mediante la adicion de
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Rhodiola sachalinensis en relacion al control para las caracteristicas de
cinematica espermatica de velocidad (VCL, VAP, VSL) ademas de LIN y ALH.
Por su parte, Hu et al. (2010) mencionan que la adicion de 4.5 mg/mL de AA al
diluyente de criopreservacion mejora algunas caracteristicas cinematicas (VSL,
VAP, LIN, WOB y ALH) de semen bovino posdescongelado con respecto al
control. Aunado a esto, Hu et al. (2011) sefialaron que la suplementacién con 2.5
mg/mL de vitamina B12 logré un aumento significativo para las caracteristicas
cinematicas de velocidad (VSL, VCL y VAP) y de STR en relacion a los demas
tratamientos y el control. Asi mismo en bovinos, mediante la adicion de
melatonina se han observado efectos sobre los parametros de LIN, STR, ALHy
VSL, no obstante, para BCF, VCL y VAP no se observaron diferencias entre los
tratamientos (Ashrafi et al., 2013).

En contradiccion a lo encontrado en el presente estudio, el uso de algunos
extractos de plantas como fuente antioxidante, no resulta con un efecto positivo
sobre los diferentes patrones de movilidad de las células espermaticas
posdescongelado, entra las que figuran Rosmarinus officinalis (Zanganeh et al.,
2013; Motlagh et al., 2014) e llex paraguensys (Lufio et al., 2014). Asi mismo, el
uso de otros aditivos no ha resultado satisfactorio: fetuina y hialuronano
(Sari6zkan et al., 2015), cisteamina y ergotioneina (Najafi et al., 2014) y glutation
y cisteina (Tuncer et al., 2010).

Capacitacion esperméatica y reaccion acrosomal. La tincion CTC
(Cuadro 5) muestra los diferentes patrones de capacitacion espermatica, donde
se observa que los tratamientos CT, CIS y RT resultan con un mayor (P < 0.05)

porcentaje de espermatozoides no capacitados (51.25 + 3.40, 50.08 £ 3.03 y
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Cuadro 5. Medias de los cuadrados minimos (+ error estandar) y estimacion de la varianza del error (62) para el porcentaje
de espermatozoides con patrones de capacitacion F, B y RA en semen bovino posdescongelado adicionado con
diferentes fuentes antioxidantes

Patrén de capacitacion®

Tratamiento F (%) B (%) RA (%)
Media + EE 6? Media + EE 6 Media + EE 6°
Control 51.25 + 3.402 56.43 38.56 + 3.292 63.25 10.18 £ 0.80% 1.85
Cisteina 50.08 + 3.032 12.12 38.08 + 2.842 10.59 11.83 +£0.88° 5.66
Cafeina 41.23 + 3.09P 19.17 44,50 + 2.93P 21.11 14.29 + 0.90¢ 5.99
Acido Ascorbico 42.33 + 3.14° 28.07 45.58 + 2.85P 11.82 12.08 + 0.88° 5.72
Rhus trilobata 49.91+ 3.512 87.88 39.21 £ 3.102 47.46 10.88 + 1.012 11.35

a,b, ¢ Diferentes literales indican diferencia (P < 0.05) entre medias de tratamientos dentro de columna.
1 F, Espermatozoides no capacitados con acrosoma intacto; B, Espermatozoides capacitados con acrosoma intacto; RA,

Espermatozoides capacitados con reaccién acrosomal.
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49.91 + 3.51 %, respectivamente) con respecto a los otros tratamientos. Los
tratamientos que resultaron con mayor (P < 0.05) porcentaje de células
espermaticas capacitadas fueron CAF (44.50 + 2.93 %) y AA (45.58 + 2.85 %).
Finalmente, el tratamiento que resultd con mayor (P < 0.05) porcentaje de
espermatozoides con reaccioén acrosomal fue la CAF (14.29 £ 0.90 %) en relacién
a los demas tratamientos.

Bergquist et al. (2006) mencionan que durante el proceso natural de
capacitacidbn esperméatica se producen cambios en la organizacion de la
membrana celular y metabolismo intracelular. Sin embargo, durante la técnica de
congelacion se produce un suceso al que se le ha nombrado criocapacitacion,
debido a la similitud ocurrida a nivel celular con respecto al proceso de
capacitacion natural. Esto se produce mediante el enfriamiento, congelacion y
descongelacién a los que es sometido el espermatozoide (Cérdova et al., 2012).
Los resultados del presente estudio muestran que el nimero de células
espermaticas capacitadas no se ve afectada mediante la adicién del extracto de
RT. De conformidad con los resultados de nuestro estudio, otros experimentos
gue se han desarrollado para determinar el estado acrosomal y de capacitacién
esperméatica mediante la adicion de extracto acuoso de Rosmarinus officinalis en
espermatozoides posdescongelado de ovinos (Motlagh et al., 2014) y machos
cabrios (Zanganeh et al., 2013), han resultado en un efecto nulo de este extracto
sobre el grado de capacitacion posdescongelado. Por su parte, Lufio et al. (2014)
mencionan que la integridad del acrosoma no se ve afectada por la adicién de
Melissa officinalis e llex paraguensys en espermatozoides del epididimo

criopreservado de cerdo.
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Al contrario, existen reportes donde algunos extractos naturales
adicionados a los diluyentes ayudan a mantener la integridad acrosomal de mejor
manera. Cao et al. (2013) sefialan que la inclusion de 0.06 mg/mL de Rhodiola
sachalinensis incrementan significativamente la integridad del acrosoma en
semen bovino. Shen et al. (2015) determinaron que 0.4 mg/mL de Salvia
miltiorrhiza conserva de mejor manera la integridad acrosomal en semen
posdescongelado de cerdo.

Experimento 2

Niveles intracelulares de glutation (GSH). En la Gréafica 1 se muestran
las medias de los cuadrados minimos (x error estandar) para los niveles
intracelulares (nmol/mL) de Glutation (GSH) en el semen bovino
posdescongelado adicionado con las diferentes fuentes antioxidantes en el
presente estudio. En este caso se observd una interaccion entre los efectos de
tratamiento y edad. Al comparar los tratamientos dentro de edad del semental,
en toros adultos se observaron valores mas elevados (P < 0.05) de GSH para
CIS y RT en comparacién al grupo CT (0.106 £+ 0.002, 0.039 £+ 0.002, y 0.027 £
0.002 nmol/mL, respectivamente), mientras que en toros jovenes los tratamientos
CIS y CT resultaron con niveles mayores (P < 0.05) de GSH en comparacion al
grupo RT (0.142 + 0.002, 0.055 = 0.002, y 0.024 = 0.002 nmol/mL,
respectivamente.

La molécula de GSH actua directamente contra varias ROS. Ademas
funciona como un cofactor de la glutation peroxidasa (GSH-PX), interviniendo
contra H202 e hidroperdxidos toxicos (Bilodeau et al.,, 2001). Bilodeau et al.

(2000) reportan que durante el proceso de criopreservacion existe una
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disminucién de un 78 % en los niveles de GSH espermatico en la especie bovina.
Esto puede ser debido a una salida de esta enzima debida a la degradacion de
la membrana celular a consecuencia del estrés oxidativo (Stradaioli et al., 2007).
Concordando con los resultados de la presente investigacion, existen reportes en
machos cabrios de raza Angora, donde con la adicion de 10 y 15 mM de cisteina
al diluyente de congelacién se logré6 aumentar significativamente los niveles de
GSH (Atessahin et al., 2008). Lo anterior, se puede deber a que la cisteina es un
precursor intracelular de GSH (Tuncer et al., 2010). Por su parte, Bucak et al.
(2010) observaron que con la adicion de inositol se logré incrementar los niveles
de GSH posdescongelado con respecto al grupo control, carnitina y curcumina.
El incremento en GSH en respuesta a la adicion de RT al eyaculado de
toros adultos puede ser explicado por la existencia de una marcada reduccion de
la actividades enzimaticas en el plasma seminal conforme aumenta la edad en el
toro (Kelso et al., 1997); del mismo modo, El Sisy et al. (2016) reportan una
tendencia de disminucion en los niveles de glutation reducido en plasma seminal
de equino conforme avanza la edad. Lo anterior se puede relacionar con la
concentracion elevadas de flavonoides que presenta el extracto, estimulando la
produccion de glutation intracelular a través del aumento en la expresion de la y-
glutamilcisteina sintetasa (Myhrstad et al., 2001; Moskaug et al., 2005). Ademas
de ésto, las células espermaticas en animales adultos estan integradas por una
mayor cantidad de lipidos (Kelso et al., 1997) resultando en un mayor estrés
oxidativo durante el proceso de criopreservacion. De este modo, la célula llega a

hacer uso de los flavonoides para una mayor sintesis de GSH intracelular.
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Grafica 1. Medias de los cuadrados minimos (£ error estandar) para los niveles
intracelulares  (nmol/mL) de Glutation en semen bovino
posdescongelado adicionado con diferentes fuentes antioxidantes.
a,b.¢| jterales diferentes denotan diferencia estadistica (P < 0.05) entre
las medias de tratamientos dentro de grupo de edad.
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No obstante, existen reportes contradictorios como los publicados por
Bucak et al. (2010), quienes mencionan que no encontraron incremento alguno
en los niveles totales de GSH en semen bovino después del descongelado en
respuesta a la adicidbn de metionina, carnitina e inositol. Asi mismo, taurina y
cisteina no lograron mantener los niveles espermaticos de GSH en semen bovino

posdescongelado (Saridzkan et al., 2009).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados del presente estudio muestran que de todos los
antioxidantes evaluados, la adicién de Rhus trilobata (RT) a una concentracion
de 16.6 pg/mL al diluyente de criopreservacion de semen bovino logré conservar
mejor las caracteristicas celulares y la motilidad, en comparacion a la utilizacion
de cisteina, cafeina y acido ascorbico. Asi mismo, el extracto RT tiende a mejorar
las caracteristicas cinematicas de velocidad, sin incrementar la capacitacion y
reaccion acrosomal. Ademas, los niveles de glutation se ven favorecidos en toros
adultos mediante la adicion del extracto RT.

La adicion del extracto de RT al diluyente de criopreservacion en semen
bovino puede ser una alternativa eficaz para reducir el estrés oxidativo
ocasionado por el proceso de criopreservacion; sin embargo, es necesario
determinar la dosis optima, asi como evaluar la capacidad de fertilizacion, tanto
in vitro como in vivo, con el fin de determinar la eficacia en la mejora de la fertilidad

del semen congelado.
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