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Introduccion

El médico veterinario asume la responsabilidad de tener autonomia a la hora de tomar
decisiones, por este motivo debe ser una persona integra, culta y que a su vez inspire confianza.
En efecto, la medicina veterinaria es un boceto cual terminado llegase a tener una perfecta
sincronia con la vida, dicho lo anterior, un médico veterinario tiene que ser una persona
multidisciplinaria capaz de afrontar diversas situaciones y que de las mismas salga triunfante. En
otras palabras, el médico veterinario esta encargado de velar por la salud y bienestar de la vida

tanto humana como animal.

La Universidad de Pamplona en su carrera de Medicina Veterinaria brinda entornos que
facilitan a sus estudiantes conocer el funcionamiento del abordaje médico en cada una de sus
especies, puesto que se sabe es una disciplina multidisciplinar que contribuye significativamente
a la formacion de médicos veterinarios capaces de afrontar cualquier situacion, es decir, ofrece
grandes espacios para que el estudiante realice su pasantia y finalice exitosamente su carrera

profesional.

Mencionado lo anterior, se brinda la informacidn pertinente desde un principio hasta su
respectiva culminacién del proceso llevado a cabo por un estudiante cursando pasantia
profesional en la Universidad Estatal Paulista “Julio De Mesquita Filho” facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, campus Botucatu (departamento de cirugia veterinaria y reproduccion

animal).



Descripcion del sitio de practica

La Universidad Estatal Paulista “Julio De Mesquita Filho™ establecida en 1973, cuenta
con 24 campus distribuidos a lo largo de toda la ciudad de sao pablo-Brasil. Por consiguiente, se
realiza la pasantia profesional en la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia — campus de
Botucatu la cual esta ubicada en el campus Rubido Jr. Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Corréa, s/n
- Rubido Jr. - Botucatu/SP (Figura 1). Este campo cuenta con un hospital veterinario dividido en
4 departamentos (clinica veterinaria, mejora y nutricién animal, cirugia veterinaria y

reproduccién animal y produccién animal y medicina veterinaria preventiva).

Figura 1
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Nota. Campus de Botucatu-UNESP. Fuente: Google maps (2023).

El departamento de cirugia veterinaria y reproduccién animal cuenta con excelentes
instalaciones, un equipo veterinario altamente cualificado, personal capacitado para auxiliar en
caso de cualquier eventualidad. Hay que hacer notar, que el funcionamiento del mismo esta

orientado en brindar atendimiento medico a animales con alteraciones de indole reproductivo o



todo lo que se relacione con ello, es asi, que cualquier paciente con algin cuadro clinico distinto
al mencionado anteriormente serd remitido hacia otro departamento. Sus instalaciones de trabajo
estan ordenadas de tal manera que permita una atencion eficiente tanto para pequefias como

grandes especies (Figura 2). No obstante, todo su funcionamiento estéa orientado estrictamente y

en gran medida a la atencion ambulatoria.

Figura 2

By ,
Nota. En la imagen se evidencia A: sala de cirugia de pequefias especies. B: sala de atencion médica

pequefias especies. C: instalaciones grandes especies. D: laboratorios de biotecnologia de la
reproduccion. Fuente: Forero (2023).



Actividades desarrolladas durante la pasantia

Las actividades realizadas durante la pasantia en la Universidad Estatal Paulista “Julio De
Mesquita Filho” UNESP campus Botucatu, se rigen bajo la atencion medica ambulatoria, es
decir, que la rutina depende del numero de casos que se presenten. Cabe mencionar, que el
departamento se divide en 3 areas, consulta para pequefias especies, cirugia y neonatologia de
pequerias especies y cirugia y atendimiento de grandes especies, mencionado lo anterior, el
pasante tiene que durar una semana por area, asi mismo, cumplir con 8 horas diarias a excepcion
del area de cirugia y en lo que refiere al fin de semana, este tiene que cumplir por lo menos con

un fin de semana por mes.

Por otro lado, se brinda asistencia al médico veterinario a cargo en intervenciones
quirdrgicas, diagndsticos de gestacion, exdmenes de la calidad espermatica, instaurar
tratamientos, inseminaciones artificiales, atencion ambulatoria, toma de muestras, entre otras. De
igual modo, si se llegase a requerir la intervencion del equipo profesional en otro departamento
se tiene que estar a plena disposicidn para brindar acompafiamiento. Ademas, se hace participe
de reuniones y clases al inicio de cada jornada con el objetivo de adquirir mayores

conocimientos.
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Determinacién de los niveles de malondialdehido en semen fresco bovino mediante el

método TBARS inducido y su relacién con los parametros seminales.

Resumen

En el presente estudio se planted evaluar la concentracion de malondialdehido mediante
el método de sustancias radioactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) y cdmo se relaciona esta
con los parametros seminales en 14 muestras de semen fresco bovino, el grupo de estudio en su
mayoria fue toros de raza Nelore, las muestras se recolectaron por vagina artificial, para su
respectivo analisis se realizaron las pruebas de tincién Eosina-Nigrosina, conteo en cdmara de
Neubauer, analisis espermético asistido por computadora (CASA) y el método TBARS. La
peroxidacion lipidica espermatica se indujo mediante la adicion de sulfato de hierro + &cido
ascorbico y se determind su concentracion mediante espectrofotémetro (UV-Vis de micro
volumen Thermo Scientific™ NanoDrop™ One C) a una longitud de onda de 532 nm.
Encontrandose, que los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) en semen fresco, basados
en la medicion de TBARS, no estan relacionados con la fertilidad de machos reproductores
bovinos, dado que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05) entre
los animales con buena y mala fertilidad. no obstante, se plantea que la medicion de la
concentracion de malondialdehido mediante el método TBARS en corto tiempo no arroja valores

de relevancia para su analisis.

Palabras claves:

Estrés oxidativo, lipoperoxidacion, Nelore.
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Summary

In the present study, it was proposed to evaluate the concentration of malondialdehyde by
means of the method of radioactive substances to thiobarbituric acid (TBARS) and how it is
related to seminal parameters in 14 samples of fresh bovine semen, the study group was mostly
bulls of Nelore breed, the samples were collected by artificial vagina, for their respective
analysis the Eosin-Nigrosin staining tests, Neubauer chamber count, computer-assisted sperm
analysis (CASA) and the TBARS method were performed. Sperm lipid peroxidation was
induced by adding iron sulfate + ascorbic acid and its concentration was determined by
spectrophotometer (Thermo Scientific™ NanoDrop™ One C micro-volume UV-Vis) at a
wavelength of 532 nm. It was found that the levels of reactive oxygen species (ROS) in fresh
semen, based on the TBARS measurement, are not related to the fertility of bovine reproductive
males, since no statistically significant differences were observed (P > 0.05). between animals
with good and poor fertility. however, it is suggested that the measurement of malondialdehyde
concentration using the TBARS method in a short time does not yield relevant values for its

analysis.

keywords

Oxidative stress, lipid peroxidation, Nelore.
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Capitulo |

Planteamiento del problema

Conocer la fertilidad de un toro y/o su capacidad fecundante es un factor de alta
relevancia en reproduccion bovina. Con el intuito de predecir la fertilidad del toro o la calidad de
sus espermatozoides, varias son las pruebas realizadas. Entre ellas encontramos las de rutina

como: motilidad, vigor, concentracion, morfologia espermatica e integridad de membrana.

Los espermatozoides una vez ingresan al tracto reproductivo femenino deben capacitarse
para conseguir fecundar el gameto femenino. Durante esta capacitacion, se ha demostrado que
los ROS de una manera fisioldgica y controlada, juegan un papel fundamental en este proceso.
Sin embargo, fallas en entre la produccién de ROS y la capacidad del sistema bioldgico para
neutralizarlos puede provocar que los ROS dafien la membrana espermatica, reduciendo la
motilidad y habilidad de fusionarse con el oocito o incluso alteren la integridad del ADN del
espermatozoide. Por este motivo el objetivo o la hipdtesis del presente trabajo es medir la
concentracion de malondialdehido y sus posibles efectos sobre los parametros seminales del

semen fresco de toros con mayor y menor fertilidad.
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Justificacion
La constante busqueda por comprender y determinar cuales podrian ser las posibles
causas de déficit en la calidad espermaética o tasas de prefiez muy bajas han hecho optar por
incursionar en nuevos estudios que permitan validar alternativas idéneas para interpretar aquellas
fallas, aunque, no es del todo sencillo ya que estas alternativas requieren equipos de vanguardia y

excelente conocimiento.

La presente investigacion nace de la idea de brindar y obtener informacion del proceso
por el cual la peroxidacion lipidica causa dafo al espermatozoide y sus complicaciones en la
reproduccidn, asi mismo, de las técnicas y proceso desarrollado para medir dicho dafio, debido a
que fallas en conocer lo mencionado acarrean consigo grandes pérdidas al sector pecuario,
ademas, se pretende que esta sea de gran ayuda para futuras investigaciones. En efecto, el
presente estudio tiene por objetivo determinar los niveles de malondialdehido en semen fresco

bovino mediante el método TBARS inducido y su relacion con los parametros seminales.
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Objetivos

Objetivo general
Medir la concentracion de malondialdehido y sus posibles efectos sobre los parametros

seminales del semen fresco de toros con mayor y menor fertilidad.

Obijetivos especificos
= Interpretar la cantidad de malondialdehido mediante espectrofotometria a 532 nm.
= Evaluar la integridad de la membrana espermatica.

= Evaluar parametros seminales concentracion, morfologia, vigor espermatico.
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Capitulo 11

Introduccion

Hoy en dia se realizan en su mayoria los mismos examenes para determinar la calidad
espermatica (Aitken et al., 2006). En habida cuenta de esta problematica se ofrecen en la
actualidad técnicas méas avanzadas para determinar més a fondo la calidad espermatica, como lo
es el analisis de esperma asistido por computadora (CASA), sondas fluorescentes combinadas
con citometria de flujo y pruebas bioquimicas (Gliozzi et al., 2017). Estas Gltimas son puestas en
practica debido a la escasa atencidn que se brinda a la funcién fisiologica o marcadores de
fertilidad, dicho en otras palabras, antioxidantes o proteinas en sangre y el plasma seminal

(Kumar et al., 2015).

Los espermatozoides en sus fosfolipidos de membrana contienen elevados niveles de
acidos grasos poliinsaturados por consiguiente tienden a tener una capacidad antioxidante
relativamente baja lo cual los hace vulnerables a las lesiones que se puedan inducir por parte de
las elevadas concentraciones de ROS (Zura Zaja et al., 2016). Los ROS al generar lesion en el
espermatozoide generan dafios a lipidos, proteinas, carbohidratos, material genético y alteracién
al citoesqueleto, lo cual se traduce en una pérdida irreversible de la motilidad espermaética (DE
LAMIRANDE & GAGNON, 1992). Por ende, se llegan a observar niveles significativos de

peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas y ADN (Amrit Kaur Bansal & Bilaspuri, 2011).

El estado oxidativo del espermatozoide se mantiene mediante niveles intracelulares y
extracelulares compuestos por antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Zura Zaja et al.,
2016) , puesto que los antioxidantes son el principal mecanismo de defensa contra los radicales

producto del estrés oxidativo (Sikka, 1996). Cabe sefialar que la cuantificacion del estrés
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oxidativo detectando ROS y otros radicales libres es dificil porque son moléculas con una vida
relativamente corta y muy reactivas de manera no especifica. En efecto, el dafio en curso se
analiza midiendo el contenido de productos de oxidacion secundarios, incluidos los derivados de
aminoacidos/proteinas, como el contenido de carbonilo de proteinas (PCC), los acidos nucleicos
y la peroxidacion lipidica (como sustancias reactivas al cido tiobarbiturico (TBARS), o la

evaluacion de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Zaja et al., 2016).

La peroxidacion lipidica producto de la interaccion de los radicales libres se considera
indicado para el estudio de la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados (Tremellen, 2008).
El método TBARS, es una herramienta simple que permite monitorear dicho dafio (Tremellen,
2008). Por ello, en este estudio se pretende evaluar la peroxidacion lipidica y sus posibles efectos
en los parametros seminales del semen fresco de toros con mayor y menor fertilidad mediante el

método TBARS.
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Revision de literatura

Parametros seminales

Es importante mencionar que el espermatozoide no es mas que una célula que presenta
una motilidad activa, compuesto por una cabeza en donde se ubica el nacleo haploide cubierto
por el acrosoma, asi mismo, una cola o flagelo el cual estd completamente envuelto por una
membrana citoplasmatica (Freitas, 2008). En la (Figura 3) se puede evidenciar un esquema del
espermatozoide bovino y sus respectivas partes (cabeza, parte intermedia y cola), brevemente, la
cabeza del espermatozoide tiene la finalidad de almacenar material genético, ademas, esta
constituida por un acrosoma que cumple la funcion de contener glicoproteinas y enzimas que
favorecen la penetracion al ovocito durante la fecundacion. Por otro lado, la parte intermedia
provee energia necesaria para la propulsion del espermatozoide (Freitas, 2008). Por consiguiente,
los aspectos que se evallan constantemente para determinar e interpretar la calidad espermatica
son los aspectos macroscépicos como: volumen/aspecto/olor, color y pH y microscépicos como
concentracion, motilidad masal, motilidad/vigor, morfologia, viabilidad e integridad de

membrana (Aitken et al., 2006).

El volumen eyaculado varia de acuerdo a la edad, raza y método de colecta, su apariencia
al examen visual tiene que ser cremosa a lechosa con un olor caracteristico a yema de huevo, no
obstante, cambios en estas tonalidades son indicativos de procesos infecciosos, polispermia,
azoospermia (Freitas, 2008). En lo que respecta a la concentracion, es la cantidad de
espermatozoides presentes en un determinado volumen de eyaculado que varia principalmente
dependiendo del método de colecta, la cual se determina utilizando espectrofotometria, contador
de células computarizado o el método méas usado, la camara de Neubauer (Freitas, 2008). Por

otro lado, la motilidad es uno de los parametros fundamentales al momento de evaluar la calidad
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espermatica, esta se puede medir como motilidad total, dada en (%) total de espermatozoides que
presentan movilidad en la muestra, motilidad progresiva, motilidad en masa evaluada mediante
el examen visual o0 en microscopia a razén de 10 a 20 x y estimada bajo resultados de 0 a 5

(Freitas, 2008).

En sintesis, la motilidad es la manifestacion y la integridad celular que tienen los
espermatozoides (Holt & Van Look, 2004). Sobre la integridad de membrana o proporcion de
espermatozoides vivos, se utilizan diferentes técnicas de tincion, entre las que estan: el rojo
congo, el azul de bromofenol, el fast-green y por Gltimo la tincidn eosina-nigrosina (Freitas,
2008). Esta se evalua utilizando la tincién Eosina-Nigrosina a una proporcion de 1:1. Su
finalidad, se basa en la permeabilidad de membrana, en efecto, la eosina penetra la célula
tiféndola de rosa, aquellos espermatozoides que tienen la membrana intacta estaran incoloros y

contrastan con el fondo tefiido por la Nigrosina (Barth & Oko, 1989).

No obstante, al dia de hoy se implementa el analisis CASA, la finalidad del examen se
basa en la adquisicion de imagenes de 60 Hz cuadros/seg, con un minimo de 80 celdas por
campo, un tamafio minimo de celda de cinco pixeles, 70 para la intensidad de celda, velocidad de
trayectoria de 50 p/s y indice de rectitud (STR) del 70% para células progresivas y velocidad

media (VAP) y velocidad rectilinea (VSL) cutoff a 30 y 15 /s para células lentas.
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Figura 3
Estructura del espermatozoide bovino
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Nota. Partes del espermatozoide bovino. Fuente: (Freitas, 2008).

Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Historicamente, los primeros estudios acerca del estrés oxidativo y de cobmo podia afectar
la viabilidad y funcién del espermatozoide se llevaron a cabo incubando espermatozoides
humanos en elevadas concentraciones de O, en donde, se observaba como estos perdian
rapidamente su motilidad, al mismo tiempo, si se adicionaba catalasa estos disminuian esas
pérdidas (MacLeod, 1943). Por otro lado, también se valid6 que el estrés oxidativo conduce a un
dafo celular mediado por el oxigeno y oxidantes derivados del mismo (Sikka, 1996). No

obstante, se entiende que el espermatozoide como célula aerdbica, debe ser resistente a niveles
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toxicos de ROS generados por su propio metabolismo (O’Flaherty, 2014); sin embargo, no se
tiene completa claridad del proceso bioquimico que conduce a la formacion de ROS por parte del

espermatozoide (MAIA & em, 2009).

Un desbalance entre la generacion de ROS vy la actividad antioxidante es perjudicial para
los espermatozoides y esta asociado con la infertilidad (Sharma & Agarwal, 1996). Dado que los
ROS desempefian funciones importantes en procesos tales como: capacitacion del
espermatozoide, motilidad y mantenimiento (Desai et al., 2009), fluidez de membrana (Maji¢
Bali¢ et al., 2012). En otras palabras, la membrana de los espermatozoides de mamiferos son
ricas en &cidos grasos poliinsaturados, por ende, son sensibles al dafio inducido por oxigeno
mediado por la peroxidacion de lipidos, por lo tanto, son vulnerables al ataque de ROS que
resulta en una disminucion de la motilidad de los espermatozoides, aparentemente debido a una
pérdida rapida de ATP intracelular que conduce a dafio axonemal, disminucion de la viabilidad
de los espermatozoides y aumento de los defectos morfoldgicos de los espermatozoides en la
pieza intermedia con efectos nocivos sobre la capacitacion de los espermatozoides y la reaccion
del acrosoma (A. K. Bansal & Bilaspuri, 2018). Los acidos grasos estan conformados por
cadenas de 4&tomos de carbono unidos por enlaces de hidrogeno por un grupo carboxilo terminal
(COOH). Los ROS acttian oxidando los enlaces carbono-hidrégeno en el grupo metilo adyacente
al doble enlace, y posterior a ello, el proceso iniciado muda a un proceso completamente
autocatalitico denominado peroxidacion lipidica (Dix & Aikens, 1993). De acuerdo a lo anterior,
el dafio al espermatozoide se produce por una alteracién en el sistema antioxidante, que lleva
consigo a un déficit y en consecuencia a un aumento de ROS. En resumidas cuentas, se puede

evidenciar en la (Figura 4 y 5) el proceso por el cual se induce dafio oxidativo mediado por los



ROS y como estos desencadenan la baja tasa de fertilidad que se sintetiza en grave dafio que

causa al espermatozoide (Kohen & Nyska, 2002; Maji¢ Bali¢ et al., 2012).

Figura 4

Dafio inducido por las especies reactivas de oxigeno
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Figura 5

Mecanismos de interaccion en el papel del estrés oxidativo
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Peroxidacion lipidica

El mecanismo de dafio de los ROS hacia el espermatozoide desencadena la oxidacién de
lipidos que da lugar a la cascada de peroxidacion lipidica (Sharma & Agarwal, 1996). Este es un
proceso de degradacion autocatalitica de la membrana plasmatica (Halliwell et al., 1993). En
efecto, la peroxidacién consiste en la unién de oxigeno molecular a un acido graso poliinsaturado
(PUFA) para elaborar un hidroperoxido lipidico (LOOH), este proceso ocurre en tres etapas y
tiene consigo numerosas alternativas de reacciones quimicas (Figura 6), dificultando su analisis e
interpretacion (Lima & Abdalla, 2001). Es decir, es un proceso por el cual se genera pérdida de
la integridad de la membrana y su morfolégica, degradacion de las funciones celulares, pérdida
de la motilidad de los espermatozoides y la induccién de la apoptosis (Bucak et al., 2010). Puede
ocurrir principalmente a través de dos vias: la primera es una via enzimatica que esta muy ligada
al acido graso, en donde se involucran las ciclooxigenasas y lipooxigenasas, la segunda, una via
no enzimatica que combina la participacion de los ROS en conjunto con metales de transicion
(Porter et al., 1995). Los productos de la peroxidacion, peroxidos lipidicos, se generan
espontaneamente en la membrana plasmatica del espermatozoide, y es asi, que por accion de la
fosfolipasa A 2 son liberados e inducen dafio en el ADN y disminucién de la fertilidad, en

especial durante el almacenamiento (Twigg et al., 1998).
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Figura 6

Proceso de peroxidacion lipidica
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Para medir la peroxidacion lipidica existen métodos tales como; la detencion de dienos
conjugados, cuya metodologia consiste en identificar por absorcion UV entre 230 y 235 nm la
formacion de hidroperdxidos de dienos conjugados (Haliawell et al., 1999). La detencion de 4-
hidroxinonenal, la cromatografia liquida de alta resolucidn con deteccion de
quimioluminiscencia (Mashima et al., 2000), la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada
a espectrometria de masas (Stewart, 1999), la prueba de naranja de xilenol (Gay et al., 1999), la
detencidn de isoprostanos (Lawson et al., 1999) y, por ultimo, la reaccion al acido tiobarbiturico

(TBARS).

El método maés utilizado hoy en dia para evaluar la peroxidacién lipidica del
espermatozoide de un mamifero es la reaccion al acido tiobarbitdrico (TBARS) (Dominguez-
Rebolledo et al., 2010), durante la fase de iniciacion de la cascada de peroxidacion, los

denominados hidroxidos lipidicos se acumulan en la membrana espermatica que se tiende a
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descomponer formando varios aldehidos, entre ellos, destaca el malondialdehido, producto que

se mide mediante el método TBARS (Sanocka & Kurpisz, 2004).

El malondialdehido (MDA) producto de la peroxidacion lipidica, es un dialdeido formado
como subproducto del proceso de oxidacion de acidos grasos poliinsaturados, es un acido
moderadamente debil y de bajo peso molecular, su interaccion con el acido tiobarbitarico (TBA)
forman productos que se pueden interpretar por absorcién visible (532 nm) o bien sea por
fluorescencia (ve 515 nmy -553 nm), ademas, participa facilmente en la reaccion de adicién
nucledfila con acido 2-tiobarbitarico (TBA), generando un aducto rojo fluorescente 1:2
MDA:TBA. Lo mencionado anteriormente, junto con la disponibilidad de métodos faciles y
sensibles para cuantificar MDA, han llevado al uso rutinario de la determinacion de MDA y en

especial la prueba TBARS para detectar y cuantificar la peroxidacion lipidica (Janero, 1990).

Capitulo 111

Metodologia

En el presente estudio se analizaron 14 muestras de semen bovino colectadas por vagina
artificial clasificadas en grupos de buena y mala fertilidad segln resultados de IATF,
provenientes de la central de colecta y procesamiento de semen Central Bela Vista, ubicada en
Chacara de Recreio Jardim Alvorada, Botucatu — estado de Sdo Paulo. Los animales
seleccionados son mantenidos bajo un sistema de estabulacion, condicion corporal 4 /5, en su

mayoria son de raza Nelore, colectados dos veces al dia. Todos los procedimientos de andlisis de
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semen fueron llevados a cabo en los laboratorios de reproduccion del departamento de cirugia

veterinaria y reproduccion animal FMVZ- UNESP - campus de Botucatu.

La evaluacion de la calidad espermatica se llevo a cabo implementando las técnicas, 1:
Recuento en cdmara de neubauer. 2: Tincion Eosina-Nigrosina, su finalidad se basa en la
penetracion de la membrana espermatica por parte de la eosina, las cuales se van a tefiir de rosa,
siendo este el indicativo de célula no viable, al mismo tiempo la nigrosina proporcionara un
fondo oscuro que facilita identificar las células viables y no viables, su resultado sera expresado
en porcentaje teniendo como margen de andlisis 100 células (Hopper, 2021). 3: Analisis
espermatico asistido por computadora, técnica ampliamente usada en los laboratorios de
reproduccion asistida para llevar a cabo evaluaciones de las caracteristicas y la calidad de los
espermatozoides, permite una evaluacion objetiva de diferentes caracteristicas como lo son:
movimiento, velocidad, morfologia, concentracion (Verstegen et al., 2002). 4: Método de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, aqui se evalla los niveles de malondialdehido, el cual
es un producto de la peroxidacion lipidica. La técnica consiste en que dos moléculas de acido
tiobarbitlrico reaccionen con una molécula de malondialdehido, para producir complejo de color
rosa, el cual se mide espectrofotométricamente a 532 nm (Dos Santos Hamilton et al., 2016). Los

datos se analizaron utilizando el software SIGMAPLOT® Exact Graphs for Exact Science.

Concentracion y vigor

En un micro tubo se diluyen a razén de 1:10 (5 uL de semen + 45 pL de formol salino)
para su posterior recuento en cadmara de neubauer. Cabe mencionar, que se evalta de igual
manera por el sistema computarizado CASA. El vigor se evalta de igual forma bajo

microscopio.
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Integridad de membrana plasmatica
Se realiza un frotis a razén de 1:1 en portaobjetos para su posterior analisis en
microscopio convencional en escala de 100x, donde se toma como muestra representativa 100

espermatozoides de cada lamina.

Andlisis espermatico asistido por computadora

Se insert6 una alicuota (3 pul) de cada muestra en una camara de recuento Leja
previamente calentada a 37 °C y se seleccionaron al menos 1000 células en un minimo de seis
campos por muestra para el analisis. Estos analisis se llevaron a cabo mediante el procedimiento
toro de equipo (Goovaerts et al., 2006), y su resultado se basé en la interpretacion del total de

motilidad expresado en porcentaje (%).

Analisis de la peroxidacion lipidica

Se analizaron las muestras utilizando el método de TBARS inducido adaptado por (M.
Nichi et al., 2006) con algunas modificaciones. En primer lugar, en un micro tubo se adiciona
100 pL de semen, luego se adiciona 1:100 uL de solucion fosfato buferada (PBS), se centrifuga a
800 G por 10 minutos, al terminar se retira el sobrenadante y se vuelve a adicionar la misma
cantidad de PBS, este procedimiento se repite 3 veces, una vez finalizado se adiciona 100 pL de
PBS a la muestra. Seguidamente, se prepara una solucién de sulfato de Fe (0,006 g / 5 ml de
agua Milli-Q) y ascorbato (0,02 g / 5 ml de agua Milli-Q), teniendo listas las soluciones, se
adicionan 25 uL de cada una en el tubo Eppendorf. Se incuba a 37 °C por 90 minutos con el tubo
abierto. Una vez realizado lo mencionado previamente, se procede a adicionar acido
tricloroacético (TCA 10%) en una proporcion de 150 pL de solucién + 300 uL de TCA.
Finalizado este procedimiento, se centrifuga a 19.700 G / 10 minutos, al terminar se recupera

solamente el sobrenadante, transfiriendo este a un nuevo tubo.
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En segundo lugar, al recuperar el sobrenadante se adiciona TBA 1 % (&cido
tiobarbiturico) en una proporcion de 1:2 (450 pL), luego, se incuba a 95 °C por 15 minutos con
el tubo cerrado, cabe sefialar, que una vez terminado de centrifugar las muestras se deben colocar
en hielo para asi frenar la reaccién. En tercer lugar, la cuantificacion de TBARS se realiza por
espectrofotometro (UV-Vis de micro volumen Thermo Scientific™ NanoDrop™ One C) a una
longitud de onda de 532 nm. Es importante tener conocimiento acerca de la concentracion dado

que los resultados seran arrojados en mg de TBARS/10¢.

Capitulo IV
Andlisis estadistico
El analisis estadistico se realizo utilizando el software SIGMAPLOT® Exact Graphs for
Exact Science mediante la prueba la prueba T de estudent, considerando estadisticamente

significativo los valores de P <0,05.

Las concentraciones de la peroxidacion lipidica en muestras de semen fresco colectadas
de animales de buena y mala fertilidad no presentaron diferencia estadistica (P >0,05). No
obstante, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos con
respecto a la motilidad, concentracion espermatica e integridad de membrana (P <0,05). En lo

que refiere, el grupo de vigor no presento disimilitud (P >0,05).



Tabla 1

Resultados (média + desviacion estandar) del analisis de semen fresco de 14 toros Nelore de

alta y baja fertilidad en vivo.

Alta fertilidad

Baja fertilidad

Valor
Caracteristicas espermaticas (n=6) (n=28) o
Média + DP Média + DP

Motilidad (%) 81,3+5/4 65,1+ 15,2 0,015

Vigor (0 —5) 42 +04 34+14 0,084

Concentracion (x10%/mL) 177,3 £ 66,0 106,4 £51,1 0,021

Células con membrana integra (%) 47,0 £ 16,3 28,0+ 213 0,042

TBARSs/x108 espermatozoides 0,7+0,3 0,5+0,4 0,160
*Prueba t, con P < 0,05 significativo.

Discusion

La formacion de ROS es un proceso que ocurre de manera progresiva, se ha reportado

gue causa dafios que afectan la fertilidad del semen durante el almacenamiento, cierto grado de

28

peroxidacion lipidica es necesario para que ocurra la capacitacion espermatica, pero cuando ésta

aumenta causa dafios que reducen la fertilidad del semen conservado (Sawyer, Mercer, Wiklendt,

& Aitken, 2003). Dado que la medicion de ROS (malondialdehido) se realizo6 en el semen fresco,

es probable que en este momento la cantidad de ROS no fuese suficiente para causar dafios que
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afectaran la fertilidad del mismo, por lo que se puede inferir que estos niveles no estan
directamente relacionados con la fertilidad de los reproductores bovinos. El anélisis estadistico
de los resultados demostré que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
dos grupos de animales estudiados, lo que permite afirmar que para este estudio en semen fresco
los niveles de ROS no estan asociados con la fertilidad. Si analizamos la literatura reportada, la
mayoria de los trabajos se enfoca en el andlisis del efecto de los ROS en semen conservado
(Maciej Serda et al., 2008; Tiwari et al., 2022; Franciscato, 2015), debido a que la formacion de
estas sustancias requiere tiempo y se asocia con el proceso degenerativo que sufren los
espermatozoides en su membrana durante el almacenamiento (Twigg et al., 1998; Bucak et al.,
2010), sumado a ello, el semen fresco es resistente a la peroxidacion lipidica, dado que, tan solo
un porcentaje limitado de células arroja dafio peroxidativo después de las 24 horas (Brouwers &
Gadella, 2003), Por lo anterior, se podria esperar que la cantidad de ROS presente en el semen
fresco no sea suficiente para afectar la fertilidad, lo que coincide con los resultados obtenidos.
No obstante, se requiere realizar el estudio con un mayor nimero de animales para poder

determinar si realmente estos niveles en el semen fresco no afectan la fertilidad.

Una investigacién en la que se compararon las concentraciones de TBARS inducido y
espontaneo en muestras seminales frescas y criopreservadas recolectadas de toros de raza Nelore
y Simmental demostré que el nivel de TBARS es mas elevado en muestras criopreservadas
(Maciej Serda et al., 2008), por otro lado, en dos investigaciones realizadas, una de ellas
demostro que los bafalos tienden a tener un aumento en las concentraciones de malondialdehido
en el intervalo de 0,12 a 24 horas, diferente de la especie bovina en la cual no se logré obtener un
aumento mayor, dado esto porque las concentraciones de acidos grasos poliinsaturados son

mayores en la especie bufalina por ende es mas susceptible al ataque de ROS y su mensuracion
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mas répida (Nair et al., 2006). La otra, demuestra que en semen fresco la peroxidacion lipidica es
mayor en B. indicus, mientras que analizando las mismas muestras previo a una
criopreservacion se lograron resultados de TBARS mayores en B.taurus que B.indicus (Visintin
et al., 2002). Ademas, en un estudio reciente se descubri6 que los toros B.taurus tienden a tener
un mayor indice de peroxidacion lipidica que los B.indicus independientemente de la época del
afio (Marcilio Nichi, 2004). Lo mencionado anteriormente, hace constatar que una posible causa
del por qué no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los animales con
buena y mala fertilidad y su relacion con las concentraciones de malondialdehido radico en el
tiempo en que se realizé la medicion de las concentraciones de malondialdehido y su posible

interaccion racial dado que se emplearon razas Nelore y Angus.

En el espermatozoide la peroxidacion lipidica ocurre primordialmente en la membrana
plasmatica, es asi, que las concentraciones TBARS al momento de inducir la peroxidacién
dependen de la concentracion espermatica (Schoneck et al., 1996). Brevemente, la concentracion
de TBARS se correlaciona con los bajos niveles de concentracion espermatica, no obstante, la
diferencia en el rango de concentracién evidenciado en la Tabla 1, se basa en la diferencia entre

animales con buena y baja fertilidad, mas no, en las concentraciones de malondialdehido.
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Capitulo VI

Conclusiones
Los niveles de ROS en el semen fresco, basados en la medicion de TBARS, no estan
relacionados con la fertilidad de machos reproductores bovinos, dado que no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre los animales con buena y mala fertilidad.

La formacion de ROS es un proceso que requiere tiempo, por lo que se espera que sus
niveles en el semen fresco no afecten directamente la fertilidad del mismo, contrario a lo que

ocurre en el semen conservado.

Es necesario realizar nuevos ensayos en los que se incluya un mayor nimero de animales

para reafirmar lo reportado en el presente estudio.

Recomendaciones
Analizando los resultados del presente estudio, se podria plantear que se puede realizar la
determinacion de TBARS espontaneo e inducido en semen fresco, estimando patrones de tiempo
para realizar el analisis. Asi mismo, seleccionar detalladamente animales que presenten una
excelente y mala concentracion espermatica, por otro lado, realizar la induccion de la
peroxidacion lipidica en semen fresco con dos 0 mas métodos, para asi, poder esclarecer cual
seria el método ideal para analizar TBARS en semen fresco, dado que, la mayor parte de estudios

se enfoca en el analisis post descongelacion.
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ANEexXos

Figura7

Central de colecta Bela Vista

Nota. Lugar en donde se colectaron las muestras de semen bovino.
Fuente: Forero (2023).

Figura 8

Analisis integridad de membrana espermatica

Nota. Tincién Eosina-Nigrosina en microscopio convencional con lente de 100x. Fuente: Forero
(2023).
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