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Resumen

Se plante6 como objetivo de esta investigacion evaluar el efecto de la melatonina
en la criopreservacion de espermatozoides equinos. Se utilizaron tres caballos
de la raza Appaloosa de tres fincas ubicadas en la parroquia Victoria del Portete
del canton Cuenca, Provincia del Azuay. Las colectas de semen se realizaron
dos veces por semana con la ayuda de una vagina artificial hasta alcanzar cinco
eyaculados por animal. Se consideraron como variables independientes el
tratamiento, el semental y la repeticion, y como variables dependientes, la
motilidad individual progresiva, porcentaje de espermatozoides vivos/muertos,
con anormalidades, con la membrana plasmética y acrosomal intacta, que
experimentaron estrés oxidativo y de ovocitos bovinos fecundados por
espermatozoides equinos. Los datos se procesaron mediante el analisis de
varianza del programa estadistico SAS. La evaluacion post descongelacion
indic6 que el semen diluido sin melatonina tuvo un porcentaje de
espermatozoides vivos superior (85,1 £ 1,7 vs 80,0 £ 1,7 %) y menos espermios
con la membrana plasmatica intacta (25,2 + 1,8 vs 31,3 + 1,8 % respectivamente)
que con melatonina (P<0.05). La proporcién de espermios sin estrés oxidativo y
con estrés leve o moderado no varié entre tratamientos. En relacion a la
fecundacion in vitro heterdloga se comprobd que no hubo diferencia entre
tratamientos en los porcentajes de unién, penetracién, poliespermiay pronicleos
ala 18y 24 horas. Sin embargo, un mayor porcentaje de union, de prondcleos a
la 18 y 24 horas y de clivaje se observé en la FIV homéloga que en la heterdloga.

Palabras clave: EQUINOS, ESPERMATOZOIDES, CRIOPRESERVACION,
MELATONINA, ESTRES OXIDATIVO, FECUNDACION HETEROLOGA.
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Abstract

The objective of this research was to evaluate the effect of melatonin in the
cryopreservation of equine spermatozoa. Three Appaloosa horses from farms
located in the Victoria del Portete parish, Azuay Province, were used. Semen
samples were collected twice a week, with an artificial vagina, until five ejaculates
per animal were complete. Treatment, stallion and repetition were considered as
independent variables, whereas as dependent variables were studied the
individual progressive maotility, the percentages of spermatozoa live/dead, with
abnormalities, with the intact plasma and acrosomal membrane, undergoing
oxidative stress, bovine oocytes fertilized by equine sperm. Data were processed
by the analysis of variance of SAS. The post-thaw evaluation indicated that the
semen diluted without melatonin had a greater percentage of live sperm (85.1 +
1.7 vs 80.0 £ 1.7%) and less sperms with the intact plasma membrane (25.2 =
1.8 vs 31.3 = 1.8% respectively) than with melatonin (P<0.05). The proportion of
sperm without oxidative stress and with slight or moderate stress were statistically
similar between treatments. Regarding to heterologous in vitro fertilization (IVF),
it was found that there was no difference between treatments in the percentages
of union, penetration, polyspermia and pronuclei by 18 and 24 hours. However,
a greater percentages of union, of pronuclei by 18 and 24 hours and of cleavage
was observed in the homologous than in the heterologous IVF.

Keywords: HORSES, SPERM, CRYOPRESERVATION, MELATONIN,
OXIDATIVE STRESS, HETEROLOGOUS FERTILIZATION
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ROS: Especies reactivas de oxigeno
COC’s: Complejo cumulo ovocitos
FIV: Fertilizacion in vitro

MIV: Maduracion in vitro

pum: Microlitro

HOST: Test hiposmatico.

VA: Vagina artificial

mM: Micro molar

ZP: Zona pelucida

Pn: Pronucleos

H — SOF: Hepes — Fluido oviductal sintético

MIP: Motilidad individual progresiva
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1. INTRODUCCION

La criopreservacion de semen equino ha tenido un importante desarrollo
dentro de las biotecnologias de la reproduccion, sin embargo, no ha resultado
tan eficaz como en otros mamiferos, existe una gran variabilidad en la tasa de
éxito de este procedimiento, siendo incluso de caracter individual. Se estima
que solo del 30 — 40 % de los caballos producen semen que puede
criopreservarse y a su vez conservar su capacidad fecundante en niveles

aceptables (1).

En el proceso de congelacion de semen, el espermatozoide sufre estrés
oxidativo debido al shock térmico al que es sometido, afectando a parametros
importantes como la motilidad y capacidad fecundante. La resistencia a este
proceso depende fundamentalmente de la integridad estructural y funcional de
su membrana celular, que a su vez esté relacionada a la estabilidad de sus
lipidos (2). Con el objetivo de reducir los efectos negativos del proceso de
congelacion , se han incorporado agentes antioxidantes a los diluyentes de

semen equino (3).

La melatonina funciona como un antioxidante versatil (4), por su naturaleza
lipofilica, logra interactuar con las bicapas lipidicas, estabiliza las membranas
internas mitocondriales y mejora la actividad de la cadena de transporte de
electrones (5). Varios proyectos de investigacion, han determinado que la
adicién de melatonina al medio de congelacién protege a los espermatozoides

del estrés oxidativo , preservando sus capacidades post descongelacion (4) ,

Por lo tanto el objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la melatonina
sobre la criopreservacion de espermatozoides equinos, siguiendo el
lineamiento tomado de un articulo cuyo tema fue “ Melatonin reduces lipid
peroxidation and apoptotic — like changes in stallion spermatozoa”, en el que
se agrego melatonina al eyaculado del semental a razén de 1uM (6). Para
estimar la calidad seminal tanto de forma subjetiva como objetiva, se usaron

varios parametros de evaluacion como:

Erika Fabiola Tamay Siguenza 14
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vitalidad, motilidad, integridad acrosomal, integridad de membrana y ROS; a
estos parametros de evaluacion se le agrega la fecundacion in vitro
heter6loga, misma que permite determinar la capacidad fecundante del
semental, ésta Ultima evaluacion inter especie ha sido de mucha utilidad,

dando resultados muy cercanos a la realidad, segun describe Sanchez et al,

(7).

Erika Fabiola Tamay Siguenza
Frixon Augusto Vélez Sandoval
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1.1. Objetivos

1.1.1. General
Determinar el efecto de la melatonina en la criopreservacion de

espermatozoides equinos.

1.1.2. Especificos

e Valorar las caracteristicas cualitativas y cinéticas de los

espermatozoides equinos criopreservados en presencia de melatonina.

e Medir la capacidad de la melatonina para prevenir el estrés oxidativo

gue ocurre durante la criopreservacion de los espermatozoides equinos.

e Evaluar el efecto de la melatonina sobre la fecundacién in vitro

heterdloga de espermatozoides equinos luego de la criopreservacion.

1.2. Hipotesis
La adicion de melatonina antes de la criopreservacion de semen equino
previene el estrés oxidativo, el deterioro de la calidad espermatica y la
pérdida de la capacidad fecundante.

Erika Fabiola Tamay Siguenza 16
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Semen Equino
Se ha considerado que la muerte del esperma y las modificaciones que sufren
las células, son los principales factores que provocan una considerable
reduccion de la vida util de los espermatozoides, en equinos principalmente se
ha demostrado la susceptibilidad particular de la membrana plasmética del
esperma frente al dafio oxidativo debido a un alto contenido celular de acidos

grasos poliinsaturados (8).

2.1.1. Caracteristicas del semen
El semen equino esta compuesto por los espermatozoides y plasma seminal
(9), éste Ultimo a su vez estd compuesto por varias fracciones: La pre —
secrecion , esta eliminacion es rica en NaCl y se produce en el salto o cuando
el equino llega a tener una maxima excitacion, esta pre- secrecion tiene la

finalidad de limpiar y lubricar la uretra (8).

Normalmente un semental realiza entre 5 — 10 golpes de eyaculacién
sucesivos, la tres primeras expulsiones son de consistencia lechosa y poseen
hasta el 80% de espermatozoides totales, son ricos en ergotioneina (9), el
mismo que cumple con el papel de antioxidante y capacidad citoprotectora,
reduciendo a su vez la peroxidacion lipidica (10) y proceden de las ampollas
del conducto deferente (9).

Existe una fraccion pobre o fraccion gel, (8) poseen pocos espermatozoides y
por su consistencia podemos decir que provienen de las vesiculas seminales.
(9) La ultima fraccién o también denominada pos coito, posee escaso volumen

y es de consistencia acuosa (8).

2.1.2. Método de recoleccion del semen
La recoleccibn de semen se lleva a cabo con una vagina artificial (VA)
existiendo varios tipos, cada una cumple la funcion de imitar las condiciones
de temperatura y presion de la vagina de la yegua (7), es fundamental que

durante la recoleccion del eyaculado, le proporcionemos al animal, un lugar

Erika Fabiola Tamay Siguenza 17
Frixon Augusto Vélez Sandoval



m‘uy.‘ .

5l

e
Al

UNVERSIAD D CUENC)

t,

]

A

UNIVERSIDAD DE CUENCA

confortable , libre de polvo y el piso en donde estamos realizando el
procedimiento sea antideslizante, para evitar caidas o golpes innecesarios,
también se debe contar con un espacio considerable, en el que facilite el

movimiento del equino , asi como también de sus cuidadores (11).

2.2. Vagina artificial
La vagina artificial es un método eficaz que se utiliza para la recoleccion de
semen, similar a recoleccibn de una monta natural , la mayoria de los
sementales que son utilizados para la recoleccién, dependiendo el
procedimiento y manejo de operador aceptan este método sin que se altere su
comportamiento sexual (12).

Entre las vaginas artificiales mas usadas tenemos la Missouri, Hanover y
Colorado, se debe conservar una temperatura entre 45 — 48°C (17). La
eleccion de una de ellas dependera del operador que vaya a realizar el
procedimiento el mismo que buscara que la vagina artificial que eligié sea de
facil manejo, el peso adecuado y lo mas adaptable al semental, lo cual

determinara la eficacia del proceso (11).

Colorado

Este tipo de vagina artificial, es relativamente mas larga que los otros
modelos y es mas pesada, se llena de agua con facilidad (11), manteniendo
la temperatura por mas tiempo (13) y ejerce una presion mucho mas

uniforme a lo largo del pene (11).

Hanover

Este modelo es mas pequefia que la vagina artificial Colorado y su carcaza
es de goma, la mayoria de los sementales se ajustan a este modelo y el
eyaculado es recolectado cerca del saco o en el interior del mismo, es
necesario tener en cuenta la presion que éste ejerce sobre el pene, debido

a que durante la eyaculacion el glande se ingurgita y al no haber el

Erika Fabiola Tamay Siguenza 18
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suficiente espacio, puede llegar a causar molestias y ser doloroso para el

animal (11).

llustracién 1: Vagina artificial tipo Hanover

Missouri

Este tipo de vagina artificial es posiblemente la mas usada por su peso ligero
y facilmente adaptable al operador (12), consta basicamente de un cilindro
exterior de caucho rigido, en el cual en su interior se encuentra un cilindro
blando de paredes delgadas, una parte estrecha el cual se une al tubo
recolector y la extremidad proximal esta formado por un anillo que simula el
esfinter uretral de la yegua (14), permitiendo una estimulacion externa del

glande y la base del pene del semental (12).

2.3. Recoleccion y transporte de semen
La recoleccion del semen puede ser exitosa dependiendo de la libido natural
gue caracteriza al semental, pero influirdn factores como la genética del
animal, factores ambientales e incluso la conducta del mismo. (11) Al inicio del
proceso el operador debera estar equipado con lo necesario, la yegua en celo
0 en su defecto un maniqui, la vagina artificial a una temperatura adecuada
entre 42 — 44°C (8).

Se debe realizar el proceso de monta lo méas parecido a una monta natural el
operador debe colocarse de forma cuidadosa a un costado de la yegua a una
distancia considerable y sujetar la vagina artificial con firmeza. Es necesario
gue se sujete con la mano izquierda la base del pene, para saber el momento

en el que realiza el macho la eyaculacion, el equino en esta fase empieza a

Erika Fabiola Tamay Siguenza 19
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mover su cola de forma ondulatoria, lo cual también nos indica el proceso de

eyaculacion (8).

Una vez terminado el proceso, se debe retirar lentamente la vagina artificial,
higienizar el pene del macho con agua tibia, luego secarlo y se procede a llevar
el vaso colector al laboratorio, evitando los rayos solares directos y el ingreso

de agua en el interior del vaso colector (8).

2.4. Dilucion y conservacién del esperma fresco
Una vez colectado el semen, se debe evitar que la muestra se contamine y
antes de efectuar la dilucién, se debe retirar por medio de un proceso de
filtrado la porcién gelatinosa. Se puede usar el medio 0 compuesto quimico de
Berliner el mismo que contiene 5,70 g. de glucosa, 0,67 g. de tartrato sédico-
potasico, 315,00 g. de yema de huevo fresco, 1.8 g. de gelatina'y 100,00 g. de
agua (14).

El diluyente INRA96, una sustancia liquida que tiene como funcién mantener
la viabilidad espermatica a 15°C durante mas tiempo, es el que mejores
resultados ha obtenido sobre todo en padrillos con espermatozoides sensibles
al shock térmico. Su composicion se basa en 0.1 g de CaClz, 0.4 g de KCl,
0,06 g de KH2POg4, 0.2g de MgSO4 7H20, 1.25g de NaCl, 0.118g de NaHPOu-
12 ml de H20, 0.35g de NaHCOg3, 4.76g de HEPES, 13.21g de Glucosa, 45.399
de lactosa, c.s.p 100ml de agua destilada y 279/l de fosfocaseinato natural. El
diluyente antes de ser utilizado con el semen debe ser precalentado a 37°C y
mezclarse en relacion 1:1 (8).

2.5. Caracteristicas Macroscopicas
2.5.1. Volumen seminal
Es fundamental tomar en cuenta el volumen seminal, junto con la
concentracion espermatica, debido a que nos indican el nimero total de
esperma eyaculado por el semental. El volumen suele oscilar entre 50 — 75ml,
pero en el mejor de los casos puede llegar hasta los 150 — 170 ml,
dependiendo de la estacion del afio y el animal en cuestion (9)(15).

Erika Fabiola Tamay Siguenza 20
Frixon Augusto Vélez Sandoval



UNNERSID:

t,

4D DE 0

- m‘nw.‘ .

o

auﬁ

—
0E DE!

'NE’\.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

2.5.2. Aspecto
El aspecto es un punto muy importante dentro de la evaluacion macroscoépica
del eyaculado, su coloracién va desde un gris cenizo a blanco y la consistencia
del eyaculado varia entre acuoso y lechoso; entonces cuanto mas blanco
lechoso sea, se podria decir que tiene mejor concentracion espermatica. La

presencia o no, de orina y sangre, causaria efectos negativos en la muestra

(8).

2.5.3. pH
El pH debe ser determinado inmediatamente después de la colecta debido a
gue mientras mas avance el tiempo y la muestra esté en reposo, se generara
la formacion de &cido lactico, lo cual alterara los resultados de la muestra. El
ph del eyaculado equino varia entre 6,2 — 7,8, este parametro puede ser

medido con la ayuda de un peachimetro o en su defecto las tiras reactivas (8).

2.6. Caracteristicas Microscopicas
2.6.1. Caracteristicas morfologicas
La evaluacion de las caracteristicas morfolégicas nos ayuda a identificar
espermatozoides normales de los anormales y se pueden usar métodos de
tincion como el de eosina — nigrosina para evaluar vitalidad y la técnica de
solucién salina de formol tamponada con microscopia de fase de contraste que

proporciona una resolucion mejorada (15).

La evaluacién de la morfologia de los espermatozoides nos indica las distintas
anomalias de cabezas y piezas intermedias, acrosomas anormales, presencia
de gotitas proximal y distal, cabezas desprendidas, piezas intermedias y colas

dobladas, colas en espiral y células germinales prematuras (15).

Las anomalias detectadas pueden indicarnos condiciones transitorias o de
corta duracion en el caso de acumulacion de esperma, sobre todo en caballos
gue no han sido utilizados para la monta durante un largo tiempo, en el que se
presentan colas en forma de orquilla, gotitas de cristales y cabezas anormales

separadas. En otros casos las anomalias pueden deberse a disfuncion
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testicular cuando se observa colas en espiral, células germinales prematuras

y cabezas y piezas intermedias anormales (15).

2.6.2. Motilidad espermatica
La motilidad espermética es una de las pruebas mas comunes para evaluar la
calidad espermatica (15) y su viabilidad (13). Biolégicamente el
espermatozoide cuenta con la capacidad de movilidad necesaria para la
fertilidad y se basa principalmente en la evaluacion de la motilidad total y la
motilidad progresiva pero muchas veces este proceso normal se encuentra
afectado por condicionantes externas que reducen la capacidad fértil de los

mismos (15).

Al momento de la evaluacién se debe proveer al esperma un medio controlado
gue no cause cambios drasticos a su normal funcionamiento y por ende nos
den resultados equivocados. Para proceder con la visualizacion del semen en
estudio se deben utilizar microscopia adecuada de contraste x20 y x40
objetivos, el aumento final debe ser de x200 y x400 respectivamente, el

microscopio usado debe tener una temperatura ajustada a 37°C. (15)

La subjetividad del clinico que analiza la muestra se basa principalmente en la
evaluacion de dos tipos de motilidad, la motilidad total y la motilidad progresiva,
este Ultimo se basa en analizar el movimiento que los espermatozoides
proyectan, es decir la progresividad del esperma indica normalidad, mientras

gue aquellos que carecen de movilidad, se los considera defectuosos. (15)

2.6.3. Concentracion espermatica
Permite calcular el nimero total de espermatozoides contenidos en la muestra
y para esto utiliza hemocitometria que permite tener una medida directa de la
concentracion de esperma (15). Esta concentracion oscila entre 30 y 800
millones por mililitro de eyaculado, el niumero total de espermatozoides
dependera basicamente de tres factores : El mismo semental, la estacion del

afno y la frecuencia de eyaculado (9).
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2.6.4. Cambios en laintegridad de membrana plasmaéticay
membrana acrosomal

Los procesos de conservacion de semen entre ellos la congelacion, pueden
llegar a causar cambios negativos en su integridad estructural y funcional de
membrana, resultando en parametros bajos de vitalidad, viabilidad y motilidad
espermatica pos descongelacion, para esto se usan dos pruebas como son el
Test de endosmosis 0 hiposmaético (HOST) el Test de resistencia osmotica
(ORT) (32).

El Test hiposmotico (HOST) se centra en la semipermeabilidad de la
membrana plasmatica intacta y bioquimicamente activa de los
espermatozoides vivos, estos a su vez deberan absorber el agua al entrar en
contacto con una solucién hiposmotica con el fin de alcanzar un equilibrio
osmotico provocando un aumento en el volumen de la célula lo que se reduce
en un abultamiento de la membrana plasmatica y acortamiento de la longitud
del flagelo (32).

La aparicion de un rizo en el flagelo indicara que el agua ha sido transportada
hacia la célula para alcanzar el equilibrio antes mencionado (16) pero este
proceso se dara unicamente en aquellos espermatozoides que contienen una
membrana plasmatica integra y sus mecanismos de intercambio de fluidos

funcionando adecuadamente (17).

El test ORT o de resistencia osmética valora la funcionalidad acrosomal en
donde se somete a los espermatozoides a un medio hiposmotico en donde
aquellos que estén funcionalmente activos no mostraran alteraciones
acrosomicas estructurales, el cual de manera indirecta nos dice la capacidad

de los espermatozoides de soportar la criopreservacion (32).

2.7. Melatonina
La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) se sintetiza y se libera en la
glandula pineal o epifisis principalmente, pero es apenas a partir del siglo XIX

cuando se empieza a establecer a esta glandula con la funcion reproductiva y
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es Bargman en 1943 quien descubre que esta posee funcidon endocrina

regulada por fotoreceptores a través del SNC (18).

La melatonina comienza como triptéfano(19) que es convertido en 5 -
hidroxitriptofano por triptéfano-5- hidroxilasa que se transforma a 5-
hidroxitriptamina por la enzima L-aminoécido aromético decarboxilasa que se
transforma a 5-hidroxitriptamina por L-aminoacido aromatico decarboxilasa
gue es catalizada por el hidroxi- dol-O-metiltransferasa con el que se obtiene

cémo producto final la melatonina (20).

La produccién de melatonina esta regulada por los ciclos de luz y oscuridad.
Los pinealocitos son las células encargadas de producir melatonina a partir del
triptéfano que es se convierte en serotonina debido a las reacciones
enzimaticas producidas y que en presencia de la enzima hidroxindol-O-
metiltransferasa (HIOMT) es transformada a melatonina que viaja ligada a la
albumina (21).

La melatonina posee gran capacidad de accion al ingresar al espermatozoide
gracias a su afinidad de caracter lipofilico y gracias a los receptores MT1 y
MT2 gue transportan la melatonina a otras organelas y al nucleo. Al ingresar
captura y neutraliza especies reactivas de oxigeno libres (ROS) que se
produjeron en exceso en el espermatozoide debido al estrés (22). También se
ha encontrado un receptor de baja afinidad, MT3 que reaccionan junto con la

melatonina cOmo una enzima y un sustrato (23).

Se ha encontrado que la melatonina actia en los espermatozoides ya que
posee la capacidad de estimular o de inhibir su capacitacion lo cual esta
directamente relacionado con la cantidad de melatonina adicionada en las

muestras (24).

Se estudio a la melatonina en la que se busco demostrar el efecto antioxidante
de la misma en diferentes dosis (50pM, 100pM, 200pM y 1 uM) sobre semen
equino congelado con especial énfasis en la mitocondria espermatica como

mayor productor de especies reactivas de oxigeno (ROS). Se encontré que la
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melatonina fue capaz de aumentar el porcentaje de espermatozoides con
mitocondrias activas cuando se incub6 hasta 1 hora a 37°C con concentracion

de melatonina de 1 uM al alcanzar cerca del 60% de espermatozoides (24).

La melatonina se ha podido encontrar presente en el plasma seminal de
carneros donde ejerce su accion antioxidante y que se relaciona intimamente
con parametros como motilidad espermatica. Ademas como se ha encontrado
melatonina en el tracto genital femenino y que puede estar relacionado con la

calidad espermatica (24).

También se ha encontrado que la melatonina tiene gran importancia
metabdlica en la regulacion del metabolismo celular como es la sintesis de
lipidos, regulacion de glucosa, neoformacion de adipocitos y regulacion del

balance energético (25).

Tras varios estudios experimentales de comprobacion cinética con una
resonancia de electrones giratorios que posee la capacidad de capturar los
radicales libres, se pudo determinar que a velocidad de interaccion de la
melatonina con el ién hidroxilo es de 0.6 x 1011 M-1 s-1. Asi mismo se pudo
comprobar que la melatonina posee una velocidad de interaccion con el
oxigeno de 2.7 x 1010 M-1 s-1 (19).

Se debe entender que la melatonina se produce en la glandula pineal, pero
ademas es producida en otros 6érganos principalmente de mamiferos entre los
gue se pueden encontrar el tracto gastrointestinal que en cantidad su
produccion es mas elevada que la glandula pineal y en el foliculo ovarico que
posee niveles exageradamente altos siendo mayores a los encontrados en el

plasma sanguineo (26).

Se ha probado un sin nimero de aditivos encaminados a mejorar la calidad
espermatica y entre estos podemos encontrar que las primeras en ser
utilizadas son las vitaminas entre las que destacan acido ascorbico, tocoferol,
B-carotenos que pretenden mitigar los efectos nocivos de la superoxidacién

oxidativa actuando asi como antioxidante (27).
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2.7.1. Estudios realizados con melatonina
Se buscé demostrar en efecto de la melatonina sobre semen equino congelado
y se probd el potencial antioxidante de la misma, quien describe que la
principal fuente de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) es la
mitocondria que al ser sometida a cambios fisicos, quimicos o ambientales
producen oxigeno en exceso que posteriormente afecta a la misma célula. Se
encontr6 que la melatonina fue capaz de aumentar el porcentaje de
espermatozoides de espermatozoides con mitocondrias activas cuando se
incub6 hasta 1 hora a 37°C con concentracidon de melatonina de 1 uM al
alcanzar cerca del 60% de espermatozoides. Estos se diferencian de las otras
concentraciones y el control que se encontraron por debajo del 50% de
espermatozoides con mitocondria activa, demostrando que la melatonina tuvo
especial importancia a nivel mitocondrial. También se encontré cerca del 70%
de espermatozoides vivos con la adicibn de 200ppm de melatonina, en

relacion al control sin melatonina que apenas alcanzaba un 20% (28).

Se probo el efecto de la melatonina en concentraciones de 0.1, 1, 2, 3y 4 mM
mas el control de 0 mM de melatonina en espermatozoides bovinos. Al
descongelarlos se pudo encontrar que la capacidad antioxidante total (TAC)
fue mas alta en muestras que contenian melatonina y fue la adicion de 3mM

que obtuvo el resultado mas alto siendo 48.9 +- 2.7 uM (22).

También se buscO demostrar el efecto antioxidante de la melatonina en
diferentes dosis (50pM, 100pM, 200pM y 1 uM) sobre semen equino congelado
con especial énfasis en la mitocondria espermatica como mayor productor de
especies reactivas de oxigeno. Se encontrd que la melatonina fue capaz de
aumentar el porcentaje de espermatozoides de espermatozoides con
mitocondrias activas cuando se incub6 hasta 1 hora a 37°C con concentracion
de melatonina de 1 uM al alcanzar cerca del 60% de motilidad espermaética.
(24)
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2.8. Estrés Oxidativo
El oxigeno es necesario para la respiracion celular en la que participa la
mitocondria al generar energia a través del proceso de fosforilacion oxidativa,
pero un bajo porcentaje de este oxigeno no es aprovechado y se obtiene
exceso de oxigeno libre que llega a ser perjudicial para la célula espermatica

hasta tal punto que puede producir apoptosis de la misma (19).

Del total de oxigeno disponible para la célula espermética, el 95% es captado
por la mitocondria y el restante que queda libre es reducido quimicamente al
perder un proton de carga eléctrica positiva y transformandose en anion
superoxido con carga eléctrica O lo cual lo vuelve téxico (<O) e inestable por
lo que intentara unirse con otras moléculas para estabilizarse quimicamente
(21).

El oxigeno reducido logra estabilizarse al unirse con otras moléculas y formar
nuevos compuestos toxicos. El oxigeno también puede conjugarse con
moléculas de hidrogeno formando el peréxido de hidrégeno H202 mediante
una via enzimatica a través de la enzima antioxidante superdxido dismutasa
(SOD). El H202 posee baja toxicidad, pero presenta una vida media
relativamente larga con capacidad de producir mayor dafio, a lo cual se suma
el hecho de que puede atravesar membranas y llegar a sitios que son

relativamente lejanos (19).

El H202 en el camino puede encontrarse con una molécula de hierro con la
cual produce la reaccion de frenton que transforma H202 en moléculas
hidroxilo (*OH) que produce alta toxicidad en la célula espermatica de manera
gue se menciona que, del dafio producido por las especies reactivas de

oxigeno, el 50% es debido al radical hidroxilo (19).

El i6n hidroxilo no posee predileccion por ningln compartimento o areas
especificas de la célula, es decir que produce dafio indiscriminado a su paso
por toda la célula siendo afectados carbohidratos, lipidos de membrana y
hasta cambios y destruccion en la cadena de ADN. A diferencia de los otros

radicales, el *OH no puede ser desactivado por enzimas, sOlo puede ser
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neutralizada por secuestradores de radicales libres (29), (19).

El i6n hidroxilo tiene una vida media de 10-° segundos poco antes de que se
encuentre con otras moléculas y forman nuevas reacciones. Ademas posee la
capacidad de viajar a una media de pocos angstroms, hasta que se una con
otras moléculas, de forma que ejerce su accion en sitios exactos y cercanos a

su formacién(19).

Todos estos radicales y aun mas el *OH se adhieren a la membrana
citoplasmatica y producen destruccion de los acidos grasos poliinsaturados lo
gue repercute en cambios de fluidez de la membrana y alteracion en la
permeabilidad que permite la salida en demasia de cloruro y entrada del sodio,
mientras que permite el paso de moléculas de calcio excesivamente y que
alteran el pH intracelular colaborando a la destruccién de organelas y

apoptosis (30).

Al alcanzar el ndcleo, estos radicales producen alteracién y consecuente dafio
en la cadena de ADN por lo que alteraciones de este tipo estan intimamente
relacionadas con problemas de fertilidad que pueden variar resultados al

realizar pruebas de fecundacion in vitro (19).

La produccion de ROS también puede ser cuantificado mediante
espectrofotometria, la técnica (TBARS) en la que se produce una reaccion que
aflade acido tiobarbitdrico a la muestra de espermatozoides que contiene
malondaldehido que se produce al formarse el peréxido de hidrégeno H202. Al
juntarse el acido tiobarbiturico con el malondaldehido tifie en diferentes grados
dependiendo de la concentracion de ROS (31), (32).

Las ROS producen gran dafio a su paso en todas las areas de la célula
espermatica, pero los dafios encontrados con mayor intensidad se localizan
en la cadena de ADN donde produce modificacion y en la membrana
plasmatica donde afecta la pared lipidica y provoca alteraciones en la
permeabilidad (19).

Erika Fabiola Tamay Siguenza 28
Frixon Augusto Vélez Sandoval



t,

,h I vy
UNNERSIDAD DE UENC

]

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Las enzimas con capacidad antioxidantes que se encuentran presentes en el
semen son la glutation peroxidasa (GSH-Px) que se encuentra unida a la
membrana citoplasmatica, la catalasa (CAT) localizada en el peroxisoma
Unicamente y la superoxido dimultasa (SOD) que se localiza tanto en la
mitocondria como en el ndcleo, pudiendo pasar al espacio extracelular para

ejercer su accion (19).

Estas enzimas tienen como objetivo principal transformar a las especies
reactivas de oxigeno (ROS) mediante la adicion de hidrégenos o la extraccion
de oxigeno (reduccién quimica) que permite obtener compuestos inocuos para
el espermatozoide (19). Estas enzimas pueden ser estimuladas por accion de
la melatonina (18).

El oxigeno reducido (*O) que es toéxico es transformado en peréxido H202 que
es transformado por la CAT y obtiene cémo producto final H20 +O2 que no es
toxico. También puede tomar otra via que mediante la GSH-Px descompone
al H202 en H20 y se produce en gran cantidad debido a que la GSH-Px se
encuentra en mayor cantidad que otras enzimas, localizado dentro del

espermatozoide y liquido seminal (33).

La GSH-Px tiene una forma de presentacion tidlica (GSH) (34) que actlia como
co-sustrato necesario para la reaccion enzimatica ya que esta reduce al H20>
a H20. Luego pasa a la forma disulfatada (GSSG) que se encuentra
peroxidada y oxida al H20 y forma H202 que actia cOmo enzima pro-oxidante.
La relacion optima entre GSH y GSSG debe ser de 99 : 1 necesarios para

mantener la homeostasis en los espermatozoide (19).

Esta relacion 99 : 1 puede ser posible gracias a la glutation reductasa que
colabora en la regeneraciéon continua de la GSH adicionando hidrégeno (H)
continuo que es donado por el NADPH durante el proceso del ciclo de las
pentosas. Cuando se produce estrés oxidativo, la relacion entre GSH y GSSG
cambia y la balanza se inclina hacia la GSSG con mayor produccién de

peréxidos que aumenta al estrés oxidativo (19).
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Es posible determinar el nivel de peroxidacién presente en las muestras de
espermatozoides equinos, mediante la cuantificacion de malondaldehido que
es un producto resultante de la peroxidacion oxidativa. Al ser mezclado con el
acido tiobarbitarico junto con el malondaldehido, forman un pigmento que
puede ser medible por longitud de ondas y que permite medir el nivel de

peroxidacion oxidativa presente en una muestra (35).

Los procesos de manipulacion desde la extraccion, transporte, adicion de
diluyentes, procesos como centrifugacion, refrigeracion o también
criopreservacion, producen estrés celular lo que produce activacion de
algunas enzimas (36). Se menciona que la melatonina también puede

estimular a enzimas antioxidantes presentes en los espermatozoides (36).

La SOD que protege a la célula contra el dafio oxidativo desde el interior y
produce H202 y Oz que hasta cierta cantidad es necesario para la activacion y
reactivacion de espermatozoides. Cuando existe exceso de H20:2 se activa la
funcion de CAT que descompone H202 en H20. Catalasa se ha encontrado en
plasma seminal, algunas glandulas del aparato reproductor y el liquido
epididimal, es decir que es la encontrada en gran cantidad (33).

Se determind la peroxidacién lipidica en semen de caballos mediante la
utilizacién de una sonda radiométrica (C11-BODIPY581/591) que presenta
afinidad a los &cidos grasos de membrana y sirve como indicador del dafio de
membrana dado por los radicales libres. A la muestra se les afiadio ascorbato
y Hierro (Fe) en diferentes dosis que reacciona con el H202y forma el OH que
es toxico y se encontré que concentraciones de 0,64 mM de Fe2S0O4y 20 mM
de ascorbato inducia mayor presencia de radicales toxicos identificados por
citometria de flujo que marco de color verde a los espermatozoides estresados
(37).

Se propuso determinar la actividad de las enzimas GSH-Px, SOD y CAT en
semen equino y sus aumentos o decrementos de actividad durante el
almacenamiento a 5 °C donde se usaron semen fresco y diluido. Las pruebas

se realizaron 24 horas posterior al almacenaje de los espermatozoides.
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Después de transcurrir 24 horas, se observo que la actividad de GSH-Px fue
alta en semen diluido a razén de 0,9 U/10° a las O horas y 1.1 U/10° células
espermaticas alas 24 horas y en semen fresco se encontré 0,6 U/108, mientras
gue SOD localizada en mitocondria y nucleo no obtuvieron diferencias
significativas siendo 25,4 y 32,5 U/mg de proteina como marcador de SOD.
Mientras que la actividad de la CAT aumentdé en semen diluido a 3,2 y 3,1
nkat/106. Este trabajo demuestra la actividad antioxidante aumentada de estas
enzimas en presencia del proceso de refrigeracion a 5° y a la vez se puede
observar la baja actividad de estas enzimas en muestras de semen sin
centrifugar como indicador de que este Ultimo es capaz de regular el exceso

de peroxidos por la via enzimética (33).

2.9. Fecundacion in Vitro
Los avances en la produccion de embriones han tenido un retraso marcado en
los equinos y es debido principalmente al abandono de esta area en el campo
de la investigacion y la poca disponibilidad que presenta la obtencion de
ovocitos de yeguas en obtencion principalmente de matadero, ademas se
sabe que las técnicas de colecta son exitosas, pero la produccién es

relativamente baja por la escases de métodos aplicados (38).

La obtencién de ovocitos se realiza principalmente en ovarios de camal en el
laboratorio. Debido a la facilidad de obtencion de material genético en vacas
de matadero, se aplica la prueba de fecundacion heter6loga para medir la

capacidad fecundante in vitro de los espermatozoides equinos (39).

Los ovocitos son seleccionados por micromanupulacion en el estereoscopio y
se escogen los del tipo Ay B en base a las células de cumulos, de la granulosa
y homogeneidad del citoplasma. La calidad de los ovocitos esta intimamente

ligada al posterior clivaje de los mismos (38).

Los complejos cumulos ovocitos (COCs) pre seleccionados seran colocados
en un medio enriquecido y estos colocados en la estufa de maduracién que
cumple con las necesidades de estos para su maduracion. Este medio
contiene principalmente vitaminas, hormonas y HEPES que permite mantener
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el pH del medio (40).

Dentro de 20 a 24 horas posteriores a la maduracion se le cambia al medio de
fecundacion donde son colocados también los espermatozoides previamente
seleccionados y capacitados para ser capaces de fecundar. Al final se colocan
en la estufa de CO2, los COCs junto a los espermatozoides para ser

analizados 2 dias posteriores los supuestos cigotos (40).

Larsson et al, encontr6 que es posible probar el efecto de fertilizacion
heter6loga donde participaron eyaculados bovinos, porcinos, ovinos, caprinos,
caninos y equinos. Estudios revelaron que si es aplicable el uso de fertilizacion

heteréloga para predecir la capacidad fertilizante de los ovocitos (41).

Debido a la pobre disponibilidad de ovocitos equinos, se han buscado nuevos
métodos que permitan realizar fecundacion exitosa con el objetivo obtener
mejores tasas de concepcion. Es asi como se usa la inyeccion

intracitoplasmatica de espermatozoides dentro del ovocito (39).

Se determiné el efecto de la aplicacién de inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides equinos refrigerados y descongelados en ovocitos equinos
y se midio el clivaje. Se encontr6 que la tasa de clivaje fue significativamente
mas alta en espermatozoides refrigerados siendo 42 ovocitos divididos de 58
(72%) en relacion al descongelado con tan solo 32 de 58 (55%) (42).

Tras varios intentos, se intentdé mejorar la calidad seminal adicionando dos
diluyentes a la muestra refrigerada y congelada que se determind por la
capacidad del espermatozoide de unirse a la zona pelucida (ZP). Son el
diluyente HM-O y el Botucrio y se encontré que al inicio el botucrio demostré
mayor tasa de viabilidad, pero al final la tasa de unién a la ZP similar en los

dos grupos (43).

Drobnisf (44) estudié la capacitacion de espermatozoides equinos en la que
intentd desarrollar un método in vitro que induzca a espermatozoides de los

sementales capacitarse y ser inducidos para reaccionar al acrosoma mientras
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mantiene su viabilidad posterior a la exposicion a progesterona. También
buscaron determinar la diferencia entre espermatozoides fértiles y subfértiles
a través la prueba de reaccion del acrosoma. Resultdé que a los
espermatozoides que se les afiadié progesterona tuvieron mayor incidencia
de reaccion del acrosoma en relacion a los de la muestra control. Asi mismo
la prueba de reaccion de acrosoma dio como resultado mayor numero de
espermatozoides con alta fertilidad reacciona mientras que los subfértiles
obtuvieron un porcentaje inferior (22).

Fazeli & col, realizaron un trabajo de fecundacibn homdloga de
espermatozoides equinos con ovocitos de la misma especie se estudid la
capacidad de los espermatozoides de ingresar a la zona pellcida por medio
de la prueba de Hemizona a su vez tefiidos con hoechst. Se encontré una
diferencia significativa positiva entre los espermatozoides que se penetraron

la zona pellcida y el porcentaje de prefiez encontrada (45).

Un estudio realizado en la Granja de la Universidad de Zaragoza Espania,
utilizé el semen colectado de nueve carneros de raza aragonesa durante la
temporada no reproductiva, los mismos que contaban con igual régimen
alimenticio y las mismas condiciones de manejo. El semen fue tratado con
1uM, 10nMy 100 uM de melatonina, luego se incubaron a 39°C y 5% de CO2,
se procedié a evaluar parametros como motilidad, estado de la capacidad,
viabilidad y translocacion de fosfatidilserina antes y después de adicionar

melatonina, luego de 1 a 3 horas de incubacion.

Para determinar la tasa de fertilidad de las muestras con melatonina se las
determindé por medio de FIV. Al evaluar la tasa de escision de ovocitos
fertilizados, se determin6 que los ovocitos fertilizados con 100 uM de
espermatozoides con melatonina fueron superiores al tratamiento con 1um de
melatonina y las muestras control. La melatonina ejercié un efecto directo
sobre los espermatozoides en los carneros en la temporada no reproductiva,
la melatonina ayuda a seleccionar las condiciones 6ptimas para FIV y mejorar

la preservacion del esperma (24).
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El objetivo del ensayo realizado por Alvarenga et al., fue evaluar el fluido
folicular, PC12 y el lon6foro de calcio A23- 187 para -capacitar
espermatozoides provenientes de origen bovino asi como de equino y
posterior a ello analizar la capacidad de penetrar ovocitos de hamster, bovino
y equinos exentos de zona. Para esto se tomo tres eyaculados de sementales,
recolectados con la ayudad de una vagina artificial, luego el semen se diluy6
y de esa muestra se tomo6 0,1 ml y se coloc6 en 1ml de BGM3, luego se
incubaron durante 1 hora, luego fue centrifugado y el sedimento se suspendio
en BGM3 y se incubaron a 37°C durante 2 horas (47).

Las unidades de estudio o0 hamster hembras se superovularon y se recogieron
post sacrificio los ovocitos con complejos de cumulos luego se lavaron para
eliminar dichos complejos y posterior a ellos se incubaron a 39°C y se
inseminaron en 1 hora. El nimero de ovocitos de hamster que fueron
penetrados por los espermatozoides que fueron incubados con BGM3 sdélo
con fluido folicular fue significativamente menor que los espermatozoides
tratados con PC12 o A23187, la presencia de fluido folicular mantuvo altos
porcentajes de espermatozoides moéviles, pero no tuvo efecto sobre la

capacidad de los espermatozoides de penetrar los ovocitos (47).

3. Materiales y Métodos

3.1. Materiales

Animales. - Se usaron 3 caballos machos en edad reproductiva (5 - 12 afios),
sexualmente activos, completamente sanos y que no tengan ninguna alteracion

o0 lesion en su aparato reproductivo ni locomotor.

Ovarios. - Se realizd6 pruebas de capacidad fertilizante in vitro de los
espermatozoides usando ovocitos bovinos madurados y fecundados en el

laboratorio
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Diluyentes. - Se utilizé el diluyente INRA 96® e INRA FREEZE (IMV, L Aigle,

Francia) para el transporte y congelacion del semen en pajillas.
Compuesto quimico de tincion. - Fluorocromo Hoechst (33342, Sigma)

Instrumental. - Tijera de diseccion de tejidos blandos, pinza dientes de raton,
vaso de precipitacion, suero fisioldgico, jeringa con aguja, guantes, tubos Falcon,
estereoscopio, pipeta Pasteur, caja Petri, camara de Neubauer, termémetro,
caja nunc de 4 pocillos, microscopio de fluorescencia (Olimpus, modelo CKX41),

vagina artificial.

Maquinas. incubadora para maduracién de ovocitos y fecundacion in vitro.

3.2. Métodos
3.2.1. Area de estudio
El presente estudio se realizO en el laboratorio de Biotecnologias
Reproductivas de la Granja de Irquis, de la Universidad de Cuenca, ubicada
en la parroquia Victoria del Portete, a 22 Km de la ciudad de Cuenca. La granja
mencionada se encuentra ubicada entre las coordenadas geogréficas; altitud
de 2796 msnm. La precipitacién anual es de 2500 mm, con temperatura que

oscila entre 3 a 11°C.

P'::nrléftp

llustracion 2: Ubicacion de la granja de Irquis
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3.2.2. Metodologia para la investigacion experimental
Colecta. - Se colectd el semen de los tres equinos dos veces por semana,
hasta conseguir un total de 5 eyaculados por cada reproductor. Previo a la
colecta se realiz6 un lavado del pene con suero fisioloégico precalentado a
37°C. Para colectar el semen se eligié una yegua para estimular la ereccion y
una vagina artificial (VA) tipo Hannover, lubricada y acondicionada a una

temperatura entre 45 y 50 °C para la colecta respectiva.

La VA en el envase colector estuvo dotada de un filtro para retener la faccion
gelatinosa pobre en espermatozoides. El eyaculado filtrado fué diluido en
proporciéon 1:1 (v/v) en diluyente INRA 96® (IMV, L Aigle, Francia) y en un
lapso de tiempo de 30 minutos, trasladada la muestra al laboratorio para su

andlisis, procesamiento y congelacion.

Analisis pre-congelacion. - Los eyaculados obtenidos fueron sometidos a
una evaluacion en la que se registrd: motilidad individual progresiva, analizada
de manera subjetiva con un microscopio optico con un aumento de 200x, la
concentracion fue calculada con una cdmara de Neubauer, las anormalidades
primarias y proporcibn de espermatozoides vivos/muertos fueron
determinados con una tincién supravital de eosina-nigrosina. Esta ultima
consiste en homogeneizar una gota de semen y otra de eosina sobre un

portaobjeto, para luego colocar una gota de nigrosina y realizar el frotis.

Los espermatozoides vivos no se tifieron, pero los muertos si porque la
membrana alterada permite el ingreso de liquidos o de colorante. Se contd un
minimo 200 células y el resultado se expreso en porcentaje. Los 15 eyaculados
gue se congelaron fueron los que cumplieron las siguientes caracteristicas:
Motilidad Individual Progresiva (MIP): >70%; Anormalidades (A): < 10%;
Vitalidad (V): >70%; Concentracién: > 100 x106/mL.

Procesamiento (adicion de melatonina). - Las muestras que cumplieron los
pardmetros descritos anteriormente fueron centrifugados a 600 gravedades x
10 minutos, el sobrenadante fue eliminado y el pellet resuspendido en medio
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comercial de congelacion INRA Freeze® (IMV, L’Aigle, Francia) a una

concentracion final de 100 x108/mL.

Tratamientos. - Inmediatamente después de la redilucion, los eyaculados
fueron divididos en dos alicuotas, la primera de ellas (M) fue suplementada
con Melatonina (Sigma, Saint Louis, MO, EEUU) diluida en Dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma, Saint Louis, MO, EEUU) en una concentracion final de 1uM;
mientras que la segunda alicuota, fue tomada como Control (C), no se

suplementd melatonina.

Congelacion. - El semen se empaco en pajuelas de 0.5 ml y se congelararon
usando congelador automatico (Freeze Control CL-3300, Cryologic®,
Australia). Las pajuelas de semen fueron sometidas a una tasa de
enfriamiento de -0.5°C/min en la que la temperatura descendi6 de 20°C a 5°C,
luego a una tasa de -10°C/min, en la que la temperatura bajé de 5°C a -15°C
y a continuacion a una tasa de enfriamiento de -25°C/min de -15°C a -120°C.
Inmediatamente las pajuelas se almacenaron en nitrdgeno liquido hasta -
195°C hasta su evaluacion. Para su evaluacion se descongelaron las pajuelas
a bafio maria a 37°C por 1 minuto.

Evaluacion cualitativa. - Se realiz6 las siguientes determinaciones:

La motilidad individual progresiva: Se determind de forma subjetiva
considerando la proporcién (porcentaje) de espermatozoides que mostraron

movimiento rectilineo (cruzan el campo del microscopio).

Proporcién de vivos/muertos y anormalidades: Se realizO mediante
observacion de las muestras, se coloco en una placa porta objetos 10 ul de
semen mas 5 pl de tincién supravital y se realizé un frotis en el microscopio
Optico se realizé el conteo de alrededor de 200 espermatozoides y se expreso

finalmente en porcentajes.

Integridad de la membrana plasmatica: Se prepar6 la solucion hiposmoética
gue consistio en mezclar 0,675 g/l de fructosa anhidra y 0,268g/I de citrato de

sodio con agua bidestilada, por 55 mosm/I, tal como lo indica Sanchez, Rubilar,
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Gatica (2002). Para esta determinacion se coloco 10 pl de semen en 100 pl de
la solucion hiposmdtica, la mezcla se incubd en una estufa a 37°c por 45
minutos para luego realizar un frotis para determinar la proporcion de células

gue respondieron positivamente (cola enrollada) al test.

Integridad acrosomal: Se determin6 mediante la tincibn comercial Spermac
® , esto se lo realiz6 usando varios tiempos de intervalo entre tincion,
siguiendo indicaciones del producto usado para el procedimiento se usaron la
tincion de fijacion y luego los colorantes A, By C , todo esto permitié identificar
la proporcion de espermatozoide con la membrana acrosomal externa intacta
0 en su defecto, una alteracibn en la misma, se contabilizaron 200
espermatozoides, y se las categorizd en reaccionado y no reaccionados, y

finalmente se los expreso en porcentajes.

Evaluacion del estrés oxidativo. La evaluacion del estrés oxidativo de los
espermatozoides se realiz6 usando la metodologia descrita por Rodriguez et
al. Se usé la prueba fluorescente CellROX Deep Red® (CAT 10422 -
Molecular Probes; Life Technologies, NY, USA), y para ello la muestra fue
diluida en Dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) a una
concentracion de 1mM (75ul de DMSO en 50 ul de CellROX), fue congelada

a -20°C y almacenada hasta su uso (32).

Para la evaluacion se descongel6 una pajuela por cada repeticién de los 2
grupos experimentales (Melatonina y Control). Para la tincién propiamente
dicha, se tomo 200 uL de cada muestra de semen descongelado y se le afiadio
0.5uL de CellROX (ImM) y 2 pyL de Hoechst 33342 [diluido en PBS a una
concentracion de 1mg/ml (p/v)] y las muestras tefiidas fueron incubadas a

37°C por 30 minutos.

Una vez finalizada la incubacioén, las muestras fueron centrifugadas por 5
minutos a 2000 gravedades, el sobrenadante fue eliminado y el pellet se
resuspendié en 200 pyL de PBS. Una alicuota de 5 pL fue colocada entre un

porta y cubreobjetos y observado en un microscopio de fluorescencia a 400x
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aumentos. En cada muestra fueron contadas 200 células y luego clasificadas

segun su grado de estrés oxidativo en:

» Espermas sin estrés oxidativo. - Pieza intermedia y cola sin tincion.

» Espermas con estrés oxidativo moderado. - Pieza intermedia y cola
tefiida de rojo pélido.

» Espermas con estrés oxidativo intenso. - Pieza intermedia y cola

tefiida de rojo intenso.

e Evaluacién de la capacidad fecundante del semen equino

e Obtencién y Maduracion de ovocitos bovinos: Se obtuvo ovarios que
provenientes de vacas de matadero no gestantes y con clinicamente sanas y
con buena condicion. Los ovarios seleccionados se les retird las estructuras
como oviducto, cuerno uterino y vasos periféricos para luego ser colocados en
un termo provisto de suero fisiologico (NaCl 0,9%) a temperatura entre 30 y

37°C para ser transportados al laboratorio en un tiempo maximo de 2 horas.

Los ovarios fueron lavados con suero fisioldégico a 38°C para retirar restos de
sangre y secados con papel. Luego, todos los foliculos entre 2 a 10 mm de
diametro fueron puncionados con una jeringa acoplada a una aguja calibre 20
Gy el liquido folicular recuperado fue colocado en tubos Falcon de 15 ml.

Los ovocitos acumulados en el fondo del tubo Falcon fueron aspirados con una
pipeta Pasteur y se depositaron en una caja Petri plastica, para luego ser
recuperados bajo un estereoscopio con 30x de aumento, y transferidos con
una micropipeta a gotas de H-SOF para lavarlos. Unicamente fueron
seleccionados para ser madurados los ovocitos de categoria A y B, segun el
criterio clasificacion indicado por Hawk y Wall (1994) y descrito brevemente a
continuacion: calidad A, ovocito de apariencia compacta, con multiples capas
(>4) de células del camulo y con citoplasma granular uniforme y transparente;
calidad B, ovocito con 1 a 3 capas de células del cumulo que cubren la zona
pelucida, con citoplasma opaco, total o parcialmente homogéneo y finamente

granulado; calidad C, ovocitos parcial o totalmente denudados, y/o citoplasma
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con zonas oscuras irregulares; calidad D, ovocitos deformados con células de
la granulosa que cubren parcial o totalmente la zona peltcida o completamente

expandidos con cumulo disperso y descolorido (48).

Los COCs previamente seleccionados fueron colocados en un medio de
maduracion preparado a base de TCM 199, el mismo que fue suplementado
con 10% suero fetal bovino, 100 pg/ml de Piruvato de Sodio, 0,75 mg/ml de L-
Glutamina, 4 pg/ml de FSH-p (Folltropin®, Bioniche, Canada), 2 pug/ml de
Estradiol y 250 pg/ml de Gentamicina. Cada grupo de COCs (con y sin
melatonina) fueron colocados a madurar en microgotas (cubiertas con aceite
mineral) 100 pl en placas de Petri de 5 cm, en una estufa con CO2 a 5%, 38.5
°C y humedad de saturacion, por un periodo de 18 a 24 horas.

Fecundacién: Los espermatozoides fueron centrifugados en columnas de
Percoll en un tubo Eppendof de 1.5 ml, lo cual permiti6 obtener
espermatozoides mas viables y aquellos no viables, se quedaron en el
sobrenadante y el pellet obtenido se le afiadié una dosis de heparina para
inducir la capacitacion; luego fueron centrifugado otra vez y contados en una
camara de Neubauer para determinar la concentracion espermatica, y calcular
la dosis de semen a colocar en el medio de fecundacion con los ovocitos

previamente madurados.

Tincion Hoechst

Los ovocitos fecundados separados por tratamientos con melatonina, sin

melatonina y homologos; son sometidos a un protocolo de tincion, el mismo

gue se elabora previamente y a continuacion la descripcion del proceso.

1. Se prepara el stock Hoechst (HS), el mismo que se elabora disolviendo
1mg de Hoeschst en 1 ml de H- SOF y se lo almacena a 4°C protegiéndole
de la luz.

2. Realizamos la tincibn Hoechst usando 5ml de (HS) diluido en 1 ml de H-
SOF.

3. Elaboramos el medio de montaje, utilizando 1 ml de H- SOF, mas 1 ml de

Glycerol y 1 pl de HS.
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4. Preparamos la solucion de fijacion (SF), mezclando 750 pl méas 250 pl de
Glutaraldehido al 2%.

5. Con la ayuda de una caja nunc de 4 pocillos se realiz6 el proceso de
tincion, en el primer pocillo colocamos los ovocitos ya fecundados en 500
pul de (SF) durante 20 minutos a temperatura ambiente, pasamos los
ovocitos del pocillo anterior al segundo pocillo en el que previamente
colocamos 500 pl de H-SOF durante 5 minutos, posteriormente
trasladamos los ovocitos al tercer pocillo en el que previamente colocamos
500 pl de (H) durante 15 minutos a 4°C libre de luz y en el cuarto pocillo
por ultimo colocamos los ovocitos con 500 ul de H-SOF durante 5 minutos

a temperatura ambiente.

1 2
)
SF H - SOF
3 4
H H- SOF

llustracién 3: Proceso de tincidn de los presuntos zigotos

6.- Finalmente los ovocitos sometidos a tincion son colocados de 2 — 3
estructuras sobre una placa porta objetos a la que previamente anclamos 5 gotas
usando el medio de montaje antes elaborado a razon de 1 pl por gota, cubrimos
y sellamos sus bordes para luego ser analizadas con ayuda de un microscopio
de fluorescencia (Olimpus, modelo CKX41, Alemania). Este proceso antes
descrito se lo realiza de forma repetitiva en varios tiempos para observar las
diferentes fases de fecundacion heterdloga, iniciando con la observacion de
bound a las 2,5 horas post inseminacion, luego a las 12 horas observamos
penetracion y poliespermia, posteriormente a las 18 horas observamos
pronucleos y a las 24 horas, observamos también pronucleos.

Erika Fabiola Tamay Siguenza 41
Frixon Augusto Vélez Sandoval



UNIVERSIDAD DE CUENCA

llustracién 4: Fijacion de muestras al portaobjetos

e Determinacion de la capacidad fecundante: A las 24 horas después de

haberse colocados en la estufa de fecundacion, los presuntos cigotos fueron
denudados, expuestos por 15 minutos al fluorocromo Hoechst (33342, Sigma)
en concentracion de 1pg/ml (p/v), y colocados en el microscopio un
microscopio de fluorescencia (Olimpus, modelo CKX41, Alemania) para

cuantificar la cantidad de ovocitos que fueron fecundados.

3.2.3. Variables de estudio y disefio Experimental
Se consideraron como variables independientes el tratamiento (M, C), el
semental (1, 2 ,3) y el dia de coleccion (repeticion, 1 a 5), y como variables
dependientes la motilidad individual progresiva (%), % de espermatozoides
(esp.) vivos/muertos, % de esp. con anormalidades, % de esp. que reaccionan
al test de HOST, % de esp. con la membrana acrosomal intacta, % de esp. que
presentan estrés oxidativo, % de ovocitos bovinos fecundados por esp.

equinos.

Se uso un disefio completamente aleatorizado, y los datos fueron procesados
mediante el analisis de varianza usando el procedimiento GLM (General Lineal
Model) del programa estadistico SAS (Statistical Analysis System, 2013). Las
diferencias entre medias se compararon con el procedimiento LS Means del
SAS.
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4.1. Operacionalizacion de las variables
Problema Hipodtesis Variables Indicadores | Medidas Fuente (.j,e Analisis 'd,e
Informaciéon | Informacién
Variables independientes
presencia .
Tratamiento Melatonina | (M) o no Rodrigues et ANOVA
al. (32)
©)
Semental Caballo 1-3 No hay ANOVA
Repeticion Dia de 1-5 No hay ANOVA
colecta
Variables dependientes
Moatilidad
individual Porcentaje 0-100 ;?V('is)cc’et ANOVA
progresiva ' '
La adicién de ;
. Espermatozoides , Love CC,et
melatonina VivoS/MmUertos Porcentaje 0-100 al. (15) ANOVA
Valorar las antes de la
caracteristicas criopreservacion
cualitativas y de semen Espermatozoides
cinéticas de los equino previene con Porcentaje | 0-100 | -Ov€CC.et ANOVA
espermatozoides el estrés anormalidades al. (15)
equinos oxidativo, el
criopreservados deterioro de la id h
en presencia de calidad Espermatpzm es : Thomson
melatonina espermatica y la | 9U€ reaccionan al | Porcentaje 0-100 Gale, et al. ANOVA
pérdida de la test de HOST (49)
capacidad
fecundante Espermatozoides Séanchez A.
con la membrana | Porcentaje 0-100 Garrido D, et ANOVA
acrosomal intacta al. (50)
Espermatozoides Rodriaues et
que presentan Porcentaje 0-100 9 ANOVA
. A al. (32)
estrés oxidativo
A. R. Fazeli,
W.
Steenweg,
Ovaocitos bovinos M. M.
fecundados por | g entaie | 0-100 | BEVE'S I anova
espermatozoides van den
equinos Broek, V.
Bracher JP
and BC , et
al. (45)
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4. RESULTADOS

4.1. Semen fresco

La Tabla 1 muestra las caracteristicas del semen fresco de los 3 sementales
sometidos a estudio, que cumplieron con los parametros necesarios para ser
criopreservados. Todas las muestras fueron similares en la mayoria
parametros, Unicamente el semental 2, en la variable motilidad fue superior
(p<0,05) con relacion al resto de sementales (92,0+1,3vs 86,0+1,3y 87,0+
1,3).

Tabla 1: Parametros del semen fresco de acuerdo a cada semental

Semental
Variables
1 2 3
Volumen (ml) 55,0+ 4,662 43,0+ 4,662 53,0+ 4,662
% Motilidad 86,0+1,262 92,0+1,26° 87,0+1,262P
% Vivos 92,6 £2,072 87,7+2,072 93,2+2,072
% Anormales 48+1,632 54+1,632 6,0+1,632

Los valores mostrados son la media + error estandar
Letras diferentes en la misma fila muestran diferencia significativa & ® P<0,05
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4.2. Semen descongelado por tratamiento
En los resultados obtenidos de pruebas microscopicas y subjetivas de muestras
descongeladas por cada tratamiento (Tabla 2), se encontr6 que el porcentaje de
vivos en el tratamiento sin melatonina fue mayor (p<0,05) que el tratamiento con
melatonina (85,1 £ 1,7 vs 80,0 £ 1,7), pero en el porcentaje de espermatozoides
con la membrana integra segun el test de HOS, el tratamiento con melatonina
fue superior (p<0,05) al tratamiento sin melatonina (31,3 + 1,8 vs 25,2 + 1,8). En
los pardametros de Motilidad, Anormales e Integridad Acrosomal los dos

tratamientos se comportaron igual.

Tabla 2: Pardmetros seminales obtenidos de muestras descongeladas por
tratamiento

Tratamiento

Variables
Con Melatonina Sin Melatonina

% Motilidad 57,0+£1,86%2 548+1,86%2
% Vivos 80,0+1,73%2 85,1+1,73°P
% Anormales 57+0,332 50+0,332
% Hos Test 31,3+1,78%2 25,2+1,78°"
%Anormalidad 8,8+0,822 7,6+0,8272
acrosomal

Los valores mostrados son la media + error estandar
Letras diferentes en la misma fila muestran diferencia significativa & ° P<0,05
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4.3. Niveles de estrés oxidativo por tratamiento
Segun la evaluacion realizada con la tinciéon Cell Rox Deep Red, resultados
obtenidos y mostrados en la Tabla 4 no se evidencian diferencia estadistica
significativa (P>0,05), no obstante, hay una diferencia numérica en el que el

nivel de estrés fue menor en el tratamiento con melatonina.

Tabla 3: Niveles de estrés oxidativo por tratamiento en semen descongelado
con o sin melatonina

Variables Tratamiento
Con Melatonina Sin Melatonina
% Sin Estrés 84,2 +9,28 72,3+9,28
% Estrés Moderado 7,0+ 3,99 11,0+ 3,99
% Estrés Intenso 1,6 £0,71 1,8+0,71

Los valores mostrados son la media + error estandar

4.4. Fecundacién Heterdloga
La tabla 6 muestra los resultados obtenidos de fecundacion in vitro utilizando
ovocitos bovinos con espermatozoides equinos descongelados con y sin
adicion de melatonina. En los resultados obtenidos de la union de
espermatozoides a la zona pellcida observados a las 2,5 horas posteriores a
la inseminacion, se encontrd una diferencia significativa mayor en la FIV
homologa en comparacion a los tratamientos anteriores (22,8 + 4.0 vs 5,5 +
4.0; 3,6 £ 4.0). En los resultados obtenidos de penetracion a las 12 horas se
encontré6 que el tratamiento con melatonina fue estadisticamente igual al
tratamiento sin melatonina (24,0 + 10,9; 26,6 £ 10,9 vs 51,4 + 10,9), pero fue
estadisticamente menor a la FIV homdloga, mientras que la FIV homodloga fue
estadisticamente igual al tratamiento sin melatonina (51,4 + 10,9 vs 26,6 +
10,9). En la polispermia el tratamiento con melatonina fue estadisticamente
igual al tratamiento sin melatonina, pero ambos fueron estadisticamente
menores a la FIV heteréloga (15,9 + 8,6; 13,0 + 8,6 vs 35,6 + 8,6). En los
resultados obtenidos de prondcleos a las 18 y 24 horas, asi como de clivaje,
se encontro que el tratamiento con melatonina fue estadisticamente igual al
tratamiento sin melatonina, pero ambos fueron diferentes a los resultados

obtenidos de la FIV homdloga.
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Tabla 4: Fecundacién heter6loga en ovocitos bovinos con espermatozoides

equinos criopreservados con y sin melatonina

Tratamiento

Variables

Con Melatonina Sin Melatonina FIV Homologa
% Union (2,5 h) 55+4,052 3,6+4,052 22,8+ 4,05b
% Penetracion (12 h) 24,0+ 10,982 26,6 £ 10,982 51,4 +£10,982
% Poliespermia (12 h) 15,9+ 8,592 13,0+ 8,592 35,6 £ 8,592
% Prondcleos 18 h 2,1+11,042 22,0+11,042 60,9 +11,045b
% Pronucleos 24 h 20,6 £11,64 2 16,2+ 11,692 61,8+11,69°b

Los valores mostrados son la media + error estandar

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencia significativa b P<0,05

Tabla 5: Tasa de clivaje en ovocitos bovinos incubados con espermatozoides

equinos criopreservados con y sin melatonina

Variables
Tratamiento
% Clivaje
Con melatonina 33,3+£6,50?
Sin melatonina 20,5+6,502
FIV Homologa 59,0+ 6,50 P
Partenogénesis 21,8+6,48°

Los valores mostrados son la media + error estandar

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencia significativa & * P<0,05
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5. DISCUSION

Para intentar minimizar la peroxidacion se han ensayado varios antioxidantes,
evaluando sus efectos sobre los espermatozoides. Segun Maxwell y Stojanov et
al., (51) estudiaron en el carnero sistemas enzimaticos SOD (superéxido
dimultasa), citocromo y catalasa, antioxidantes que de alguna forma mejoraron
la movilidad e integridad acrosomal del espermatozoide. Sin embargo, Ball et al.,
(37) menciona que la adicion de catalasa no ha logrado mejorar
significativamente, la viabilidad, motilidad y la integridad acrosomal del
espermatozoide equino, de hecho, segun Aurich et al., (52) alega que la catalasa
incluso puede disminuir la movilidad progresiva de los espermatozoides en
semen almacenado a 5°C. Aunque muy pocos estudios han abordado el efecto
de la melatonina en los espermatozoides en mamiferos, la mayoria de ellos han
demostrado resultados positivos previniendo los cambios apoptéticos segun lo
menciona Casao A, Mendoza N, Pérez R et al., (24) quienes realizaron estudios
en semen de carnero agregando melatonina a razon de 1 UM y concluyeron que
la exposicién de los espermatozoides de carnero a la melatonina, tenian efectos
directos al disminuir los cambios apopto6ticos y aumentar la capacitacién a corto
plazo y se pudieron atribuir estos resultados a la gran capacidad de la
melatonina como secuestrante de ROS.

La motilidad es uno de los parametros importantes al momento de estimar el
potencial fecundante de los espermatozoides, al ser sometidos a congelacion —
descongelacién se prevé un descenso en el cuél la motilidad no debe ser inferior
al 20% segun Braun J et al ., (53). Los resultados obtenidos en la Tabla 2
mostraron rangos aceptables post descongelacion, pero no hubo diferencia
significativa (P>0,05), en ninguno de los tratamientos, es decir, con melatonina y
sin melatonina. A pesar de ello los resultados obtenidos se encontraban dentro
del rango aceptable, aunque con leves variaciones no significativas entre
tratamientos sin embargo se podria considerar el uso de semen para IA en

pruebas de campo.

Después de la colecta y procesamiento, obtuvimos los resultados de parametros

del semen que cumplian con las caracteristicas necesarias para ser
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crioconservados, mismos que se describen en la Tabla 1 en la que pudimos
encontrar que no hubo diferencia estadistica entre volumen de semen producido
en cada colecta de principio a fin, aunque generalmente se encuentra
estrechamente relacionado con la edad de los sementales segun sefiala Dowsett
et al,(54). El porcentaje de motilidad presentdé una diferencia entre muestras,

aunqgue al ser una prueba subjetiva, tiende a ser poco fiable.

El Hos Test ha sido validado para el semen equino por Neild et al (56) y Nie y
Wenzel (57) sin embargo, su uso en estudios sobre la calidad del semen equino
es aun limitado. Neild et al (58) en uno de sus estudios mostré que la prueba
hipoosmaotica proporciond una evaluacion simple de la funcion de la membrana
y los resultados obtenidos mostraron que los sementales con bajo porcentaje de
Hos T (<40%) eran de dudosa fertilidad. En nuestro estudio usando la melatonina
no obtuvimos bajos valores en el Hos test, de hecho, encontramos que aquellos
eyaculados que fueron sometidos a la adiciéon del antioxidante, en la tabla 2,
mostraron ser superiores a las muestras control, demostrando resistir el proceso

de congelacion, protegiendo la integridad de membrana.

En la tabla 2 logramos clasificar las muestras divididas por tratamientos en la que
encontramos que la tasa moétiles no presenté diferencia entre tratamientos (57,0
+ 1,86 vs 54,8 + 1,86) que no coindicen siendo menor con los resultados
obtenidos de Ortiz & col, (5) que, al descongelar las muestras de
espermatozoides, encontraron un 70% de moétiles en relacion al tratamiento sin
melatonina que presenté un 45% de motiles; asi como Ashrafi & col (4) que
encontraron diferencia significativa mayor entre los tratamientos con melatonina
(I mMy2mM)y el control (60.8 £4.0; 62.5+4.2vs 43,0 + 2,4). Ademas, Fujinoki
et al, (6) sefiala que dosis muy altas de melatonina pueden impedir la
hiperactivacion de los espermatozoides siendo perjudicial. Asi también la tasa
de vivos fue significativamente mayor en el tratamiento sin melatonina al
compararse con el tratamiento con melatonina (85,1 + 1,7 % vs 80,0 £ 1,7 %)
respectivamente (P<0,05) lo cual resulta contradictorio al resultado obtenido por
Balao da Silva & col, (3) y de Ortiz & col, (5) en el cual no encontré diferencia
significativa entre tratamientos, al rededor del 70% de vivos con el tratamiento
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con melatonina y apenas el 35% en el control. Al realizar la prueba de test
hiposmotico (Hos T) se encontré una diferencia significativa mayor el en
tratamiento con adicion de melatonina al compararlo con el tratamiento sin
melatonina (31,3 + 1,8 % vs 25,2 + 1,8 %), resultados que coinciden con los
obtenidos por Balao Da Silva & col., (3) y Ashrafi & col, (4) que demostraron que
en los tratamientos que contenian melatonina a razén de 0,1 mM, 1 mM, 2 Mm
y 3 Mm presentaron diferencia estadistica mayor con respecto al tratamiento
control, al presentar proteccion de membrana plasmatica (58.4 + 2.5%, 66.4 +
1.8%, 68.3 + 1.4% 67.8 £ 1.1% vs 50.3 £ 2.4 %) respectivamente (P<0,05). T.
Katila et al.,(16) describe que el semen equino muchas veces resulta dificil
criopreservarlo ya que luego de sufrir el proceso de congelacién se pierde un alto
porcentaje de viabilidad debido a una alteracion en su metabolismo, lo que
resulta en una limitante al momento de buscar una prefiez exitosa. Los valores
obtenidos en el grupo control también se asemejan a los realizados por Kuisma
& col, (7). Ademas, resultados que coinciden con los obtenidos por Aurich & col,
(3) y Casao & col, (4) que demostré que en los tratamientos que contenian
melatonina a razén de 0,1 mM, 1 mM, 2 Mm y 3 Mm presentaron diferencia
estadistica mayor con respecto al control, ya que presentaron proteccion de
membrana plasmética (58.4 + 2.5%, 66.4 + 1.8%, 68.3 + 1.4% 67.8 £ 1.1% vs
50.3 + 2.4 %). También coincide con Sieme & col, (8) que realizaron la prueba
de Hos T en muestras de semen equino criopreservado y obtuvieron resultados
similares siendo (50.2 + 13.1 %); respectivamente (P<0,05). Los resultados
obtenidos de espermatozoides que presentan reaccién acrosomal, demuestran
no diferencia estadistica entre los tratamientos lo cual no coincide con los
resultados obtenidos por Rodrigues et al, (32) quienes congelaron las muestras
de semen con el mismo diluyente que en nuestro estudio (INRA 96) y al obtener
el porcentaje de membrana acrosomal intacta resulté en 29,0 % + 8,91. En un
estudio Zi & col, (9) describen que un alto porcentaje de espermatozoides que
contienen membrana acrosomal intacta, esta estrechamente relacionado con la

capacidad fecundante de los mismos.

Morillo et al., (60) menciona que la membrana plasméatica del espermatozoide

posee una gran cantidad de acidos grasos insaturados, los mismo que son

Erika Fabiola Tamay Siguenza 50
Frixon Augusto Vélez Sandoval



m‘uy.‘ .

5l

e
Al

UNVERSIAD D CUENC)

t,

]

A

UNIVERSIDAD DE CUENCA

susceptibles a sufrir peroxidacion lipidica, sobre todo si son sometidos a cambios
de temperatura, cuando se lleva a cabo este proceso, los acidos grasos que
ayudan a la fluidez a la membrana , se modifican , lo que resulta en una alta
peroxidacion lipidica, reduciendo asi la funcionalidad espermatica, reflejada en

dafio estructural de la membrana , particularmente en la region acrosomica.

Un estudio realizado en semen humano, tanto fresco como congelado R.
Hauster, H Yavetz, G.F.Paz, Z.T.Homonnai, A.Amit, J.B.Lessing, M.R.Peyser,
L.Yogev et al., (61) mencionan que el HOST tiene un valor predictivo para la
fertilizacion de ovocitos en los ciclos de FIV, cuando se usa semen fresco, peor
no es esperma congelado, debido a que el proceso de congelacion —
descongelacién afecta drasticamente la membrana externa del espermatozoide
y cambia sus caracteristicas lo que conduce a una disminucién de los valores de
HOST.

Segun investigadores como Zamira Gibb y Robert J. Aitken., (59) mencionan que
la congelacion de espermatozoides es la técnica mas ampliamente usada para
el transporte y almacenamiento de espermatozoides, muchos de los que realizan
estos procedimientos usan dispositivos comerciales de enfriamiento pasivo, que
logra enfriar el semen lentamente a una temperatura de 4 — 10 °C, logrando
restringir el metabolismo del esperma y manteniendo una funcionalidad
aceptable hasta 72 horas. Sin embargo, el semen de equino es
significativamente mas susceptible al choque de frio que el de otras especies, y
lo relacionan probablemente a una menor proporcion de colesterol a fosfolipidos
en las membranas de los espermatozoides, resultando en tasas de éxito muy
bajas de hasta 44% por ciclo. Al igual que sucede con la criopreservacion, los
investigadores mencionan que existen importantes diferencias inexplicables
entre los mismos sementales aun si son de la misma raza en cuanto a la

capacidad de su semen para almacenamiento a bajas temperaturas.

Gracias a la tincion CellRox Deep Red, se logro clasificar de manera objetiva a
los espermatozoides que presentan estrés oxidativo y los resultados pueden ser
observados en la tabla 3 en la que no revelo diferencia significativa entre
tratamientos. Los resultados no coinciden con los obtenidos por Deep & col, (62)

Erika Fabiola Tamay Siguenza 51
Frixon Augusto Vélez Sandoval



t,

,h I vy
UNNERSIDAD DE UENC

]

UNIVERSIDAD DE CUENCA

que demostraron la eficacia de deteccion de estrés oxidativo del Cell Rox
aplicado sobre espermatozoides de carneros con degeneracion testicular junto a
un grupo control y encontré diferencia estadistica entre ambos ( 25,43 % + 3,41
vs 15,68 % + 2,92). Asi también no coinciden con Rodrigues et al, (32) quien
probé muestras de semen equino en fresco como grupo control y otro grupo a la
qgue se le indujo estrés y al obtener los resultados, se encontré que el control
demostré diferencia significativa menor al grupo presuntamente estresado ( 8,15
% + 3,03 vs 81,75 % + 3,16).

Segun Angel D, Bran JA et al.,(1) la criopreservacion en equinos no resulta tan
efectiva como en bovinos u otros mamiferos, mostrando una alta variabilidad de
éxito incluso entre reproductores de la misma raza. El semen sometido a shock
térmico presenta cambios no deseados produciendo en el espermatozoide, dafio
oxidativo en la membrana y estrés osmatico alterando el metabolismo del mismo.
En nuestro proyecto investigativo en la Tabla 4 la melatonina agregada a las
muestras de semen previas a la congelacién, no mostraron diferencia
significativa (P <0,05) frente al grupo control, lo que no demuestra la funcién

antioxidante de la melatonina frente a los espermatozoides estresados.

Luego se realizaron pruebas de fecundacion in vitro, obtuvimos los resultados de
gue determinaron la capacidad fecundante de los espermatozoides sometidos al
estudio y que se encuentran en la tabla 6. Al obtener los resultados de la unién
de espermatozoides a la zona pelicida observados a las 2,5 horas posteriores a
la inseminacién, se encontr6 una diferencia significativa mayor en la FIV
homologa en comparacion a los tratamientos anteriores (22,8 £ 4.0 vs 5,5 + 4.0;
3,6 + 4.0), respectivamente (P<0,01), lo cual no coincide con Sanchez et al, (7)
gue encontré diferencia significativa entre la FIV homdloga y la heterdloga (0,83
+2,4%y 0,8 +1,8%) , asi como en otro estudio realizado por Pradie et al, (63)
en el cual se encontrd diferencia estadistica mayor en el de FIV heteréloga al
compararla con el control (1,7 + 1,7 % vs 0,3 + 0,6%). Aun asi, el resultado
numerico que presento la FIV heterdloga, es muy similar al encontrado por que

utilizé ovocitos bovinos maduros y sin madurar ( (25 + 16% vs 27 + 18%), aunque
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no coincide con los resultados obtenidos de Gafian et al, (64) que encontrdé una

tasa de union o Bound a razon de 2.1 + 0.9% respectivamente, (P<0,05).

En los resultados obtenidos de penetracion a las 12 horas se encontr6é que el
tratamiento con melatonina fue estadisticamente igual al tratamiento sin
melatonina (24,0 + 10,9; 26,6 + 10,9 vs 51,4 = 10,9), pero fue estadisticamente
menor a la FIV homologa, mientras que la FIV homdloga fue estadisticamente
igual al tratamiento sin melatonina (51,4 £ 10,9 vs 26,6 + 10,9), lo cual demuestra
ser similar a los resultados obtenidos por Neild et al, (65) que demostré diferencia
significativa mayor en el grupo control en relacion a la FIV heteréloga (1,1 + 0,6
% vs 0,7 £ 0,7 %) . Asi también Lavara & col, (55) han encontrado estrecha
relacion entre la alta tasa de muertos y anormales con la baja capacidad

fecundante de los espermatozoides.

Al obtener los resultados de polispermia, se encontré que el tratamiento con
melatonina fue estadisticamente igual al tratamiento con melatonina, pero ambos
fueron estadisticamente menor a la FIV heterdloga (15,9 + 8,6; 13,0 £ 8,6 vs 35,6
+ 8,6), resultado que no fue diferente al encontrado por Sanchez & col, (7) que
encontro diferencia estadistica entre el grupo control y la FIV heteréloga (11,0 +
4,2% vs 0,0 £ 0,0%), respectivamente (P <0.05) y de igual manera a los
resultados obtenidos por (Pradieé, et al., 2018) a razén de (1,1 £+ 0,2 % vs 3,3 +

0,3 %), respectivamente (P <0.05).

Los resultados obtenidos de la tasa de prondcleos formados del tratamiento con
y sin melatonina mas el control heterélogo a las 18 horas (2,1 + 11,0; 22,0
11,0vs 60,9+11,0)y 24 horas (20,6 +11,7; 16,2 £ 11,7 vs 61,8 £ 11,7), se
encontré que el tratamiento 1 fue estadisticamente igual al tratamiento sin
melatonina, pero ambos fueron diferentes a los resultados obtenidos de la FIV
homologa; mismos que son similares a los obtenidos por Sanchez & col, (7) con
diferencia estadistica mayor en el control al comparar con la FIV heteréloga (75,9
+ 12,9% vs 25,2 + 7,4) respectivamente (P <0.05). Asi como Pradie et al, (65)
con resultados estadisticamente similares ( 67,7 + 9,8 % vs 21,3 £ 13,9 %). Al
evaluar clivaje, se encontré que el tratamiento 1 fue estadisticamente igual al

tratamiento sin melatonina, pero ambos fueron diferentes a los resultados
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obtenidos de la FIV homdloga (36,3 £ 7,6%; 19,5 + 7,6% vs 59,8 + 5,6%),
ademas, se evalud partenogénesis y se encontré que fue estadisticamente
similar a los resultados obtenidos de la FIV heteréloga (21,8 + 5,6% vs 36,3 +
7,6%; 19,5 + 7,6%).

Estos resultados fueron numéricamente similares al obtenido por Roth et al, (66)
a razon de 40% de ovocitos clivados, asi como respectivamente (P <0.05);
aunque fueron estadisticamente mayores a los obtenidos por Gafan et al, (64)
con tan solo 11.3 + 5.3 %. Resultados que fueron diferentes a los resultados
obtenidos por Sanchez & col, (7) los cuales obtuvieron diferencia estadistica
mayor en la FIV heteréloga frente a la homologa o control (89.3 + 18.5% vs 34.8
+ 5.9%), pero similares a los obtenidos por Pradie et al, (65) quién encontro
diferencia estadiscica menor en el grupo control, al compararlos con la FIV
heter6loga (76,1 £+ 15,9 % vs 31,3 + 27,2 %), pero la FIV heterdlga fue
estadisticamente mayor a los resultados obtenidos de partenogénesis (31,3 *
27,2 % vs 8,3 + 2,5 %) Pradie et al, (65) y (89.3 £ 18.5% vs 8,0 %) Sanchez &

col, (7); resultados que presentan diferencia a los obtenidos en nuestro estudio.
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6. CONCLUSIONES

La melatonina adicionada en los espermatozoides previo a la congelacion de
las muestras, demostré tener una eficaz capacidad antioxidante al proteger a
los espermatozoides frente al estrés oxidativo y envejecimiento prematuro,

gue fue evidenciado al descongelar y evaluar las muestras.

Las muestras de semen descongelada con melatonina tuvieron una menor
proporcibn de espermatozoides vivos y una mayor cantidad de
espermatozoides con la membrana plasmatica intacta que los descongelados
sin melatonina. En las demas variables estudiadas las diferencias fueron

estadisticamente similares.

El estrés oxidativo medido de manera objetiva en semen descongelado a
través de la tincion CellRox Deep Red, demostro que los resultados del grupo
gue contenia melatonina fue igual al obtenido del grupo control, en el cual la
melatonina no demuestra tener accién antioxidante sobre los

espermatozoides tratados.

La capacidad fecundante de espermatozoides equinos mediante fecundacién
heterdloga fue baja en relacion al grupo control o fecundacion homéloga, sin
embargo, entre tratamientos con y sin melatonina, en los porcentajes de
unién, penetracion, poliespermia y pronucleos a las 18 y 24 horas, no hubo

diferencia estadistica significativa.

La utilizacion de las técnicas de reproduccion asistida es una realidad en
cualquier sistema de produccion equina de mediana a alta complejidad,
aunque la técnica de criopreservacion es una de las muchas técnicas
empleadas, conllevan un costo considerable y requieren de investigacion, es
por ello que van dirigidas a una élite de individuos de alto valor genético,
afectivo y para solucionar problemas de infertilidad puntuales.
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Procesamiento

FIV heterdloga
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e Penetracion y poliespermia

e Prondcleos 18 h'y 24 horas

Estrés Oxidativo

e Estrés oxidativo, espermatozoides equinos observados bajo
microscopio de fluorescencia, a) estrés intenso, b) estrés moderado, c)
sin estrés.
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