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Resumen

RESUMEN

El objetivo del trabajo que a continuacion se expone fue estudiar el efecto de la
adicion en el diluyente de congelacion de tres antioxidantes (crocina,
melatonina y trolox) a distintas concentraciones, sobre la calidad seminal de
espermatozoides de ciervo Ibérico (Cervus elaphus hispanicus) descongelados.
El material espermético con el que se trabajé procedié de 26 machos de ciervo
ibérico abatidos durante la época de celo (septiembre-octubre) y fue recogido
postmortem de la cola del epididimo. El diluyente de congelacion utilizado fue
un TRIS-citrato-fructosa adicionado en 2 fracciones. La fracciéon A se formulo
con un 20% de yema de huevo y la fraccion B fue realizada igual que la
fraccion A mas un 6% de glicerol. Al diluyente de congelacion se le adicionaron
los siguientes antioxidantes a las concentraciones finales indicadas
obteniéndose 7 tratamientos: crocina (0,5 mM, 0,75 mM, y 1 mM), Melatonina
A mM, 2,5 mMy 5 mM) y Trolox 1 mM. Ademas, también se utilizo el diluyente
sin antioxidantes como un control.

La calidad seminal fue estudiada tras la descongelacion y después de
dos horas de incubacién a 37° C mediante evaluaciéon con microscopia de
fases y con citometria de flujo valordndose los siguientes parametros: motilidad
individual, calidad de movimiento y porcentaje de espermatozoides con el
acrosoma intacto mediante microscopia de contraste de fases, parametros
descriptores del movimiento evaluados mediante sistemas de imagenes
computerizados (CASA), y viabilidad, potencial de la membrana mitocondrial e
integridad del ADN mediante citometria de flujo.

A la descongelacion no se encontraron diferencias significativas para los
parametros de movilidad y de integridad acrosomal. Sin embargo, cuando se
evalud la calidad seminal mediante citometria de flujo se observdé que la
melatonina afadida a concentraciones de 2,5 y 5 mM al diluyente de
congelacion produce una disminucion en la viabilidad y actividad mitocondrial
en comparacion con el control y con el antioxidante crocina suplementado en el

diluyente de congelacion a una concentracion 0,75 mM. Ademas, la utilizacion
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de crocina en todas sus concentraciones en el diluyente de congelacion
permitié disminuir el porcentaje de espermatozoides apoptéticos en relacion al
control.

Por otra parte, cuando se realiz6 la evaluacién seminal tras 2 horas de
incubacién de las muestras espermaticas a 37 °C se observo, que la velocidad
curvilinea (VCL) y el desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) fueron menores
para las muestras esperméaticas congeladas en un diluyente con 5 mM de
melatonina. De nuevo, el antioxidante crocina fue el mejor para disminuir el
porcentaje de espermatozoides apoptoéticos.

En conclusién la crocina es un buen antioxidante para mejorar la calidad
seminal a la descongelacion de espermatozoides epididimarios de ciervo
Ibérico.

Palabras clave: congelacion espermatica, crocina, melatonina, trolox,

epididimo
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Introduccion.

1. Introduccién.

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA), en los ultimos afios, han
adquirido especial relevancia tanto en humanos como en el ambito animal,
destacando en el campo de la produccién animal y en el campo de la creacion
de bancos de germoplasma. La aplicacion mas ampliamente difundida en el
campo de la creacién de bancos de germoplasma, ha sido la obtencién y
congelacion de material espermatico (Holt et al., 1996) La crioconservacion de
espermatozoides procedentes del epididimo es factible pudiendo ser utilizados
para la creacién de bancos de germoplasma en especies silvestres de ciervo
(Garde et al. 2006; Martinez Pastor et al., 2006).

El desarrollo de las TRA aplicadas en cérvidos en los ultimos 35 afios, ha
sido muy grande debido a la rapida expansion de las granjas de ciervos
alrededor del mundo (Asher et al., 2000), destacando la Inseminacion Artificial
(IA), la transferencia de embriones con owvulacién mdultiple (MOET) y la
produccion in vitro de embriones (IVP). Un interés notable adquieren también
estas practicas cuando se orientan al manejo de las poblaciones de ciervo
ibérico, pues las TRA juegan un papel importante en la conservacién genética y
la mejora de éstas generacion tras generacion (Fernandez-Santos et al., 2006),
especialmente en poblaciones sometidas a ambientes trasformados dentro de
fincas de caza cercadas en las que éstas sufren aislamiento genético (Martinez
et al., 2002). A pesar del desarrollo de estas técnicas, se ha de conseguir la
optimizacion de los protocolos que ellas requieren para asegurar el éxito una
vez aplicadas.

La mayoria de los trabajos referentes a éstas técnicas, han sido
desarrollados partiendo de espermatozoides de muestras eyaculadas. Los
espermatozoides eyaculados estan inmersos en plasma seminal el cual,
ademas de proporcionar nutrientes para los gametos ofrece cantidad de
sustancias antioxidantes que lo protegen frente al estrés oxidativo (O et al.,
2006; Chen et al., 2003). Sin embargo, las muestras espermaticas
epididimarias, al ser obtenidas desde la cola del epididimo, no han entrado en
contacto con el plasma seminal, convirtiéndose ésta en una de las grandes
diferencias entre muestras espermaticas eyaculadas y epididimarias. Este
hecho hace que las muestras epididimarias puedan ser mas susceptibles a los
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procesos biotecnolégicos a los que se someten ya que la mayoria de ellos
generan especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto, se hace necesario
perfeccionar los protocolos de congelacion espermatica para muestras
epididimarias a partir de los protocolos existentes desarrollados para muestras
eyaculadas. De este modo la mejora de los protocolos de congelacion de
espermatozoides epididimarios de ciervo, objeto de este trabajo, resulta
imprescindible.

El empleo de antioxidantes parece ser una de las formas mas Uutiles para
mejorar la congelabilidad de este tipo de muestras. Dentro de los protocolos de
congelacion, los procesos de enfriamiento, congelacion y descongelacion
generan estrés fisico y quimico en las membranas de los espermatozoides,
disminuyendo la viabilidad y la capacidad fertilizante de éstos, debido, entre
otras causas, a la generacibn de especies reactivas de oxigeno (ROS),
consecuencia del proceso de congelacion y descongelacion principalmente
(Chatterjee et al.,, 2001). La gran concentracion de &cidos grasos
poliinsaturados en la membrana plasmatica de los espermatozoides los hace
altamente wulnerables al ataque de los ROS (O et al.,, 2006). Cuando los
niveles de ROS superan al de los antioxidantes se produce el estrés oxidativo
(Ferndndez-Santos et al., 2007). Los dafios que desencadenan en los
espermatozoides van desde alteraciones del ADN (Lopes et al. 1998),
variaciones en su citoesqueleto (Hinshaw et al.,, 1986), inhibicion de su
capacidad de fusion con el oocito (Aitken et al., 1989) hasta efectos sobre el
axonema espermatico que se traducen en pérdida de motilidad (De Lamirade et
al, 1992).

En el presente estudio se evaluaron tres antioxidantes con diferentes
propiedades quimicas los cuales fueron seleccionados debido a que son muy
diferentes en sus mecanismos de accion, en las preferencias de radicales a los
gue se unen y en la acumulacion en los organulos (Dominguez-Rebolledo et
al., 2010). Entre los diferentes antioxidantes que pueden ser utilizados se
encuentra la melatonina, la crocina y el trolox. La melatonina es producida por
la glandula pineal, y se trata de un efectivo antioxidante que tiene actividad
tanto en fase lipofilica como hidrofilica (Acufia-Castroviejo et al., 2001). Evita la
oxidacion ya que regula el aumento de enzimas antioxidantes y la disminucion
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de enzimas pro-oxidantes y radicales libres. Ademdés, los metabolitos
resultantes de la interaccion entre la melatonina con distintos radicales, tienen
también efecto antioxidante (Leon et al., 2004; Hardeland, 2005). Distintos
estudios realizados en humanos con muestras espermaticas frescas (Shang et
al., 2004), en moruecos con semen congelado (Succu et al., 2011) y en
verracos con semen refrigerado (Jang et al.,, 2009) han demostrado que la
melatonina protege a los espermatozoides contra el estrés oxidativo.

La crocina, un glucosyl éster de la crocina, es uno de los carotenoides
gue proporciona el color amarillo al azafran. (Crocus sativus) (Carmona et al.,
2005). La crocina, se ha demostrado, que previene de la apoptosis en distintos
tipos celulares (Ochiai et al. 2007). Ademas, Heidary et al. (2008) demostraron
que la administracion oral de 50 mg de azafran suponia una mejora en la
morfologia y la motilidad de los espermatozoides en hombres fértiles, estas
evidencias promueven el testaje de este antioxidante en otras especies, como
es el ciervo ibérico, de ahi la singularidad de este estudio, pues es la primera
vez que se utiliza la crocina suplementando al diluyente de congelacion.

El trolox es un analogo de la vitamina E soluble en agua. La adicion de
trolox al medio hace que mejore la longevidad y la calidad de espermatozoides
refrigerados y congelados de verraco (Pefa et al., 2005). Un estudio anterior en
el que se evalud la capacidad protectora del trolox con muestras procedentes
de epididimos de ciervo ibérico, demostrd que este antioxidante era capaz de
disminuir la cantidad de ROS vy la lipoperoxidacion tanto en muestras en las
gue se habia inducido estrés oxidativo como en las que no, ademas el trolox,
en muestras oxidadas, resulté un protector para dafio acrosomal y para dafios
al ADN (Dominguez-Rebolledo A.E. et al., 2010).

Con todo esto, el principal objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de la adicion de melatonina, crocina y trolox a diferentes concentraciones sobre
la calidad seminal del semen descongelado en ciervo ibérico. Para ello, se
evaluaron parametros subjetivos como la motilidad y la calidad de movimiento
con microscopia de fases, la cinética de los espermatozoides mediante un
sistema de andlisis espermatico computerizado, (CASA) y la integridad del
acrosoma con microscopia de fases. Ademas, se evaluaron diversos
pardmetros mediante citometria de flujo, como la viabilidad y la presencia de
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espermatozoides apoptoticos, la actividad de la mitocondria y la integridad en el
ADN.

2. Material y métodos.

2.1 Reactivos.

Los fluorocromos fueron adquiridos de Invitrogen y Sigma Chemical Co
(Madrid, Espafia). El naranja de Acridina procedia de Polysciences Inc.
((Warrington, PA, USA) y. El equipamiento citométrico, el software y los
insumos para su funcionamiento, procedian de Beckman Coulter (Fullerton,
CA, USA).

2.2 Obtencidon de las muestras espermaticas.

Para este estudio se utilizaron espermatozoides recogidos de la cola del
epididimo de 26 machos adultos de ciervo ibérico. Los machos fueron abatidos
en su habitat natural durante la época de celo (Septiembre-Octubre) en
actividades cinegéticas reguladas por la Ley 2/93 de Castilla-La Mancha, la
cual esta bajo las Regulaciones de la Uni6n Europea.

Los testiculos fueron transportados al laboratorio, a una temperatura de
unos 22° C, dentro de las 2 horas seguidas tras la muerte del animal. Para la
obtencion del material espermético, los testiculos fueron liberados de las
envolturas testiculares y se realizaron diversos cortes en la cola del epididimo,
recogiéndose el material espermatico con una hoja de bisturi segun describio
Soler et al. (2003) tras lo cual se deposité en una placa de petri con la fraccion

A del diluyente de congelacion.

2.3 Congelacion del material espermatico.

El material esperméatico de cada epididimo fue recogido y diluido con la
fraccion A del diluyente de congelacion TRIS-citrato fructos (TCF) con un 20%
de yema de huevo clarificada. Tras ello, se incorporé el mismo volumen de
fraccion A méas semen que de fraccion B del diluyente, la cual tuvo la misma
composicion que la fraccion A, pero con un 12% de glicerol. Ademas, a la
fraccion B se le afiadieron los antioxidantes para obtener los siguientes
diluyentes con las concentraciones finales que se detallan a continuacion:
crocina (0,5 mM, 0,75 mM y 1 mM), melatonina (1 mM, 2,5 mM y 5 mM) y trolox

Maria Sriesta Guerda 6

“Efecto de diferentes concentraciones de melatonina, crocinay trolox sobre la calidad seminal a la
descongelacion en Ciervo Ibérico”



ﬁ A CL I Master en investigacion Basica y Aplicada en Recursos Cinegéticos
| NMREC P (T
d SR EE Material y Métodos

(3 mM). Las muestras espermaticas fueron diluidas con el diluyente de

congelacién para obtener una concentracion final de 200 x10° espermatozoides
por ml.

2.4 Disefo experimental.

Para llevar a cabo los experimentos realizados en este trabajo se llevo a
cabo el siguiente disefio experimental:
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2.5 Evaluacién seminal.

La descongelacién se llevd a cabo a 37° C durante 30 segundos. Se
descongel6 una pajuela por macho y por tratamiento. Posteriormente el
contenido de las pajuelas para cada tratamiento fueron vertidos en tubos de 15
ml colocando los 8 tubos en el bafio a 37 °C durante un periodo de 5 minutos.
Tras ello, se evaluaron los parametros espermaticos mencionados abajo.
Posteriormente, las muestras se incubaron a 37 °C durante 2 horas tras lo cual
se llevé a cabo la misma evaluacion excepto la determinacion de la integridad

del ADN que solamente se realiz6 sobre las muestras descongeladas.

2.5.1 Estudio de la motilidad.

Se evalud el porcentaje de espermatozoides matiles de forma subjetiva.

Para ello, se depositaron sobre una camara de Mackler previamente
atemperada a 37° C 5 yl de muestra espermatica. La observacion se llevd a
cabo con un microscopio de contraste de fases con platina calefactable a 100x
aumentos (Nikon Eclipse 80i; Nikon; Tokyo, Japon).

2.5.2 Estudio de la calidad del movimiento.

Sobre esta misma muestra se determind de forma subjetiva el tipo de
movimiento de los espermatozoides mediante la siguiente clasificacién (O:
inmoviles, 1: espermatozoides giran sobre si mismos, 2: espermatozoides con
movimientos circulares, 3: movimientos rectilineos lentos, 4: movimientos

rectilineos rapidos, 5: movimientos rectilineos muy rapidos).

2.5.3 Estudio de parametros cinéticos del espermatozoide.

Los diferentes parametros cinéticos se evaluaron mediante un sistema de
analisis espermatico computerizado (Sperm-Class Analyzer; (SCA ®),
Microptic; Barcelona, Espafa). Las grabaciones fueron realizadas con un
microscopio trinocular con platina calefactable (Nikon Eclipse 80i; Nikon, Tokyo,
Japon) y camara digital (A302fs DC; Basler Vision Technologies; Ahrensburg,
Germany). Todo ello conectado a un ordenador con el software SCA® 2002

(Microptic, Barcelona, Espafa).
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La evaluacion se realizdé depositando 5 uyl de muestra espermatica en
una camara de Makler previamente atemperada a 37° C y un objetivo de
contraste de fase negativo 10x. Para cada espermatozoide fueron evaluados
los siguientes parametros (Figura 2): velocidad curvilinea (VCL, um/seg), la
linealidad (LIN, %), y el desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, pm).

vCL

Figura 2. Descripcion de los parametros analizados.

2.5.4 Estado del acrosoma

La integridad del acrosoma del espermatozoide se evalud diluyendo 5 ul
de la muestra de material espermatico en 50 ul de una solucion fijadora de
glutaraldehido al 2 % en un tampdn de cacodilato de sodio/HCI 0,165 M (pH
7,3). La evaluaciéon de los acrosomas se realiz6 mediante un microscopio de
contraste de fases (Nikon Eclipse 80i; Nikon, Tokyo, Japdn) a 400x aumentos.
Para cada muestra se tuvieron en cuenta un total de 100 espermatozoides.
Solamente aquellos espermatozoides con el borde apical integro y sin ningun

tipo de anomalia fueron considerados como células con el acrosoma normal.

2.5.5 Andlisis de citometria.

Algunas de las caracteristicas fisiolégicas de los espermatozoides fueron
evaluadas mediante citometria de flujo. El procedimiento se realiz6 de acuerdo
a trabajos anteriores de otros autores (Dominguez-Rebolledo et al., 2009;
Martinez-Pastor et al., 2009; Dominguez-Rebolledo et al., 2010). Las muestras
espermaticas fueron diluidas hasta los 10° espermatozoides por mililitro en
medio BGM-3 y tefiido con tres combinaciones diferentes de fluor6foros. Las
mediciones se realizaron mediante un citometro de flujo Cytomics FC 500
(Becton Dickinson, San José, California) equipado con un laser de argén de
488-nm (YO-PRO-1, PI, CM-H,DCFDA y SCSA) y otro de helio de 633-nm

(para el Mitotracker Deep Red). La fluorescencia del YO-PRO-1 y SCSA fue
%fi Triesta Cuerda 10
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leida usando un filtro 525/25BP. Mientras, en el caso del Pl y el Mitotracker
Deep Red se emplearon filtros 615DSP y 675/40BP respectivamente. Para
cada muestra, fueron grabadas aproximadamente unas 10.000 células. El
analisis de los datos de citometria fue llevado a cabo usando el software
WEASEL v.2.6 (WEHI; Melbourne, Victoria, Australia). Se evaluaron los
siguientes parametros espermaticos:

- La viabilidad espermética (estado del plasmalema) fue evaluada con YO-
PRO-1 (0.1 yM) y Yoduro de Propidio (PIl) (10 uM). ElI YO-PRO-1 permite
discriminar aquellos espermatozoides con un aumento en la permeabilidad de
la membrana y el Pl marca aquellas células espermaticas con la membrana
dafada. Los espermatozoides fueron incubados en oscuridad a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Se identificaron tres subpoblaciones diferentes:
espermatozoides viables (YO-PRO-1-/Pl-), espermatozoides apoptoéticos (YO-
PRO-1+/PI-) y espermatozoides muertos (YO-PRO-1+/PI +); dos de las cuales
fueron tenidas en cuenta en este trabajo: espermatozoides viables (YO-PRO-1-
/PI-) y espermatozoides apoptéticos (YO-PRO-1+/PI-).

- La actividad mitocondrial fue evaluada con una combinacién de YO-PRO-1
(0,1 uM) y Mitotracker Deep Red (0,1 uM). En este caso mediante el uso del
Mitotracker se identificaron las mitocondrias activas, mientras que con el YO-
PRO-1 se discriminé los espermatozoides con la membrana integra de los que
presentaron un aumento de la permeabilidad (Martinez Pastor et al. 2010). Al
igual que en el caso anterior, los espermatozoides fueron incubados en
presencia de los fluorocromos en oscuridad durante 20 minutos.

- El estado del ADN se evalu6 mediante el sperm chromatin stability
assessment (SCSA,). Para ello se utilizé el colorante metacromatico naranja de
Acridina, que se intercala con las hebras de la cromatina, dando fluorescencia
verde en las zonas con ADN intacto y rojo en las zonas con ADN dafiado como
describié Evenson et al. (2002). Las muestras (5 pl) fueron diluidas en medio
TNE (500 ul), congeladas en nitrogeno liquido y conservadas a -80° C hasta su
evaluacion. En el momento de la evaluacion las muestras fueron
descongeladas a 37° C en un bafio Maria. Posteriormente se afiadieron 400
de solucién detergente y treinta segundos después se incorpord el colorante
Naranja de Acridina (1,2 ml) (Evenson et al., 2002). La lectura se realiz6 a los
aria Sriesta Cuerda 11
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dos minutos y medio. El pardmetro utilizado en este trabajo, fue el indice de
fragmentacion del ADN (% DFla). Este indice de fragmentacién informa sobre
la cantidad de emision roja que produce una muestra del total de fluorescencia
emitida.

2.6 Andlisis estadistico.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con el software SPSS
2.15.0 para Windows (SYSTAT Software Inc., Evanston, IL, USA). Se realizd
un GLM-Anova para evaluar el efecto de los diferentes antioxidantes sobre la
calidad seminal de las muestras esperméticas tras la descongelacién y tras 2
horas de incubacion a 37° C. Los datos fueron expresados como media =+
error. La comparacion de medias entre los tratamientos fue realizada usando el
test de Bonferroni. Se considerd la existencia de diferencias significativas en

aquellos casos en los que p<0,05.

3. Resultados.

Los efectos producidos por la adicién de los tratamientos antioxidantes al
diluyente de congelacién sobre la calidad seminal a la descongelacion
muestran distintas respuestas en los parametros analizados.

Los resultados de motilidad, de integridad acrosomal y los parametros de
caracterizacién del movimiento obtenidos tras la descongelacién y a las 2 horas
de incubacion a 37° C se muestran en la Tabla 1. A la descongelaciéon no se
encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre los distintos tratamientos
antioxidantes. Sin embargo, tras el periodo de incubacién se encontraron
diferencias en los parametros de VCL y ALH entre tratamientos, presentando el
valor mas bajo para estos parametros las muestras espermaticas congeladas
con un diluyente con 5 mM de melatonina en relacion al control (Tabla 1).

En relacion a las evaluaciones llevadas a cabo con el citbmetro de flujo, se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos a la descongelacion
para diversos parametros. Asi, las muestras espermaticas congeladas con 5
mM de la melatonina presentaron una viabilidad menor (p < 0,05) en relacion al
control. No existieron diferencias (p > 0,05) entre el resto de tratamientos
antioxidantes y el control en relacién a este parametro (Tabla 2). Por otra parte,
la crocina incluida en el diluyente de congelacion a diferentes concentraciones
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fue capaz de disminuir el porcentaje de espermatozoides apoptéticos en
relacién al control (p < 0,05) (Tabla 2). En relacion a la actividad mitocondrial,
las muestras espermaticas congeladas con un diluyente con 2,5 mM de
melatonina presentaron un valor menor (p < 0,05) en relacion a los diluyentes
suplementados con 0,75 mM y 1 mM de crocina, no encontrandose diferencias
significativas (p < 0,05) entre estos tratamientos antioxidantes y el resto (Tabla
2). Tras un periodo de incubacion de 2 horas a 37 °C se siguio observando que
las muestras congeladas con crocina a diferentes concentraciones fueron las
Unicas capaces de disminuir (p < 0,05) el porcentaje de espermatozoides

apoptéticos en relacién con el control.
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Tabla 1. Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de antioxidantes al diluyente de congelacién sobre la calidad seminal a

la descongelacién en muestras espermaticas epididimarias de ciervo Ibérico

Diluyentes de congelacion

Evaluacion espermética Control Crocinaos Crocinapg7s Crocina; Melatonina; Melatonina,s Melatoninas  Trolox;
Después de la descongelacion (0Oh)
Motilidad individual (%) 57,5+3,2 62,4+3,3 62,91£3,2 62,9+3,2 55,9+3,3 51,9+£3,2 53,4%3,3 58,1+3,2
Integridad acrosoma 56,0£3,5 57,9+3,6 57,3t3,5 58,8+3,5 56,2+3,6 53,5+3,5 53,9+3,6 56,8+3,5
VCL (um/s) 96,4+3,7 104,5£3,8 103,6+£3,7 106,0£3,7 95,7+3,8 93,6%3,7 94,4+3,8 97,8+3,7
LIN (%) 32,6x1,1 33,8+1,1 33,9+1,1 33,3x1,1 35,0£1,1 33,9+1,1 35,6x1,1 33,2+1,1
ALH (um) 3,9%0,2 4,1+0,2 4,0£0,2 4,1+0,2 3,6+0,2 3,6+0,2 3,5+0,2 3,8+0,2
Después de laincubacion (2h)
Motilidad individual (%) 44,2+4.2 45,714,3 50,0+4,2 48,314,2 38,0+4,3 37,0£4,2 34,8+4,4 43,314,2
Integridad acrosoma 38,6+2,7 38,8+2,8 36,9+2,7 38,9+2,7 41,0+2,8 36,8+2,7 36,0+2,8 41,4427
VCL (unvs) 85,0+3,7° 80,6+3,8% 83,8£3,7% 78,3+3,7%* 74,7+3,8%®  70,2+3,7%®  67,3#3,9° 73,9+3,7%
LIN (%) 31,0£1,1 29,7+1,1 31,4+1,1 31,1+1,1 33,3%1,1 32,3%1,1 31,9+1,1 31,1+1,1
ALH (um) 3,4+0,1* 3,2#0,1%®  3,3%0,1* 3,120,1%° 2,8+0,1%  2,7+0,1* 2,6+0,1°  2,9+0,1%°
Los datos estan expresados como media + error tipico (n=26)
Los valores de cada parametro que presenten diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05)
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Tabla 2. Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de antioxidantes al diluyente de congelacién sobre la calidad seminal a

la descongelacién evaluada mediante citometria de flujo en muestras esperméticas epididimarias de ciervo Ibérico.

Diluyentes de congelacion

Evaluacion espermética Control Crocinaos Crocinapg7s Crocina; Melatonina; Melatonina,s Melatoninas  Trolox;
Después de la descongelacion (0Oh)
YOPRO-1—/, (%) 58,243,6% 50,2+3,7% 52,1+3,6% 48,0+3,6% 43,7¢3,7% 302+36%  34,1+3,8" 46,9+3,6%
YOPRO-L—/ () 17,3+1,5" 13,9+1,6° 13,9+15° 13,9+15* 192+16% 14,8+15" 16,1+1,6% 21,1+15"
YOPRO A= 14 ) 30,5¢2,8% 342:29% 37,2:2,8° 37,6:2,8° 271229 246:28°  260£30" 30,9:2,8%
Después de laincubacion (2h)
YOPRO-L—/, (%) 39,1+2,8 39,2:+2,8 38,9+28 37,8+28 335+2,8 29,8428  27,5+29  36,1+2,8
YOPRO-1Z/ . () 12,8:0,9* 7,8£0,9° 7,3:0,9" 6,7:09° 11,3%0,9® 95:09%°  93+10% 12,0£0,9°
YOPRO 14 . () 29,7+2,8 31,0£2,9 34,6+2,8 32,8+2,8  27,4+2,9 23,9+2,8  23,7+2,9 28428
Los datos estan expresados como media + error tipico (n=26)
Los valores de cada parametro que presenten diferentes superindices indican diferencias significativas ( p < 0,05)
YOPRO '1% p_: espermatozoides viables
YOPRO '1% p. | espermatozoides apoptéticos
YOPRO '1_A/IIT . : espermatozoides con mitocondria activa.
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La integridad del ADN no se vio casi afectada por el proceso de
congelacion presentando bajos valores de % DFI todos los tratamientos
estudiados no existiendo diferencias significativas (p > 0,05) entre los

diluyentes de congelacion utilizados (Gréfico 1)
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Gréafico 1. Efecto de la adicién de antioxidantes sobre darios en el ADN de

espermatozoides ciervo evaluados mediante citometria.
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4. Discusion.

En este trabajo se evalué el efecto de la adicibn de diferentes
antioxidantes, melatonina, crocina y trolox a distintas concentraciones sobre la
calidad seminal de muestras espermaticas epididimarias de ciervo Ibérico a la
descongelacion. Estos antioxidantes han sido utilizados previamente en esta
especie por Dominguez-Rebolledo et al., 2010. Sin embargo, en aquel estudio
los antioxidantes fueron adicionados una vez descongeladas las muestras
espermaticas. Por lo tanto, esta es la primera vez que se valora si la
melatonina, la crocina y el trolox protegen a los espermatozoides epididimarios
de ciervo Ibérico frente al procedimiento de congelacion.

Son conocidos los efectos negativos producidos por los procesos de
enfriamiento y congelacion sobre la calidad espermética (Watson, 2000;
Fernandez-Santos et al., 2007; Dominguez-Rebolledo et al., 2009), siendo la
principal consecuencia de éstos la induccién de estrés oxidativo (Aisen et al.,
2005). Teniendo en cuenta que en este trabajo las muestras con las que se
trabajéo fueron muestras epididimarias en las que los espermatozoides se
encuentran desprovistos del plasma seminal, este efecto dafiino se podria
acrecentar, pues éstos podrian ser mas susceptibles al estrés oxidativo por
estar exentos de la proteccion que el plasma seminal les atribuye (Chen et al.,
2002; O et al., 2006). De este modo, es posible que, la adicion de antioxidantes
al diluyente de congelacion ejerza un efecto protector sobre los
espermatozoides durante el desarrollo de estos procesos, lo que se veria
reflejado tras la descongelacion, en un mejor valor de los parametros de
calidad seminal.

Como se observa en este trabajo, los parametros de motilidad no se vieron
influenciados por la presencia de antioxidantes en el medio de congelacion tras
la descongelacion. Sin embargo, si se observd un efecto negativo en las
muestras tratadas con melatonina a una concentracion de 5 mM tras un
periodo de incubacién a 37 °C durante 2 horas. Asi pues, las muestras
espermaticas congeladas con este diluyente tuvieron unos valores de VCL y
ALH menores que los del control. Estos resultados no coinciden con los
obtenidos por Dominguez-Rebolledo et al. (2010) los que demostraron un
aumento del ALH respecto del control en las muestras tratadas con melatonina
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5 mM. Esto podria ser debido a que los efectos de la melatonina dependen en
gran medida de las condiciones experimentales y del tipo de muestra.

En relacion a los resultados de motilidad obtenidos en este trabajo para la
crocina los resultados son diferentes a aquellos obtenidos por Dominguez-
Rebolledo et al. (2010). Asi, estos autores encontraron que cuando se afladia a
las muestras descongeladas 1 mM de crocina se provocaba un importante
estimulo de la motilidad. Estas diferencias con nuestro trabajo pudieron ser
debidas al hecho de que la adicion del antioxidante se realizd al diluyente de
congelacion, el cual, debido al proceso de congelacion-descongelacién, hubiera
sufrido un desequilibrio redox u otro cambio en su composicién lo que pudo
provocar, y en relacibn a lo que Dominguez-Rebolledo et al. (2010)
especularon, un bloqueo de su capacidad para favorecer el metabolismo
celular, no produciéndose asi el aumento de la motilidad consecuente de ese
posible incremento de la tasa metabdlica.

En cuanto a los resultados de integridad del acrosoma que hemos
obtenido, la adicion de antioxidantes no mejoré significativamente el porcentaje
de espermatozoides con acrosoma integro. Conocida es la importancia del
mantenimiento del buen estado del acrosoma, pues es esta zona la que va a
permitir la unién del espermatozoide a la zona pelicida del ovocito
(Wassarman, 1988). Nuestros resultados no coinciden con los de otro estudio
en los que se demuestra que la adicibn de sustancias antioxidantes, en
concreto la superdxido dismutasa (SOD), a los medios de congelacién provoca
mejores resultados en el porcentaje de acrosomas integros que los controles
en especies como el muflon europeo (Ovis orientalis musimon) (Berlinguer et
al., 2003). Esto pudo ser debido a que en el estudio de Berlinguer et al. se
utilizaron muestras eyaculadas de muflon mientras que nuestras muestras
procedian del epididimo. El contacto de los espermatozoides con el plasma
seminal incluye la eliminacion o alteracion de macromoléculas integradas en la
membrana plasmatica (Austin, 1985). Es posible que estos cambios, que se
localizan particularmente sobre la zona del acrosoma, hagan mas probable la
fusion de las membranas plasmatica y acrosomica saliendo el contenido del
organulo, de modo que la mejora del porcentaje de espermatozoides con
acrosomas intactos respecto del control obtenida por Berlinguer et al. podria
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haber sido debida a que la SOD tiene un efecto ralentizador de este proceso de
fusion de membranas. Para nuestro caso, el hecho de no haber entrado en
contacto con el plasma seminal hace que estos cambios en la membrana no se
hayan producido de manera que los antioxidantes no ejercen ningun efecto a
este nivel, no obteniéndose variaciones en los resultados entre tratamientos y
control.

En lo que a pardmetros espermaticos evaluados mediante citometria de
flujo en este estudio se refiere, el antioxidante crocina fue eficaz para disminuir
el porcentaje de espermatozoides apoptoéticos, tanto tras la descongelacion
como después de la incubacién, obteniendo tras ésta un descenso de estas
poblaciones respecto del control. La concentracion 0,75 mM también presentd
un descenso de esta poblacidén respecto al tratamiento con trolox. Estos datos
coinciden con los obtenidos por Dominguez-Rebolledo et al. (2010) los cuales
demostraron que la crocina es un antioxidante que mantiene la estabilidad de
las membranas plasmaticas. Ademas, los resultados obtenidos en este trabajo
son similares a los que consiguieron Ochiai et al, 2007 en el que se demostro
gue la crocina previene de la apoptosis en distintos tipos celulares.

En nuestro trabajo la concentracion 5 mM de melatonina fue la mas
perjudicial para las muestras espermaticas congeladas con este diluyente.
Estos resultados no coinciden con Dominguez-Rebolledo et al. (2010), en los
que los diluyentes suplementados con melatonina no presentaron variaciones
en las poblaciones de espermatozoides vivos y apoptoticos respecto del control
y con el resto de tratamientos. Sin embargo, si hay concordancia con lo
obtenido por Succu et al. 2011 y por Casao et al. (2010), quienes demostraron
que la congelacion de semen de ovino con diluyente suplementado con
melatonina en el estudio realizado por los primeros, y su adicibn a semen
fresco de ovino a los segundos, afectaba a la viabilidad de los espermatozoides
a la descongelacién y tras incubacion, respectivamente, aumentando las
poblaciones de apoptéticos en detrimento de la poblacion de espermatozoides
viables. Todo lo anterior vuelve a recordarnos, la diversidad de respuesta de la
melatonina en funcion de las condiciones experimentales.

Los efectos de la suplementacion con trolox 1 mM se encuentran a caballo
entre los tratamientos de crocina y melatonina, en lo que a viabilidad se refiere,
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pero de igual manera, su adicion resultd negativa pues la viabilidad obtenida
con este tratamiento fue menor que la que se obtuvo con el control. Estos
resultados son comparables a los obtenidos por Fernandez-Santos et al.
(2007), los cuales mostraban un descenso de la viabilidad en las muestras
tratadas con vitamina E respecto al control. Este descenso en la viabilidad a la
descongelacion puede ser debido, como ya aventuraron Cao y Culter en 1993,
a que la vitamina E actie mas como un estimulador de la oxidacion mas que
como un antioxidante, lo que viene apoyado por otros estudios en los que se
distinguieron efectos negativos de la suplementacion con vitamina E en
parametros de calidad seminal, como son descensos de la motilidad en semen
de humanos (Donnelly et al., 1997) y en semen de morueco (Upreti et al.,
1997).

En cuanto al estado de las mitocondrias ninguno de los tratamientos
presentaron diferencias significativas con el control, pero si se observé que los
diluyentes con crocina a 0,75 mM y 1 mM son mas beneficiosos para el estado
de las mitocondrias que el uso de melatonina 2,5 mM. Nuestros resultados no
son similares a los obtenidos por Leon et al. (2005) lo cuales demostraron que
la melatonina ejercia una accion protectora en la mitocondria. Tampoco lo son
a los obtenidos por Dominguez-Rebolledo et al. (2010), en los que se
observaba una toxicidad para la mitocondria en los tratamientos con crocina.
Estas diferencias con Dominguez-Rebolledo et al. podrian ser debidas a que
los momentos de adicion del antioxidante son diferentes, de modo que el hecho
de incorporar la crocina tras la descongelacién pudo desencadenar patrones de
comportamiento en el metabolismo de los espermatozoides diferentes lo que
hace que los resultados no sean comparables.

Los resultados de las muestras diluidas con suplementacion con trolox no
son similares a los obtenidos por Fernandez-Santos et al. (2007), en los que,
se observd un efecto nocivo de este antioxidante tanto a la concentracion de
3,2y 6,4 mM, con respecto al control para la actividad mitocondrial tanto a la
descongelacion como después de la incubacién, mientras que en nuestro caso,
Uunicamente se observo un ligero descenso de la actividad tras la incubacion.
Esto pudo ser acarreado por las diferencias en las concentraciones entre
ambos estudios, correlaciondndose la cantidad de antioxidante con el efecto
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generado, de manera que en nuestro caso, al ser una concentracion baja,
comparada con la del otro estudio, no se manifesté el verdadero efecto del
antioxidante y si lo hubiera hecho en el estudio de Ferndndez-Santos et al.
(2007). De ahi que la disminucion obtenida tras la incubacion en nuestro
estudio hubiera podido ser consecuencia del tiempo que ésta se postergo.

Por ultimo en los resultados del analisis del ADN, no se han encontrado
diferencias en el estado del ADN entre los diferentes diluyentes adicionados
con antioxidantes. Nuestros resultados estan en consonancia con el obtenido
por Baumber et al. (2005), el cual demostrd que la adicion de antioxidantes no
mejoraba el estado del ADN en semen de caballo. Sin embargo, los resultados
del tratamiento de melatonina a 1 mM, dejan ver una discreta disminucién del
dafio en el ADN, lo que vendria a coincidir con lo que en otros trabajos
anteriores se habia observado. En particular, Dominguez-Rebolledo et al.
(2010) con el tratamiento de Melatonina 1 mM, obtuvieron una reduccion
minima, asi como en otras especies, concretamente en la ovina, con la que
Succu et al. (2011) consiguieron evidencias de que la adicion de melatonina, de
nuevo a una concentracion de 1 mM, durante la crioconservacion de semen de
morueco mitigd el dafio en éste. No obstante, en rasgos generales, los
resultados obtenidos muestran que el dafio en el ADN tras la congelacion fue
minimo para los diferentes tratamientos. Una de las razones que se plantean
para explicar este hecho podria ser la alta compactacion que presenta la

cromatina en esta especie.
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5. Conclusiones.

1. La adicion de melatonina a una concentracion de 5 mM al diluyente de
congelacion disminuye a la descongelaciéon los parametros de VCL, ALH y la
viabilidad en espermatozoides epididimarios en relacion a un tratamiento sin

antioxidante

2. La adicion de 2,5 mM de melatonina al diluyente de congelacion
disminuye a la descongelacién el porcentaje de espermatozoides epididimarios

con mitocondrias activas en relacién al tratamiento sin antioxidante.

3. La adicién de crocina a las concentraciones 0,5, 0,75 y 1 mM disminuye
el porcentaje de espermatozoides apoptéticos en relacion con el diluyente
adicionado con trolox y con el diluyente sin antioxidante.

4. El antioxidante Trolox adicionado a una concentracion de 1 mM en el
diluyente de congelacién no mejoroé la calidad seminal a la descongelacion de

las muestras espermaéticas epididimarias de ciervo Ibérico.
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