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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo estudiar el efecto de la
adicién de las enzimas antioxidantes SOD, catalasa y la
interaccién SOD*catalasa, durante el proceso de
criopreservacién de espermatozoides de alpaca sobre la
motilidad espermatica y peroxidacién lipidica. Se utilizaron 12
muestras de semen provenientes de 6 alpacas machos, las cuales
fueron alicuotadas en los siguientes grupos: (1) control, (2)
control positivo, (3) tempol, (4) catalasa y (5) tempol*catalasa.
Se evalué la motilidad y peroxidacién lipidica (determinacion
de malondialdehido) al inicio al inicio de la curva de
enfriamiento, al final de la curva de enfriamiento y luego del
proceso de criopreservacion. Se encontrdé que la motilidad
espermatica en los grupos tempol y catalasa se mantuvo
ligeramente superior (P > 0.05) luego del proceso de
criopreservacién en comparaciéon con los controles, siendo el
grupo control positivo el que present6 el mayor (P < 0.05) grado
de peroxidacién lipidica (810 ng/mL malondialdehido) en
comparacién con las muestra de inicio (346 ng/mL), catalasa-
5 C (289 ng/mL)y tempol*catalasa descongelado (331 ng/mL).
Estos resultados demuestran que el uso de los antioxidantes
tempol¥catalasa permite reducir los niveles de
malondialdehido cuando se presenta un elevado estrés
oxidativo durante el proceso de criopreservacion.
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ABSTRACT

The present study has the objective to study the effect of the
addition of antioxidant enzymes SOD, catalase and
SOD*catalase interaction during alpaca sperm [ AN
cryopreservation on sperm motility and 11p1d
peroxidation. Twelve semen samples from 6 male alpacas

were used. Samples were aliquoted into the followmg

groups: (1) control (2) positive control, (3) tempol, ( _"{/
catalase and (5) tempol*catalase. Motility and hpld :
peroxidation (malondialdehyde determination) were

evaluated at the beginning of the cooling curve, at the end | W

of the cooling curve and after cryopreservation. We found

that sperm motility in tempol and catalase groups B/
remained slightly higher (P> 0.05) after cryopreservation .' e
compared with controls, with the positive control group | =8 c
that had the highest (P <0.05) degree of peroxidation lipid ﬁ
(810 ng / mL malondialdehyde) compared to the fresh

sample (346 ng / mL), catalase-5 C (289 ng / mL) and
thawed catalase*tempol (331 ng / mL). These results
demonstrate that the use of antioxidant catalase*tempol

reduced levels of malondialdehyde when high oxidative
stress occurs during the cryopreservation process.
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INTRODUCCION

La criopreservacion de semen de alpaca ha sido descrita por
Santiani e 4/ (2013) y Morton e# /. (2010), quienes reportan
porcentajes de motilidad espermatica alrededor del 20%, no
obstante, es posible obtener porcentajes de viabilidad entre 40
a 50%. En esta especie, existen un par de estudios, que indican
que la utilizaciébn de analogos de superéxido dismutasa
(SOD) durante la criopreservacién de semen de alpaca,
mejoran la motilidad post descongelamiento y reducen la
fragmentaciéon del ADN espermatico (Santiani e# al, 2012,
2013). Los analogos de SOD son nitroxidos que reaccionan en
presencia del anién superdxido (O2.-), convirtiéndolo en
peroxido de hidrogeno (Offer e al, 1998). Sin embargo, el
peroxido de hidrogeno puede convertirse en un radical
hidroxilo a través de la reaccién de Fenton (Aitken y Fisher,
1994) y ser responsable directo del inicio de la peroxidacion
lipidica, tal como se ha demostrado en espermatozoides de
humanos y ratones (Aitken y Fisher, 1994). Los anilogos de
SOD podrian evitar la reaccion Fenton a través de la
oxidacion de Fe y Cu (Luo, 2001), no obstante, la utilizacion
de la enzima catalasa también podria contribuir a reducir el
estrés oxidativo, mediante la conversion del perdxido de
hidroégeno en agua. En ovinos, existen evidencias que la
utilizacién de andlogos de SOD pueden reducir el dafio
oxidativo durante la criopreservacién (Santiani, 2003),
mientras que espermatozoides humanos la utilizacion de
SOD vy catalasa logran prevenir los efectos fisiologicos
espermaticos mediados por ROS (De Lamirande ezal., 1998).

MATERIALESY METODOS:

r," " Lugarde estudio, animalesy muestras.
© % Se utilizaron 12 eyaculados de alpaca provenientes de 6
. .. alpacas adultos, que se encontraron alojados en la Unidad de

%
7

&

I""—" .y entre mayo a noviembre del 2013. La coleccién de semen fue
\ realizada mediante el método de vagina artificial, utilizando
" ' | como sefiuelo un maniqui 6 hembra receptiva. Las muestras

i colectadas que cumplieron con presentar una cvalidad
B"’ minima (volumen > 0.5 mL, motilidad > 30% vy
" ¥ concentracién >50 x 106 espermatozoides/mL) fue sometidas

ﬁ\c a accién mecanica para eliminar la viscosidad del plasma

seminal.
p ¥ }] Diserio excperimental.
( t:' "? F

| Zootecnia y Tecnologia, de la Facultad de Ciencias
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‘ Cada eyaculado (n=12) fue dividido en 5 partes, y cada una de
“ | lasalicuotas fue utilizada para formar los siguientes grupos:

- . - ,
"+ * Grupo control: criopreservacion estandar
| * Grupo control positivo: criopreservacion con ascorbato
| . K ., .
Fe 2+ para inducir formacién adicional de ROS (Mata-

Campuzano et al., 2012).
f e Grupo antioxidante SOD: Adicionando un analogo de
! SOD (Tempol 1 mM) al dilutor de semen. (Santiani et al.,

SN 2012).
{ e Grupo antioxidante catalasa: Adicionando catalasa (50
= pg/mL) al dilutor de semen (Maia et al., 2010).
' ,.'h *  Grupo interaccién SOD*catalasa: adicionando el analogo
&= . deSOD (Tempo | mM y catalasa (50 ug/mL) al dilutor de
> / _E semen.
-
-

Proceso de criopreservacion.

Se utilizé el dilutor y el procedimiento descrito por Santiani ez
al.(2005) con una concentracién final de dimetilacetamida de
1 M. La curva de enfriamiento fue realizado durante 90
minutos (-1 C/3 minutos), se adicioné6 a los 5C,
dimetilacetamida para llegar a una concentracién final de 1
M, las muestras fueron envasadas en pajillas de plastico de
0.25 mL y se dejo estabilizar por 30 minutos. Se utilizaron
vapores de nitrogeno liquido descender de 5C a 20Cy
finalmente las pajillas fueron sumergidas en nitrégeno
liquido. El descongelamiento de las pajillas se realizd a 37 C
por 1 minuto.

Evalnacion de motilidad espermatica.

Para evaluar la motilidad espermatica se colocaron 25 puL de la
muestra en una ldimina portaobjetos temperada y se observo a
400x. Se determino el porcentaje de espermatozoides motiles
sobre el total de espermatozoides en cada campo, evaluando
un total de 10 campos. Los resultados fueron expresados
como porcentaje de motilidad. En el caso de la evaluaciéon de
motilidad post descongelamiento, se estimé la motilidad en
funcién del porcentaje de motilidad inicial, de acuerdo a la
siguiente férmula:

Motilidad post descongelamiento= Motilidad observada x 100
Motilidad inicial

Peroxidacion lipidica.

Los perdxidos lipidicos fueron determinados mediante la
cuantificacién del malondialdehido por el método del 4cido
tiobarbittrico, descrito por Aitken et al. (1989). El método
consisti6 en incubar 20 x 10° espermatozoides de alpaca en
250 uL de PBS con 125 pL de sulfato ferroso (0,2mM) y 125
uL de ascorbato de sodio (ImM). Esta solucion fue incubada
en bafio marfa a 37 C durante 1 hora. Posteriormente se
enfrid en bafio de hielo por 15 minutos. Con la muestra en el
bafio de hielo, se le agregd 250ul. de PBS y 250ul de 4cido
tricloroacético al 40%. La muestra fue luego centrifugada a
2500 G durante 10 minutos a 4 C. Por otro lado, en un tubo
de vidrio con tapa, se colocod 125 uL de acido tiobarbitarico al
2%, se aclar6 con 5 uL de hidroxido de sodio (5M) y se agregd
500 uL del sobrenadante de la muestra centrifugada. La
mezcla fue incubada a 90 C en bafio maria durante 10
minutos. Finalmente, las muestras fueron enfriadas a
temperatura ambiente por 30 minutos y se leyeron en un
espectrofotometro a 532nm contra un blanco reactivo.

Andlisis estadistico.

Se utiliz6 el programa estadistico Prism® versiéon 3.0. Se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) para evaluar el efecto
de los grupos (control, control positivo, tempol, catalasa y
tempol*catalasa) y tiempos (A los 5C y luego del
descongelamiento) en los porcentajes de motilidad y niveles
de malondialdehido (ng/mL). En los casos donde el ANOVA
fue significativo, se realizé el post test de TUKEY para
determinar entre que grupos existieron diferencias.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se pueden observar los valores de
malondialdehido iniciales, a los 5 C y luego del proceso de
criopreservacion en los 5 grupos que se trabajaron: control,
control positivo, tempol, catalasa y tempol*catalasa. Se
realiz6 una anélisis comparando las medias de todos los
grupos, encontrado que los valores de malondialdehido en el
grupo de
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semen fresco (346.50 = 299.37 ng/mL), catalasa a los 5 C
(289.96 +173.26 ng/mL) y tempol*catalasa luego de la
criopreservacion (331.26 + 246.66 ng/mL) fueron
significativamente menores (P < 0.05) al grupo control
positivo luego de la criopreservacion (810.00 +228.10
ng/mL). En relacion a los pardmetros de funcién espermatica,
en la Tabla 2 se pueden observar los porcentajes de motilidad
espermatica al finalizar la curva de enfriamiento y luego del
proceso de criopreservacion. Se puede observar que un 30 a
40% de motilidad se pierde durante el proceso de
enfriamiento, mientras que luego del proceso de
criopreservacion, estos porcentajes se reducen a alrededor del
20%. La motilidad al finalizar la curva de enfriamiento fue
mayor en los grupos tempol (66.23%) y tempol*catalasa
(67.50%), aunque sin presentarse diferencias significativas (P
> 0.05). Del mismo modo, la motilidad post
descongelamiento en el grupo tempol (25.64%) fue mayor a
los demas grupos, aunque tampoco se observaron diferencias
significativas (P> 0.05).

Tabla 1. Peroxidacion lipidica (ng/mLmalondialdehido) en
espermatozoides de alpaca sometidos a distintos tratamientos
(control, control positivo, tempol, catalasa, tempol*catalasa)
y en distintas etapas del congelamiento (frescos, enfriados a
5 Cyluego del proceso decriopreservacion.

Fresco Alos 5°C Descongelado
Control 346.50 — 29937 ¢ 401.14 + 19452 527.66 + 42838
Control (+) 429.03 £ 359.00 810,00 = 228,100
Tempol 389.06 1 253.91 410,05 L 314.03

Catalasa 289.96 £ 173.26" 406.03 + 292,14

TempolCatalasa 38446 + 32492 331.26 + 2406.66"

Valotes son Porcentajes = 118,

1etras diferentes en el cuadvo indican diferencias significativas (P < (.05}

Tabla 2. Efecto de los antioxidantes tempol, catalasa e
interaccion tempol”catalasa en los porcentajes de motilidad
espermatica al finalizar la curva de enfriamiento (Alos5 Cy
luego del proceso de criopreservacién de semen de alpaca

A los 5°C C(Al)gi.‘.]ﬂd(‘/‘DLSL‘UI}g&.‘JELdL\
Clomtrol 5848 | 557" 17.89 1 6.658"
Control {(+) 60,57 £ 549 2202+ 4.41°
Tempol 66,23 + 5197 25.64 + 487"
Catalasa 63.62 + RaF 23,14 + 3.92F
Tempol*Catalasa 67.50 £ 5.01° 16.10 + 374

Valores son Porcentajes + S.LM..
Letras diferentes en filas indican diferencias siemficativas (P < 0,053

DISCUSION

En nuestro estudio encontramos que la adicién de Tempol en
combinacién con catalasa produjeron los mejores resultados
en relacion a peroxidacion lipidica. Es decir, en el grupo
donde se utiliz6 esta combinacién de antioxidantes, se
produjo el menor estrés oxidativo (menos malondialdehido).
El Tempol aparentemente no tiene efecto sobre el peroxido de
hidrégeno (Offer et al. 1998), pero al oxidar Fe y Cu evita la
reaccion de Fenton (Luo, 2001). De esta manera, este
nitréxido evitaria la formacién de radicales hidroxilo a partir
del peroxido de hidrégeno y por lo tanto bloquearian el
inicio de la peroxidacion lipidica.

También es probable que el peroxido de hidrogeno sea
removido mediante la accién de la catalasa presente en la leche
(Foote et al, 2002; Maia ef al, 2010). Por otro lado, en los
grupos Tempol 6 Catalasa en forma individual también se
observaron los mejores porcentajes de motilidad, no obstante
no fueron significativos. El antioxidante Tempol es un
analogo de superdxido dismutasa (Mitchell ez o/, 1990) que
reacciona en presencia del anién superdxido y lo convierte en
peroxido de hidrogeno (Offer e al, 1998). Seglin Santiani
(2003), Ia adicién de Tempo entre 0.5 a 1 mM permite obtener
mayores porcentajes de motilidad (entre 10 a 15%) en
espermatozoides de ovinos.

CONCLUSION

Consecuentemente, la disminucién en la peroxidacion
lipidica como resultado de la adiciéon de tempol y catalasa
indicarian que la dismutacién del anién superdxido a
peroxido de hidrégeno y/o el bloqueo de la formacién de
radicales hidroxilo interfieren con el inicio de la peroxidacion
lipidica en espermatozoides de alpaca. En conclusién, se
demuestra que la adiciéon de los antioxidantes tempol y/o
catalasa logran disminuir el estrés oxidativo, tal cual se ha
demostrado midiendo niveles de peroxidacién lipidica.
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