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RESUMEN

Efecto del extracto de Moringa oleifera sobre la calidad y capacidad de

fecundacion in vitro del semen criopreservado de ovino

Por:
José Julian Guedea Betancourt

Maestro en Ciencia Animal
Departamento de Ciencias Veterinarias
Universidad Autonoma de Ciudad Juérez

Director de tesis: Dr. José Maria Carrera Chavez

Evaluar el efecto de la adicién de extracto de semilla de Moringa oleifera sobre la actividad
antimicrobiana, la capacidad antioxidante, y de fecundacion in vitro en el semen criopreservado
de ovino. Se utilizaron cinco tratamientos: control (antibiético convencional); testigo (sin
antibidtico); y tres tratamientos con concentraciones de M. oleifera de: 1.0, 10.0 y 50.0 mg/mL.
Se evaluaron las caracteristicas espermaticas post-criopreservacion mediante analisis de semen
asistido por computadora. La actividad antimicrobiana se determiné utilizando un método de
dilucién y la capacidad antioxidante mediante el método FRAP. La técnica de FIV heteréloga
se realiz6 para medir la tasa de fecundacion. En la evaluacion post-criopreservacion, la motilidad
progresiva y rapida fue diferente en el tratamiento de 10.0 mg/mL (P < 0.05). En viabilidad de
membrana, existié una diferencia significativa en los tratamientos de 1.0 y 10.0 mg/mL. En
integridad del acrosoma y mitocondrias activas no existieron diferencias significativas entre
tratamientos (P > 0.05). Todos los tratamientos de M. oleifera mostraron una inhibicion
microbiana comparada con el tratamiento control. La capacidad antioxidante del extracto de
semilla de M. oleifera en las concentraciones de 50.0 y 10.0 mg/mL mostré una diferencia
estadistica significativa (P < 0.05). La capacidad de fecundacién fue mayor en los tratamientos
de 10.0 mg/mL y testigo (P < 0.05). La adicion de 10.0 mg/mL del extracto de M. oleifera puede
considerarse como un buen sustituto del antibiotico convencional en el diluyente del semen de
ovino, ya que inhibe el desarrollo de microorganismos, y por su capacidad antioxidante

coadyuva a preservar las diferentes caracteristicas esperméticas del semen.

Palabras clave: antimicrobiana, antioxidante, crioconservado, heter6loga, Moringa oleifera,

semen
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1. INTRODUCCION

La inseminacién artificial y la fertilizacion in vitro son de gran interés, ya que el congelamiento
del semen es esencial en los programas de cria y de seleccidn con el fin de aumentar la produccion
de especies domésticas. La importancia del diluyente en la conservacion del semen es suministrar
a los espermatozoides una fuente de energia, proteger a las células de dafios relacionados con la
temperatura y mantener un ambiente adecuado para que los espermatozoides sobrevivan
temporalmente (Dorado et al., 2007). Aun con la adicion del diluyente, el proceso de congelacién
y descongelacion de los espermatozoides afecta negativamente a la calidad de estos.
Especificamente, el congelamiento induce estrés osmatico, alta produccion de especies reactivas
de oxigeno por sus siglas en inglés (ROS), dafio al ADN del espermatozoide, desestabilizacion
de la membrana espermatica y disfuncién de mitocondrias espermaticas (Vichas et al., 2017).
Aunqgue la generacion de ROS cumple una importante funcion en la fisiologia espermatica
normal, debido a los ROS activan al espermatozoide en la fecundacion, un desequilibrio entre su
produccion y degradacion causa efectos adversos sobre el espermatozoide (Membrillo et al.,
2011). Otros efectos adversos sobre la calidad de los espermatozoides durante el proceso de
congelacion resultan en un aumento en el nimero de células apopt6ticas en comparacion con el
semen fresco. Dentro de los principales factores perjudiciales durante la criopreservacion es el
del dafio oxidativo (Membrillo et al., 2011; Schulze et al., 2016).

Otra problemaética que afecta la calidad y vialidad del semen es la contaminacion y resistencia
bacteriana que tiene efectos nocivos en el espermatozoide. Varios géneros de bacterias han sido
identificados en muestras de semen de diversas especies animales. Y ciertas bacterias tienen
efectos perjudiciales sobre la calidad del semen almacenado a baja temperatura (Yaniz et al.,
2010). Lo anterior se debe a que la recoleccion de semen en animales de granja no es un
procedimiento estéril, por lo que cierto grado de contaminacion por bacterias no puede evitarse.
En los carneros, el semen generalmente es recolectado con una vagina artificial de bordes abiertos
gue podria estar contaminada con bacterias de la superficie y prepucio del pene, en consecuencia,
las bacterias podrian contaminar el semen, comprometiendo su calidad durante el
almacenamiento. Para minimizar los efectos adversos de la contaminacion bacteriana, se han
incluido antibi6ticos en la composicion de los diluyentes de semen de carneros para evitar la
proliferacion de bacterias (Yaniz et al., 2010). Por otra parte los agentes antimicrobianos son de
gran importancia para el control del crecimiento bacteriano. Para contrarrestar la resistencia
bacteriana a los antibi6ticos convencionales, se deben desarrollar agentes antimicrobianos que
actlien a través de diferentes mecanismos de accion (Schulze et al., 2016). Una opcion ante la
probleméatica causada por estrés oxidativo, resistencia y contaminacion bacteriana son los

compuestos bioactivos de las plantas, algunos de ellos cuentan con actividad antioxidante y



antibacteriana. Los extractos de la planta Moringa oleifera, tanto de hojas, semillas y raices,
tienen gran actividad antibacteriana y antioxidante (Viera et al., 2010; Sokunbi et al., 2015). En
éste trabajo se propone al extracto de semilla de M. oleifera como un sustituto de los antibiéticos
convencionales en el diluyente del semen; ademas se postula que puede proteger al
espermatozoide del dafio oxidativo ocasionado por las ROS.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Tecnologias de la reproduccion

A través de los afios, los cientificos han avanzado en las técnicas de manipulacion de la actividad
y funciones reproductivas en las diversas especies domésticas, desarrollando tecnologias como la
inseminacion artificial (1A), la sincronizacion del celo, la superovulacion, la transferencia de
embriones (TE) y la fertilizacion in vitro (FIV). Sin embargo, en las décadas més recientes han
aparecido nuevas tecnologias como la produccion de embriones in vitro (P1V), la criopreservacion
de gametos y cigotos, y la seleccion del sexo de embriones y espermatozoides. Estas tecnologias
han aportado diversas herramientas que permiten manipular la actividad reproductiva con el
propdsito de propagar con rapidez animales de interés y sus genes. Asimismo, han permitido
seleccionar genéticamente dichos animales con el fin de mejorar la calidad sus crias (Cérdova-

Izquierdo et al., 2011; Bury, 2014). Algunas de estas tecnologias se mencionan a continuacion.

2.1.1 Inseminacion artificial

La IA es un método de reproduccion asistida en el que se obtiene el semen del macho para
introducirlo posteriormente en el aparato reproductor de la hembra de forma manual o por medio
de instrumentos especializados. En este sistema no existe contacto directo entre el macho y la
hembra (Cérdova-lzquierdo et al., 2006). Existen varios tipos de IA en animales de granja, los
cuales tienen gran importancia en la explotacion, por su alto porcentaje de efectividad como
medio de reproduccion. Los métodos difieren en cuanto a su complejidad y expectativas de éxito
en ovejas, la IA puede ser vaginal, cervical, transcervical o intrauterina (Cérdova-lzquierdo et al.,
2006).

La IA en los rumiantes se ha practicado por mas de 50 afios, volviéndose rutinaria. Se ha empleado
con gran eficacia semen fresco diluido, pero también semen congelado-descongelado. El
desarrollo de un método de inseminacidn intrauterina, con la ayuda de un laparoscopio, ha hecho
que el uso de semen congelado en ovejas sea una propuesta viable. La inseminacion intrauterina
por laparoscopia es probablemente uno de los desarrollos méas importantes en la IA de ovejas
(Salamén et al., 2000; Hafez et al., 2001). En relacion a lo anterior, Menchaca et al. (2004)
mencionan que la IA permite un uso mas eficiente de los machos superiores en programas
genéticos lo que puede generar un impacto econémico importante que justifica su aplicacion en
los sistemas de produccién comercial.

El principal objetivo de la IA es obtener un método simple, preciso, rapido, masivo y econémico
para inducir la fecundacion en diferentes especies. Muchos factores influyen en la fertilidad
después de la IA, por ejemplo: nimero de espermatozoides; técnica de conservacion de semen

(congelado, refrigerado, en fresco), técnica de inseminacion, tiempo de inseminacion, tipo de celo



(natural o inducido/sincronizado), tratamiento hormonal, edad, raza; estacion del afio, factores de

estrés y salud del animal (Papadopoulos et al., 2015).

2.1.2 Transferencia de embriones

B¢ et al. (2013) sefialan que la industria comercial de TE en bovinos evolucion6 a principios de
los afios 70, con la introduccion de razas continentales de ganado en Norteamérica. Desde
entonces, el uso de la tecnologia de TE en la cria de ganado ha seguido aumentando en el mundo.
Hoy en dia, se producen méas de 750,000 embriones se producen anualmente a partir de donadoras
superovuladas y mas de 450,000 embriones utilizando técnicas in vitro.

La TE en bovinos es una tecnologia reproductiva que ha tenido gran avance ya que para el afio
2015, 127,980 embriones de bovinos (obtenidos in vivo e in vitro) fueron transferidos esto incluyd
112,387 embriones transferidos en América del Sur, que representan 35% de la actividad mundial.
Las hembras receptoras juegan un papel critico en el éxito de la TE. Sin embargo, el alto costo
del mantenimiento de las receptoras y la baja eficiencia de los programas basados para la
sincronizacion del estro en receptoras. Los protocolos hormonales que utilizan la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) y prostaglandina F2a. 0 progesterona y estradiol han sido
utilizados con éxito para controlar la dindmica ovérica (crecimiento folicular y formacién de
cuerpos lateos) y para sincronizar la ovulacion sin la necesidad de deteccion del celo esto se
denomina TE en tiempo fijo (Pietro et al., 2010). La TE en pequefios rumiantes se ha venido
desarrollando durante los dltimos 35 afios. Durante este tiempo los métodos han mejorado
considerablemente y una serie de técnicas se han desarrollado para la manipulacién y

almacenamiento de los embriones (Soberano-Martinez et al., 2011).

Por otra parte la tecnologia de TE esta siendo utilizada en todo el mundo porque tiene un riesgo
relativamente bajo de transmitir enfermedades. Ademas, uno de los factores mas importantes
asociados con el éxito y la aplicacién generalizada de esta tecnologia es la evaluacion de los
embriones antes de la congelacion y/o transferencia a una receptora (B6 et al., 2013).

Herradon et al., (2007) mencionan que la utilizacion de la FIV para la produccion de embriones
en rumiantes ha permitido demostrar sus numerosas aplicaciones, entre las que se pueden
destacar: 1) un aumento en el rendimiento de los programas de produccién de embriones a partir
de hembras de elevado valor genético, ya que este procedimiento permite obtener ovocitos en
novillas de mas de 6 meses de edad y en vacas durante el primer trimestre de gestacion y a partir
de las 2-3 semanas del periodo posparto; 2) producir embriones a muy bajo costo, lo que permite
transferir embriones de razas carnicas en rumiantes de aptitud lactea no destinadas a la recria o
utilizarlos para tratar la infertilidad derivada de problemas de ovulacion, fecundacion o mortalidad
embrionaria precoz; 3) obtener descendientes de hembras de elevada calidad genética que deban

ser sacrificadas por padecer enfermedades, infertilidad, por su avanzada edad o durante los

4



programas de erradicacion de enfermedades infecciosas (tuberculosis, brucelosis, leucosis); 4)
aprovechamiento de animales con determinadas formas de infertilidad: machos con oligospermias
severas 0 hembras con alteraciones estructurales o funcionales del tracto genital; 5) incrementa la
eficacia de los procedimientos de seleccion mediante la aplicacion de técnicas de diagndstico
preimplantacional para identificar variantes alélicas de algunos genes de interés productivo; 6)
facilita la utilizacion de semen sexado (Herradon et al., 2007).

2.1.3 Fertilizacion in vitro

Durante la FIV ovocitos maduros son expuestos a espermatozoides capacitados, de tal forma que
se produzca la fecundacion fuera del oviducto materno. El éxito del procedimiento de la FIV se
demuestra al producir individuos vivos, utilizando tanto ovocitos madurados in vivo o0 madurados
in vitro, aunque la eficiencia de estos procesos es inferior a la fecundacion natural (Cabrera et al.,
2009).

La FIV, es una herramienta valiosa en el campo de la investigacion y ofrece una nueva area de
biotecnologia préactica en la reproduccion animal asistida, como prueba de fertilidad en los
animales reproductores y mejor aprovechamiento del potencial biolégico que poseen, tanto las
hembras como los machos de los animales de granja. La historia de la FIV en mamiferos se
remonta al afio 1878, cuando se fecundaron in vitro ovocitos de coneja, con espermatozoides
homologos. La tecnologia moderna de la FIV se inicié en el afio 1959 cuando se observé a través
del microscopio por primera vez este fenébmeno en gametos de conejo. Desde entonces, esta
biotecnologia ha contribuido de manera definitiva al estudio de la reproduccién en animales
incluyendo seres humanos (Coérdova-lzquierdo et al., 2011). En pequefios rumiantes, la
produccién de embriones in vitro muestra gran variabilidad debido a que los componentes de los
medios utilizados son limitados si se comparan con los del fluido uterino o bien por la falta de
sustratos adecuados para la sintesis de nuevos compuestos. Los protocolos para la PIV, precisan
de la exposicion de los ovocitos y embriones a tres diferentes medios durante cada una de las
fases, que incluyen la maduracion (MIV), fertilizacién (FIV) y desarrollo in vitro de los embriones
(DIV) (Soberano-Martinez et al., 2011).

La FIV se puede aplicar en el ambito de la produccion animal, como la preservacion de especies
en vias de extincion y supone un sistema modelo para el estudio de interacciones celulares y
moleculares de la fecundacion de los mamiferos. En un principio, se orient6 principalmente al
estudio de factores involucrados en la fecundacion, capacitacion espermatica, maduracion del
ovocito, mecanismo intimo de la interaccién entre gametos, asi como al estudio de sefiales que
intervienen en procesos de desarrollo y diferenciacion del embrion, los cuales, en la actualidad,
han tomado gran importancia, tanto en animales como en humanos. Esta técnica se aplica de

forma rutinaria en casi todas las especies de mamiferos, para valorar la capacidad fecundante de



los espermatozoides, lo que permite clasificar y seleccionar a los mejores reproductores en
funcion de la calidad de su material germinal (Cordova-lzquierdo et al., 2011).

Cabrera et al. (2009) y Ancco et al. (2015) mencionan que la FIV, proporciona una herramienta
valiosa que amplia las tecnologias aplicadas disponibles en reproduccion animal.

Por otro lado Cordova-lzquierdo et al. (2011) encontraron que los elementos que intervienen para
el éxito de la FIV son: el espermatozoide, la capacitacion espermaética, el ovocito, el cultivo in
vitro de los ovocitos, volumen del medio, tiempo de cultivo y la valoracion de los resultados de
la FIV. Garcia-Alvarez et al. (2009) y Ancco et al. (2015) mencionan que, en bovinos, se ha
demostrado que el donante del semen influye en gran medida el resultado de fecundacién y cultivo
de embriones, ya que los espermatozoides demuestran su habilidad para penetrar la zona pellcida

(ZP) y realizar una fecundacién y completar su desarrollo.

2.1.4 FIV heterdloga

Enanimales, la FIV heteréloga suele ser un método atractivo para evaluar la capacidad fertilizante
de espermatozoides frescos o congelados-descongelados (Valente et al., 2009; Taberner et al.,
2010).

La FIV heteréloga es un método atractivo para evaluar la capacidad fertilizante del
espermatozoide congelado-descongelado en diferentes especies, ya que no requiere el uso de
gametos homologos de gran valor o de complicada obtencion. Ademas, en comparacion con la
IA, la FIV heter6loga requiere una cantidad mucho menor de espermatozoides. Por lo tanto, la
funcién del espermatozoide puede ser probada completamente mientras se preservan valiosos
gametos masculinos (Kouba et al., 2001).

Bastidas et al. (1997) indicaron que la FIV homologa, ha sido utilizada para evaluar el potencial
fertilizante de espermatozoides en diferentes especies de mamiferos. Sin embargo, una adecuada
provision de ovocitos constituye un requerimiento basico para el estudio de fertilidad en algunas
especies, ya que el examen macro y microscépico del semen (volumen, motilidad, concentracion
y porcentaje de espermatozoides anormales) como anélisis aislado ha tenido un valor limitado en
la prediccion de la fertilidad (Bastidas et al., 1997). Por consiguiente, el establecimiento de la
técnica de FIV heterdloga, utilizando ovocitos de vaca (fuente abundante de ovocitos bovinos
provenientes de matadero) y, por ejemplo; semen de bufalo, constituiria una metodologia util para
evaluar el potencial fertilizante de semen congelado y fresco de bdfalos (Bastidas et al., 1997).
Taberner et al. (2010) sefialan que se ha utilizado FIV homdloga para predecir la fertilidad en
machos utilizando ovocitos con la ZP intacta. Sin embargo, a menudo es dificil obtener ovocitos
de la misma especie que el semen donante, especialmente si esta especie es salvaje 0 esta en
peligro de extincion.

Kouba et al. (2001) y Soler et al. (2008) afirman que la FIV heteréloga es un método para evaluar
la capacidad fertilizante de los espermatozoides, ya que las muestras en especies silvestres no

requiere el uso de gametos homologos. Estos mismos autores mencionan que las especies
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cruzadas en la fertilizacion de los ovocitos ha sido un éxito, usando espermatozoides
criopreservados en ciervos y bovinos no domésticos (Kouba et al., 2001; Soler et al., 2008). Todas
las tecnologias mencionadas con anterioridad dependen de semen de calidad 6ptima.

2.2. Criopreservacion del semen

La criopreservacion de los espermatozoides de mamiferos es un proceso complejo que implica
equilibrar maltiples factores para obtener resultados satisfactorios. Para asegurar el minimo éxito,
no solo se requiere el diluyente, la dilucion de espermatozoides, la velocidad de enfriamiento y la
velocidad de descongelacion adecuados, sino también un conocimiento intrincado de la fisiologia
del espermatozoide es esencial para maximizar la recuperacion post-descongelacion de
espermatozoides y por consiguiente la fertilidad (Purdy, 2006).

Hoy en dia, la criopreservacion y almacenamiento del semen son de gran importancia para
conservar el valor genético de los carneros. El desarrollo de tecnologias reproductivas como la
IA 'y la FIV son de gran interés, ya que el congelamiento del semen es esencial en los programas
de cria y de seleccion con el fin de aumentar la produccion de especies domésticas. EI semen
criopreservado tiene muchas aplicaciones biotecnoldgicas: puede ser utilizado para resolver
problemas de infertilidad o enfermedades que amenazan la vida, preservar el semeny el ADN de
especies en peligro de extincion y conservar la biodiversidad. La interaccion de varios factores
como la velocidad de enfriamiento, la temperatura de almacenamiento, la concentracién y efectos
de los ingredientes y del crioprotector sobre la acumulacion de radicales libres, la composicion
del plasma seminal y el control de la higiene, son aspectos claves que afectan la viabilidad de los
espermatozoides (El-Sheshtawy et al., 2017).

Membrillo et al. (2011) sefialan que el éxito de la congelacion del semen depende de numerosos
factores de cada especie y deben ser optimizados de acuerdo al tipo de semen que se va a
preservar. Para la fecundacion del ovocito de la vaca, se necesitan menos millones de
espermatozoides que en la cerda, la cual requiere cantidades sensiblemente mayores de
espermatozoides.

Membirillo et al. (2011) y EI-Sheshtawy et al. (2017) afirman que el proceso de congelacion de
semen tiene como resultado un aumento en el nimero de células apoptéticas en comparacién con
el semen fresco. Durante la criopreservacion del semen, el estrés provoca dafios en la integridad
de la membrana con la consecuente pérdida de la motilidad y viabilidad, por lo cual la fertilidad
del semen congelado es mas baja comparada con el semen fresco, debido a la pérdida de capacidad
de fecundacion. Dentro de los principales factores perjudiciales durante la criopreservacion
figuran los ocasionados por los radicales libres que se forman en este proceso, siendo los
responsables del dafio oxidativo. El dafio a bajas temperaturas ocurre en la membrana plasmatica,
en la membrana acrosomal, en la mitocondria y en la vaina del axonema y aungue

fisiologicamente se forman radicales libres durante la respiracion mitocondrial, es importante
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tener en cuenta que las anomalias en la mitocondria pueden contribuir a la produccion excesiva
de los radicales libres (Cabrera et al., 2010; Membrillo et al., 2011; EI-Sheshtawy et al., 2017).
Cabrera et al. (2008) afirman que durante el proceso de criopreservacién se produce una
disminucién aproximada del 50% en la viabilidad espermatica, debido principalmente al efecto
de la temperatura y la presion osmética, ocurriendo cambios en la organizacion morfoldgica de
las células, tales como la permeabilidad, composicion lipidica de las membranas espermaticas y
en el liquido intracelular. La hipertonicidad causa desnaturalizacién proteica, disociacion de
lipoproteinas e influye en la activacion, estabilizacion o inhibicién de enzimas. Los cristales de
hielo intracelular causan ruptura y vacuolizacion del citoplasma y membranas; la ruptura de
membranas y, en especial, la de liposomas, estd asociada a la liberacion de enzimas hidrofilicas
liposomales con la consiguiente destruccion quimica de la célula (Cabrera et al., 2008; Jafaroghli
et al., 2011; Salmani et al., 2014; Yodmingkwana et al., 2016).

En este sentido, Purdy (2006) y Jafaroghli et al. (2011) mencionan que se forma hielo en la célula
espermatica y es uno de los factores perjudiciales que reducen la viabilidad y la integridad del
espermatozoide congelado-descongelado. Aparte del protocolo de crioconservacion utilizado, la
composicion del diluyente y la naturaleza de los crioprotectores son de gran importancia para la
supervivencia de los espermatozoides. Por lo tanto, se debe ejercer considerable cuidado durante

la congelacion del semen, para evitar dafiar innecesariamente al espermatozoide.

2.2.1 Diluyentes en el semen

Los propositos de un diluyente de semen para congelacion es suministrar a las células del
espermatozoide una fuente de energia, proteger las células de los dafios relacionados con la
temperatura y proporcionar un adecuado ambiente para que los espermatozoides sobrevivan
temporalmente (Dorado et al., 2007). Es esencial que la muestra de semen sea diluida
apropiadamente de modo que haya suficiente nimero de espermatozoides y suficiente volumen
de diluyente para acomodar las células en una pajilla de inseminacién, de modo que se pueda
utilizar un menor nimero de inseminaciones y el nimero mas bajo posible de espermatozoides
por inseminacion. La mejor manera de diluir el semen, para efectos comparativos, es basarse en
la concentracion de espermatozoides (Purdy, 2006). Se han utilizado diferentes diluyentes para
proteger los espermatozoides de carnero durante su procesamiento y almacenamiento en estado
congelado. Por ejemplo: diluyentes a base de yema de huevo, TRIS (hidroximetil aminometano)
y la leche (Kasimanickama et al., 2011). Yodmingkwana et al. (2016) mencionan que la yema de
huevo es el componente mas comuin en los diluyentes, ya que protege a los espermatozoides de
un dafio durante el proceso de congelacion-descongelacion. Sin embargo, la yema de huevo
representa algunos problemas, ya que aumenta el riesgo de contaminacion microbiana que puede

conducir a la produccion de endotoxinas que pueden reducir la capacidad de fertilizacion de los



espermatozoides y aumentar el riesgo de transmision de enfermedades en el intercambio de semen
almacenado.

Una alternativa para reemplazar los componentes de origen animal (por ejemplo la yema de
huevo) en los diluyentes del semen es la lecitina de soya, una mezcla natural de fosfatidilcolina'y
varios &cidos grasos tales como estedrico, oleico y palmitico. Dichos &cidos grasos son
fosfolipidos predominantes en la mayoria de las membranas bioldgicas de mamiferos y son
conocidos por mantener la estabilidad estructural de las células (Yodmingkwana et al., 2016).
Salmani et al. (2014) y Yodmingkwana et al. (2016) mencionan que la adicion de lecitina de soya
al diluyente del semen mejora la motilidad de los espermatozoides después de la descongelacién,
viabilidad, integridad del acrosoma y la integridad de la membrana en humanos, gato doméstico,
carnero y perro domestico.

Kasimanickama et al. (2011) afirman que los extractos basados en lecitina de soya han
demostrado tener un buen efecto crioprotector en los diluyentes del semen de bovino. Sin
embargo, estos diluyentes no eran superiores aquellos a base de huevo.

Cabrera et al. (2010) reportan que usando TRIS con 20 % de yema de huevo como diluyente, se
obtuvo una mejor motilidad progresiva y un menor dafio a la membrana plasmatica durante la
conservacion del semen de ovino a 20 °C, en comparacion al uso de un diluyente basado en leche
con 5 % de yema de huevo. Estas diferencias implican el estudio de los diluyentes en la
conservacion de los espermatozoides y la evaluacion de protocolos de congelamiento que
permitan una adecuada conservacion del semen por periodos prolongados de tiempo para su
posterior uso en la IA. Los diluyentes de semen contienen TRIS o citrato de sodio como buffers,
glucosa o fructosa como fuente de energia, y penicilina o estreptomicina como agentes
antimicrobianos (Gibbons et al., 2009). Ademas, el diluyente debe contener agentes protectores
para las membranas celulares durante el enfriamiento a 5 °C (generalmente yema de huevo), y el
congelamiento (generalmente glicerol) para evitar lesiones de la membrana durante la
congelacién. Asimismo, existen diluyentes comerciales como el Laiciphos (IMV, Technologies,
Francia) para diluir semen fresco, Ovine Fresh (IMV, Technologies, Francia) para semen
refrigerado y Ovine Freezing (IMV Technologies, Francia) para la congelacién de semen
(Cabrera et al., 2008; Gibbons et al., 2009).

La leche desnatada es uno de los diluyentes mas utilizados para la conservacion del semen; sin
embargo, algunos componentes del plasma seminal, tales como la secrecion de la glandula
bulbouretral y su fraccidn proteica, son perjudiciales para la supervivencia del espermatozoide
(Leboeuf et al., 2000; Mara et al., 2007).

Purdy (2006) menciona que es importante estudiar la influencia de diferentes azlcares en los
espermatozoides, ya que mantienen la presién osmética de los diluyentes por induccién de
deshidratacion celular y ayudan a que exista una menor formacion de cristales de hielo en los

espermatozoides. Este mismo autor indica que ademas, el azlcar es utilizado por los
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espermatozoides como una fuente de energia a través de glicolisis y fosforilacion oxidativa
mitocondrial para apoyar la motilidad del espermatozoide. Nainga et al. (2010) y Jafaroghli et al.
(2011) mencionaron que la adicion de azlcares como la glucosa, la fructosa, la lactosa o la
rafinosa, en medio basado en TRIS en carnero, no mejoro significativamente la supervivencia sin
congelar los espermatozoides. Estos mismos autores mencionan que no hay un efecto del tipo de
azucar (fructosa, glucosa, lactosa, sacarosa o trehalosa) sobre la motilidad post-descongelacion

de espermatozoides de carnero.

2.3. Recoleccion de semen.

La recoleccién de semen en animales de granja no es procedimiento estéril y existe un grado de
contaminacion que no se puede evitar. En los carneros, el semen suele ser recogido utilizando la
técnica de vagina artificial de composicion abierta que puede estar contaminada con bacterias de
la superficie del pene y prepucio, asi como del area de recoleccion, de los equipos y del personal.
Como consecuencia, las bacterias pueden comprometer la calidad del semen durante el
almacenamiento y contaminar el aparato reproductor femenino. Se requiere minimizar estos
efectos adversos, utilizando antibidticos que se incluyen en la composicion de los diluyentes del
semen de carnero para prevenir el crecimiento de bacterias (Salamon et al., 2000; Yaniz et al.,
2010).

Algunas bacterias son deletéreas para los espermatozoides de forma dependiente de la
concentracion. El mas estudiado es el efecto de Escherichia coli en espermatozoides. Esta bacteria
Gram-negativa reduce la motilidad a través de la adhesidn y aglutinacion al espermatozoide; causa
alteraciones morfoldgicas como cambios en el nivel de la pieza intermedia, la membrana y del
acrosoma; altera la funcién espermatica, y aumenta la translacién de fosfatidilserina. En animales,
existe una variedad de bacterias de diferentes géneros que han sido identificados tras un cultivo
aerdbico con muestras de semen, y ciertas bacterias han ocasionado efectos sobre la calidad del
semen durante la baja temperatura y el almacenamiento congelado (Althouse et al., 2000; Yaniz
et al., 2010).

Las células espermaticas tienen gran sensibilidad a factores ambientales como luz solar, agua,
jabdn, soluciones antisépticas, germicidas, cambios bruscos de temperatura, etc. EI semen debe
manejarse de manera cuidadosa desde su recoleccion hasta su procesamiento, con el fin de
mantener las caracteristicas espermaticas en condiciones Optimas o aceptables (Salamon et al.,
2000; Cordova-Izquierdo et al., 2006).

2.3.1 Métodos de recoleccion de semen de ovino
Los métodos de recoleccion de semen han sufrido cambios ligeros. EI primer método utilizado
para la recoleccion de semen en el ganado ovino fue la recuperacion del semen después de la

copula. Mas tarde, se empez0 a utilizar la vagina artificial de Gummi-Bertram, convirtiéndose en
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el método ideal para la recoleccion se semen en el ganado ovino y caprino (Cérdova-lzquierdo et
al., 2006). Los métodos mas utilizados actualmente para la recoleccion de semen en los rumiantes
son: la vagina artificial, la electroeyaculacion y los masajes de las glandulas genitales accesorias.
Cuando el semen es colectado por electroeyaculacion, los machos se ven sometidos a condiciones
de estrés por lo tanto, sélo se recomienda su empleo cuando no puedan ser entrenados los animales
para la recoleccion con vagina artificial, ni para la utilizacion en IA con semen fresco. Usualmente
con la electroeyaculacion se obtienen eyaculados de mayor volumen debido a una
sobrestimulacion de las glandulas seminales, productoras del plasma seminal, pero con una menor
concentracién espermatica. Asimismo, con esta técnica es frecuente la contaminacion con orina
(Jiménez et al., 2012; Ledesma et al., 2014).

El uso de la electroeyaculacion emplea un dispositivo eléctrico que consiste en una fuente
generadora de energia eléctrica que transmite impulsos eléctricos en una determinada frecuencia,
voltaje y corriente que son conducidos a través de un transductor que consiste en un dispositivo
de forma anular de proporciones requeridas segun la especie y que contiene los electrodos que
permiten el paso de la energia eléctrica que provocaré las descargas que ocasionen la eyaculacion
del animal (Barszcz et al., 2012; Jiménez et al., 2012; Ledesma et al., 2014).

El més utilizado es la vagina artificial, por cuanto ofrece al macho condiciones similares a la
vagina de la hembray permite obtener eyaculados con alta motilidad y concentracion espermatica.
No produce estrés en los animales, siendo el método de eleccion para programas de congelamiento
seminal de alta frecuencia de colectas (Marjuki, 2011).

2.4. Evaluacién de semen

Con el fin de predecir la fertilidad potencial del semen, el anélisis de rutina es basado en la
evaluacion macroscépica-fisica del eyaculado, y en la evaluacion por microscopia de los
espermatozoides. Este andlisis, convencionalmente ha incluido la determinacién de aspectos
como el volumen de semen, la presencia de sangre, orina o bacterias potencialmente patdgenas,
la concentracion de espermatozoides, la proporcion de vivos y muertos, el andlisis de las
caracteristicas morfologicas de las células espermaticas, la movilidad total, la movilidad
progresiva, e incluso la velocidad del movimiento, y la duracién de la movilidad de los
espermatozoides (Dorado et al., 2007). Se han incorporado diferentes métodos directos e
indirectos, ademas de novedosos recursos tecnoldgicos para evaluar la integridad, la vitalidad y
la funcionalidad de los espermatozoides y sus organelos. Diversos procedimientos de fijacion de
células y de tincion de compartimentos celulares se han implementado para mejorar las
evaluaciones convencionales desarrolladas por microscopia. Con el desarrollo de sistema de
analisis de semen asistido por computadora (CASA; Computer Assisted Sperm Analysis), la
evaluacion espermatica se ha tornado mas objetiva, ha incluido y facilitado la determinacion de

nuevas variables con valor diagndstico. Asimismo, se han incorporado métodos de analisis tan
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especificos, como lo permiten los actuales desarrollos en microscopia de fluorescencia. El
hallazgo de una amplia variedad de fluorocromos y de compuestos conjugados a sondas
fluorescentes, y el desarrollo de diferentes tecnologias para la visualizacion y cuantificacion de la
fluorescencia emitida por la célula y los compartimentos celulares, han permitido un analisis mas
amplio de los atributos de los espermatozoides (Contri et al., 2010; Chenoweth y McPherson,
2016; Karayat et al., 2016).

La evaluacién de la motilidad y morfologia de los espermatozoides es un parametro esencial en
el examen de la calidad espermatica y el establecimiento de correlaciones entre la calidad del
espermatozoide y la fertilidad. Anteriormente la evaluacion de la motilidad era subjetiva porgque
tenia un limitado valor predictivo de la fertilidad, ya que la estimacion se veia afectada por la
formacion y experiencia del técnico evaluador. Debido a esto, se ha hecho hincapié sobre el
desarrollo de métodos objetivos para evaluar la calidad del semen. EI CASA mejora la
objetividad, la precision y eficiencia de la evaluacion de diferentes caracteristicas: movimiento,
velocidad y morfologia. El registro de datos cuantitativos por CASA ha permitido detectar
cambios sutiles en el movimiento de los espermatozoides (Dorado et al., 2007; David et al., 2015).
Para determinar la concentracién de un eyaculado, uno de los pasos mas importantes es la
evaluacion seminal, dado que ademés de proveer informacion sobre la capacidad fecundante,
también es necesario para definir las tasas de dilucién, o la cantidad de dosis para la IA. La
concentracion seminal se evalla por el método del hematocitémetro, o por espectrofotometria
mediante sistemas automatizados. Los contadores electronicos de particulas (Coulter) y la
citometria de flujo, pueden emplearse también para determinar la concentracion espermatica, sin
embargo, el costo de obtencion, operacidon y mantenimiento de estos equipos limita su uso para

evaluaciones de rutina para semen (Contri et al., 2010; Restrepo et al., 2013).

Existen diferentes métodos que consisten en evaluaciones funcionales y no funcionales del
espermatozoide, ya que se deben evaluar diversas caracteristicas de la célula espermatica. Las
pruebas funcionales son: prueba de penetracion del moco cervical la cual se utiliza para evaluar
el nimero de espermatozoides retenidos en el oviducto; prueba de penetracién de la zona pellcida
y prueba de fertilizacidn in vitro, realizada a priori y que es la prueba mas relevante para evaluar
la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides (David et al., 2015).

Las pruebas no funcionales son las siguientes: medicion de las proteinas seminales, prueba de
integridad de cromatina, prueba del estado de la membrana plasmatica y del acrosoma, prueba de
porcentaje de espermatozoides anormales/muertos, que se relaciona con la fertilidad en multiples
especies. Las evaluaciones relacionadas con la determinacion del movimiento del espermatozoide
pueden ser estimaciones utilizando las mediciones de adenosina trifosfato (ATP) o directamente
por la observacién de grupos de espermatozoides, motilidad masal o de la motilidad individual
(David et al., 2015).
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La integridad de la membrana plasmética puede ser considerada como un indicador indirecto de
la vitalidad de los espermatozoides. La evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica ha
sido reportada mediante el uso de sondas fluorescentes como SYBR-14 y yoduro de propidio (P1).
Ambos fluorocromos acttian mediante la penetracion de la membrana espermaética, y evaltan la
integridad de la membrana del espermatozoide, marcando las células viables y las bombas i6nicas
funcionales. SYBR-14 identifica a todos los espermatozoides en la muestra (vivos y muertos),
mientras que el Pl s6lo tifie los nicleos de los espermatozoides muertos. Con esta combinacion,
el nacleo de los espermatozoides vivos fluorese verde (SYBR-14), mientras las células
degeneradas, las cuales han perdido la integridad de su membrana, se tifien de rojo. Otras pruebas
de fluorescencia han sido usadas para evaluar la integridad de la membrana espermatica usando
otros fuorocromos como el Hoechst 33258, isotiocionato de fluoresceina (FITC),
tetrametilrodamina isotiocianato (TRITC), Calcein- AM y homodimer-1 de etidio (Restrepo et
al., 2013).

Existen diversos métodos disefiados para la evaluacion de la vitalidad y el estado del acrosoma
en muestras tefiidas. Estas técnicas requieren generalmente de la tincion de la region acrosomal,
siendo la estrategia mas comun, el uso de un colorante para la tincion del acrosoma, y un colorante
diferente para la tincion nuclear, con el fin de lograr contraste en la region posterior de la cabeza,
y asi reducir la cantidad de colorante acrosomal incorporado por el nacleo. EI marcador de
contenido acrosomal FITC-PSA (aglutinina de Pisum sativum conjugada con isotiocianato de
fluoresceina) se une al contenido acrosomal de los espermatozoides, luego de la permeabilizacion
de la membrana plasmatica, determinando asi la presencia o ausencia de la matriz acrosomal. Con
esta técnica se pueden identificar claramente dos patrones: el primero corresponde a los
acrosomas que fluorescen completamente de color verde, indicando un acrosoma intacto; y el
segundo como solo una banda fluorescente en el segmento ecuatorial de la cabeza del
espermatozoide, indicando la ocurrencia de la reaccion acrosémica. Dicha reaccidon también
puede observarse mediante otra técnica de tincidn con lectinas combinadas que utiliza la sonda
de fluorescencia FITC-PNA; aglutinina de mani conjugada con isotiocianato de fluoresceina
(Restrepo et al., 2013).

2.5 Dafio oxidativo y antioxidantes

Los espermatozoides son extremadamente susceptibles a bajas temperaturas durante el proceso
de enfriamiento o congelacion. Esto se ha atribuido a la alta concentracion de acidos grasos
poliinsaturados en la membrana plasmatica de espermatozoides de carnero que hace que las
células sean sensibles al choque frio asi como a la peroxidacion lipidica en presencia de ROS

(Bucak et al., 2009; Allai et al., 2018; Falchi et al., 2018). La criopreservacion del semen a

13



menudo induce una fuente adicional de ROS que atacan al espermatozoide debido a la
disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes y la membrana del espermatozoide; esta
altima se vuelve méas susceptible a la peroxidacion lipidica, afectando la permeabilidad de la
membrana (EI-Sheshtawy et al., 2017). El espermatozoide genera ROS como una consecuencia
normal de metabolismo oxidativo y una baja concentracion de ROS tiene un papel importante en
las funciones de los espermatozoides de mamiferos, como la capacitacion, la reaccion acrosémica
y estabilizacién de la capsula mitocondrial para la pieza intermedia. Para mantener las actividades
fisioldgicas adecuadas a un equilibrio éptimo entre la produccién de ROS vy el reciclaje alrededor
de las células espermaticas es esencial ya que un desequilibrio puede afectar la funcion
espermatica a través del estrés oxidativo, gue conduce a un aumento de las tasas de peroxidacion
lipidica y, en consecuencia, a la pérdida de motilidad durante el almacenamiento prolongado.
Durante el procesamiento, los espermatozoides producen grandes cantidades de perdxido de
hidrégeno que disminuye la motilidad de los espermatozoides después del descongelamiento
(Bucak et al., 2009; Allai et al., 2018; Falchi et al., 2018).

El almacenamiento exitoso de espermatozoides (liquidos y congelados) requiere ralentizar el
metabolismo celular, por lo tanto prolonga la viabilidad. Para lograr este objetivo y mejorar la
calidad del espermatozoide, el uso de un extensor y crioprotectores y un proceso apropiado de
enfriamiento-calentamiento son necesarios. Para este propdsito, se han agregado componentes a
los extensores para mantener la movilidad y la capacidad de fertilizacion y para preservar la
integridad de la membrana espermaética. En la mayoria de los casos, estos protectores tienen
actividad antioxidante lo cual reducen el proceso de oxidacion o lo regulan, ademas, previenen la
formacion de la suplementacion con antioxidantes y otros compuestos, por lo tanto, pueden
reducir el efecto negativo del estrés oxidativo causado por ROS en el espermatozoide del carnero
durante la preservacion (Bucak et al., 2009; Allai et al., 2018; Falchi et al., 2018).

Membirillo et al., (2011) y Vichas et al., (2017) afirman que las ROS cumplen una importante
funcion en la fisiologia espermatica normal, ya que pueden activar al espermatozoide en la
fecundacion; un desequilibrio entre su produccién y degradacion causa efectos adversos sobre el
espermatozoide, provocando un estrés oxidativo que se ha definido como un desequilibrio entre
los agentes oxidantes y los mecanismos antioxidantes. Estos ultimos involucran sistemas
enzimaticos y moléculas organicas diversas entre las que se incluyen las vitaminas E y C, que
cumplen su funcidén antioxidante al disminuir el porcentaje de peroxidacion lipidica. Un factor
limitante en la preservacion del semen es su exposicion a la luz durante la manipulacion antes del
almacenamiento, dando lugar a la formacion de ROS con dafio al espermatozoide, a la motilidad
celular y la integridad genomica. Este problema puede superarse mediante la adicion de
antioxidantes en el medio de conservacion (Mara et al., 2007). Los espermatozoides cuentan con

un sistema de defensa antioxidante. Que incluye; superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation
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peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR), asi como antioxidantes no enziméaticos como
metionina, acido ascorbico y a-tocoferol. La capacidad de biosintesis de los espermatozoides, es
limitada y la concentracion de los antioxidantes presentes en el semen se puede reducir por
dilucion, y como resultado, disminuye el efecto de esta defensa antioxidante enddgena. Por lo
tanto, la adicion de antioxidantes, incluso en pequefias concentraciones, puede mejorar la funcion
de los espermatozoides durante la preservacion (Bucak et al., 2007; Allai et al., 2018; Falchi et
al., 2018).

La produccion de ROS por espermatozoides dafiados tiene un impacto negativo sobre las células
viables restantes, ya que representa un dafio acumulativo para los espermatozoides que son
almacenados. Entre las ROS destacan fundamentalmente el anion superdxido (O.."), el hidroxilo
(OH) y el perdxido de hidrogeno (H20.). Este Gltimo, a pesar de ser un radical libre, es la molécula
que mas se ha involucrado en el dafio de los espermatozoides. El peroxido de hidrégeno es una
molécula muy reactiva y puede ser precursora de radicales hidroxilos en presencia de metales de
transicion. La reaccion inicial de la oxidacion de los &cidos grasos consiste en una
lipoperoxidacion y es generada por las ROS que inducen una reaccion en cadena, provocando un
rompimiento de dobles enlaces en los lipidos de las membranas (Membrillo et al., 2011; El-
Sheshtawy et al., 2017).

La enzima SOD en el citoplasma y en la mitocondria es responsable de combinar dos moléculas
del anién superoxido (O2-) en uno de peroxido de hidrégeno (H20,), y catalasa (CAT) y
peroxidasa de glutation (GSH-Px) convierte de H.0, a H.O y O,. Esta enzima ha sido detectada
en semen de carnero por su capacidad antioxidante, sin embargo, cambia con la calidad del semen,
asi como durante el proceso de congelacion-descongelacion. Tales cambios en las actividades
enzimaticas en el semen, asi como la relacion (positiva o negativa) con la calidad del
espermatozoide pueden ser debidas al estrés oxidativo, porque las enzimas se utilizan en exceso
para proteger o mantener la calidad del espermatozoide, o porque las enzimas no tienen la

capacidad de mantener la calidad espermatica (Allai et al., 2018).

La CAT se ha utilizado en los diluyentes para mejorar la capacidad antioxidante del semen y
preservar la funcién de los espermatozoides, un mayor porcentaje de acrosomas y membranas
intactas en el plasma en el semen de carnero cuando se criopreserva con yema de huevo Tris-
hidroximetil aminometano (Tris) extensor que contiene 50 pug / mL de catalasa. Ademas, la
inclusion de 100 y 200 Ul / mL de CAT en diluyentes puede evitar efectos nocivos del
enfriamiento sobre la motilidad y sobre la supervivencia del espermatozoide, durante el
almacenamiento a 5 °C. Sin embargo, las concentraciones de CAT superiores a 200 Ul / mL son

toxicas para los espermatozoides (Allai et al., 2018).
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2.6 Métodos para determinacion de actividad antioxidante
Existen diferentes tipos de ensayos los cuales permiten evaluar la capacidad antioxidante. El

ensayo de capacidad de absorcion de los radicales de oxigeno (ORAC) proporciona una fuente
controlable de radicales peroxilicos que modulan reacciones de los antioxidantes con lipidos tanto
en alimentos, como en modelos fisiologicos y sistemas que se pueden adaptar para detectar tanto
hidrofilicos e hidr6fobos mediante la alteracion de la fuente radical y solvente. El ensayo de
parametro total de antioxidante que atrapa radicales (TRAP): este método monitorea la habilidad
de compuestos antioxidantes para interferir con la reaccion entre los radicales peroxilo generados
por 2,2 ¢ -azobis (2 amidinopropano) diclorhidrato (AAPH o ABAP) y una sonda diana. Este
ensayo implica el inicio de la peroxidacion lipidica generando radicales peroxil solubles en agua
y es sensible a todos los antioxidantes de rotura de cadena. Otro ensayo es el de capacidad total
de evacuacion del oxidante (TOSC): este método permite una cuantificacién de la capacidad de
absorcion de antioxidantes especificamente hacia tres oxidantes potentes, es decir, radicales
hidroxilo, radicales peroxilo y peroxinitrito. Este método aborda un tema importante en términos
de poder evaluar diferentes antioxidantes con distintas fuentes de radicales biol6gicamente
relevantes. Quimioluminiscencia (CL): la quimica fundamental de los ensayos de CL se basa en
la reaccién de los radicales oxidantes con compuestos marcadores para producir especies de
estados excitados que emiten quimioluminiscencia (quimicamente luz inducida). Los radicales
inhiben la produccion de luz con fuentes oxidantes de peroxil, los radicales incluyen la enzima
peroxidasa. En tanto el ensayo de fotoquimioluminiscencia (PCL): el ensayo implica la
generacion fotoquimica de superoxido (O.) y los radicales libres combinados con la deteccion de
CL. El ensayo se inicia por la excitacion dptica de un fotosensibilizador (S), resultando en la

generacién del anion radical superdxido (Prior et al., 2005).

El ensayo potencial reductor férrico (FRAP) fue desarrollado originalmente por Benzie y Strain,
(1996) para medir el poder reductor en plasma, pero este ensayo posteriormente también se ha
adaptado y utilizado para el ensayo de capacidad antioxidantes en productos botanicos. Las
medidas de reaccion reduccién de 2,4,6-tripiridil-s-triazina férrica (TPTZ) detecta compuestos
con potenciales redox de <0.7 V (el potencial redox de Fe3+ -TPTZ), por lo que el FRAP es
razonable para detectar la capacidad de mantener el estado redox en células o tejidos. La reduccion
del poder parece estar relacionada con el grado de hidroxilacién y grado de conjugacion en
polifenoles. Sin embargo, el FRAP no puede detectar compuestos que actian por radicales
(transferencia de H), particularmente tioles y proteinas (Prior et al., 2005). El ensayo FRAP no
mide tiol antioxidantes, como el glutation. EI FRAP en realidad s6lo mide la capacidad de
reduccion basada en el ion férrico, lo cual no es relevante para la actividad antioxidante mecanica
y fisiologicamente. Sin embargo, a diferencia de otras pruebas de antioxidante, el ensayo FRAP
es simple, veloz, econdémico y no requiere equipamiento especializado. EI FRAP se puede realizar

automatizado, semiautomatico o por métodos manuales (Prior et al., 2005).
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2.7 Resistencia antimicrobiana en semen
Los genitales externos del semental estdn normalmente habitados por microorganismos

comensales, no patdgenos, y ocasionalmente por patdgenos potenciales tales como Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. Estos patdgenos potenciales pueden causar afecciones
negativas, como la vesiculitis seminal, o pueden contaminar el semen y ser transferido al tracto
reproductivo de las hembras, y puede dar lugar a endometritis post-reproduccién. Los extensores
disponibles en el mercado a menudo se formulan con antibidticos de amplio espectro para ayudar
en el control del crecimiento bacteriano en el semen. La resistencia a los antibi6ticos es una
preocupacion creciente ya que se relaciona con el medio ambiente y, debido a una contaminacion
con bacterias resistentes a los antibidticos. La aplicacion y el uso de antibiéticos de nueva
generacién deben ser limitados a las circunstancias donde las bacterias resistentes a los

antibidticos han sido identificadas (Hernandez-Avilés et al., 2018).

El fluido seminal contiene agua, carbohidratos, enzimas, acidos grasos, vitaminas, proteinas,
aminoacidos y otros componentes para mantener el metabolismo fisiol6gico normal y actividad
del espermatozoide. Ademas, estos componentes de semen proporcionan un medio nutritivo para
el crecimiento de bacterias durante el almacenamiento a temperatura ambiente. Un estudio
informo que el 75% de los eyaculados estaban contaminados con al menos un tipo de bacterias,
con bacterias Gram negativas que representan las principales contaminantes. EI semen es
facilmente contaminado por bacterias durante el proceso de recogida y transporte. En diversos
informes, se han identificado especies de bacterias contaminantes, con un gran porcentaje

perteneciente a la familia de las enterobacterias (Shaoyong et al., 2019).

La bacteriospermia es uno de los principales problemas en la conservacion del semen. Para inhibir
el crecimiento de bacterias y para mejorar la calidad del semen durante conservacion del semen,
actualmente la practica principal es afiadir antibiéticos al diluyente del semen. En los Gltimos
afios, debido a los abusos de la aplicacién de antibi6ticos en la cria de animales, como resultado
se han producido muchas bacterias resistentes a los farmacos. Por lo tanto, la identificacion de
nuevas sustancias antimicrobianas que pueden ser utilizadas para reemplazar los antibiéticos
convencionales es critica para resolver este problema. Los antibi6ticos se agregan rutinariamente
a los diluyentes en el semen, sin embargo, un aumento de la resistencia bacteriana a ellos ha
observado en los ultimos afios; mas del 90% de las bacterias aisladas de las dosis seminales son
resistentes a los antibi6ticos comunes que se agregan a los extensores. Para superar este problema,
es importante destacar que es necesario el control de las medidas higiénicas al obtener el semen,
pero también es urgente encontrar alternativas a los antibiéticos convencionales. En las Gltimas
décadas, ha habido una gran esfuerzo en la bisqueda de nuevos agentes antimicrobianos, como

los péptidos antimicrobiano (AMP) que se encuentran en diferentes organismos vivos, sin
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embargo, la actividad de los péptidos antimicrobianos pueden ser téxicos para los

espermatozoides (Sancho et al., 2017; Shaoyong et al., 2019).

En ausencia del desarrollo de nuevas generaciones de antibioticos, el uso apropiado de los
antibidticos existentes es necesaria para garantizar la disponibilidad a largo plazo de tratamientos
para infecciones bacterianas. Si los antibioticos se vuelven Inefectivos, representa una creciente
amenaza, lo cual puede conducir a una mayor morbilidad. Desafortunadamente, un mayor uso de
antibidticos durante los Gltimos 55 afios ha ejercido presion selectiva sobre bacterias susceptibles
y pueden haber favorecido la supervivencia de cepas resistentes, algunas de los cuales son
resistentes a mas de un antibiético. Si se puede reducir el uso excesivo de antibi6ticos, la
expectativa es que las bacterias resistentes puedan ser sustituidas por bacterias susceptibles debido

a bacterias resistentes, puede ser menos "apto" que las bacterias susceptibles (Bell et al., 2014).

Una pequefa cantidad del uso de antibiGticos puede llevar a unos considerables niveles de
resistencia a antibioticos que se desarrollan dentro de una especie animal, y los genes para la
resistencia antimicrobiana se intercambian facilmente entre embalses en seres humanos y
animales. Por lo tanto, ahora hay un esfuerzo concertado para restringir el uso de antibi6ticos solo
con fines terapéuticos, eligiendo los antibiéticos adecuados por sus propiedades farmacocinéticas
y la sensibilidad de los medicamentos especificos bacterias involucradas. Sin embargo, a pesar de

este esfuerzo, la resistencia a los antibioticos sigue siendo una gran amenaza (Morrell et al., 2019).

Dado que el semen es generalmente almacenado durante varios dias antes de la 1A en un medio
rico en nutrientes para mantener la supervivencia del espermatozoide, las bacterias pueden
multiplicarse, incluso a la temperatura de almacenamiento normal para el semen. Se agregan
antibidticos para prevenir las bacterias inducidas e impedir un deterioro en la calidad del
espermatozoide y la posibilidad de causar enfermedades en hembras inseminadas. Sin embargo,
la eficacia de los antibidticos contra los microorganismos que cominmente contaminan el semen
(Morrell et al., 2019).

La presencia de bacterias en el semen extendido crea competencia para nutrientes y también
resulta en la produccion de subproductos metabélicos eso puede dafar los espermatozoides.
Ademas, algunas bacterias contienen lipopolisacaridos (LPS) en sus paredes celulares que se
liberan cuando ellos mueren; estos LPS también causan dafio a los espermatozoides. La presencia
de bacterias contaminantes en el semen se asocia con una disminucion en la motilidad y viabilidad
de los espermatozoides, reaccion acrosoma prematura o aglutinacion de espermatozoides.
Ademas, las bacterias pueden provocar la produccién de anticuerpos dirigidos contra el

espermatozoide glycocalix complex (Morrell. 2016).

Los antibidticos utilizados y las concentraciones recomendadas para dosis de semen comercial

estan estipulados por las directrices nacionales e internacionales. Sin embargo, hay desventajas
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en esta practica, tanto para calidad del espermatozoide y para el medio ambiente. Los
antimicrobianos pueden tener un efecto perjudicial sobre la supervivencia del espermatozoide,
limitando asi la eleccion de agentes que se pueden agregar a los extensores de semen. En un
esfuerzo por reducir la toxicidad, agentes antibacterianos altamente potentes son usados. Sin
embargo, cualquier uso de antibioticos puede contribuir al desarrollo de resistencia a los
antibioticos, y esta resistencia puede, a su vez, ser transferida a otras bacterias en otras especies
huésped. Asi, desafortunadamente, aunque las combinaciones de antibi6ticos pueden reducir la
toxicidad del espermatozoide, en realidad pueden contribuir mas a la resistencia a los antibi6ticos
que los agentes individuales. Es esencial que cualquier extensor que contenga antibidticos y
cualquier dosis de semen no utilizada debe ser eliminados de una manera aprobada que resulte en

la inactivacion de los antibidticos antes de que alcancen el medio ambiente (Morrell. 2016).

2.8 Plantas con propiedades antimicrobianas y antioxidantes

Muchas de las hierbas han sido desarrolladas como un suplemento, que ayudan para un estilo de
vida saludable. Entre estas hierbas se encuentra la silimarina que es un fuerte antioxidante y es
utilizada como remedio para la proteccion hepética contra el estrés oxidativo, como protector del
tejido testicular y para mejorar la calidad del semen mediante la elevacion del nivel de testosterona
en sangre (El-Sheshtawy et al., 2017).

Los antioxidantes naturales ejercen un efecto protector preservando la actividad metabélica y la
viabilidad celular de los espermatozoides criopreservados. En la actualidad, el uso de productos
naturales ha ganado interés en todo el mundo (El-Sheshtawy et al., 2017).

Las especias y hierbas tienen una gran actividad antioxidante y / o contienen fitoquimicos
carotenoides, flavonoides y otros compuestos fendlicos que se han utilizado para el procesamiento
de semen. Los extractos de diferentes tipos de vegetales (Syzygium aromaticum, Rosmarinus
officinalis, Camellia sinensis) han sido utilizado para mejorar la calidad del semen de carnero
(Allai et al., 2018).

El clavo de olor (S. aromaticum) es rico en acidos fendlicos, flavonol glucoésidos, aceites fenélicos
volatiles (eugenol, acetil eugenol, isoeugenol) y taninos. Estos compuestos proporcionan la
capacidad de funcionar como eliminador de radicales libres y como quelante de metales. EIl uso
de clavo para complementar el extendedor de yema de huevo Tris a 35 y 75 pg / mL mejoro la
motilidad de espermatozoides en carnero después de enfriamiento y congelacion-descongelacion
en comparacion con 0 y 115 pg / mL. De la misma manera, donde se basa la lecitina de soja
extensor suplementado con 4 % y 6 % de extracto acuoso de romero mejord los porcentajes de
motilidad total, motilidad progresiva, y la funcionalidad de la membrana plasmatica del semen

congelado en carnero (Baghshah et al., 2014; Allai et al., 2018).
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Ademés del clavo de olor (S. aromaticum) y el romero, el té verde (Camellia sinensis) contiene
una variedad de activos compuestos tales como polifenoles, catequina, epicatequina,
epigalocatequina, galato de epicatequina y apigalocatequina- 3- galato, los cuales tienen grandes
cantidades de actividad de eliminacion de radicales libres (Nakagawa et al., 2002; Allai et al.,
2018).

La adicion de extracto de té verde al extendedor de lecitina de soya (Glycine maxprotege) al
espermatozoide del carnero contra dafio causado por el estrés oxidativo durante la
crioconservacion (De Paz et al., 2010; Allai et al., 2018).

La lecitina de soya (G. maxprotege) es otro componente que puede usarse para la preservacion de
esperma. Protege la membrana del espermatozoide al estabilizar y reemplaza los fosfolipidos,
aumentando asi la tolerancia al proceso de congelacion. Durante la crioconservacién del semen
de carnero, el extensor de TRIS suplementado con 1,5 % de lecitina de soya mejora la mayoria
de los parametros de calidad del semen. Sin embargo, durante almacenamiento a 5 °C, la adicion
de 3 % de lecitina de soja al extensor resulta en una disminucion de la motilidad y la actividad
mitocondrial. El efecto negativo de la lecitina de soja sobre la actividad mitocondrial también se
observé en el semen de carnero descongelado (Allai et al., 2018).

Estudios recientes indican que la adicion de aceite de argan (Argania spinosa) y aceite de semilla
de cactus (Cactaceae) en pequefias cantidades de extensores de yema de huevo TRIS / leche
descremada aumenta la motilidad del espermatozoide, la motilidad progresiva, la viabilidad y la
integridad de la membrana, pero disminuye la peroxidacion lipidica y la fragmentacién del ADN

en semen de carnero a temperatura de refrigeracion (Allai et al., 2018).

2.9 Generalidades de la Moringa oleifera

La Moringa oleifera es un arbol de gran crecimiento en la India, y se encuentra ampliamente
distribuida en los tropicos de toda la region del Pacifico, Africa Occidental, asi como América
Central y el Caribe. En los ultimos afios, Moringa oleifera ha llamado la atencion de los
investigadores debido al uso potencial en muchos campos, como industriales y medicinales, y
varios productos alimenticios y piensos que pueden derivarse de sus hojas y frutos. Casi todas las
partes del arbol se pueden comer, y mas importante, es que todas las partes del arbol tienen un
gran potencial con propiedades medicinales (Soliva et al., 2005; Viera et al., 2010; Peixoto et al.,
2011; Sokunbi et al., 2015; Young et al., 2017).

Los extractos de hojas, semillas y raices de M. oleifera han sido ampliamente estudiados, para
muchos usos potenciales incluyendo la actividad curativa, anti-tumoral, analgésica, antipirética,
antiepiléptica, antiinflamatoria, anti-ulcerosa, antiespasmaodica, diurética, hipocolesterolémica,

antifungica, antibacteriana y antioxidante (Viera et al., 2010; Sokunbi et al., 2015).
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Las hojas son fuente rica de aminoacidos tales como metionina, cistina, triptéfano y lisina con un
alto contenido de proteinas. Ademads, contiene pigmentos vegetales especificos que han
demostrado tener un potente efecto antioxidante por sus componentes tales como los
carotenoides, luteina, alfa-caroteno, beta-caroteno, xantinas y clorofila; otros fitoquimicos con
poder antioxidante conocido como kaempferol, quercetina, rutina y &cidos cafeoilquinicos; con
potentes vitaminas antioxidantes: C, E y A, y micronutrientes esenciales con actividad
antioxidante: selenio y zinc (Barakat et al., 2015; Sokunbi et al., 2015; Surendra et al., 2016;
Young et al., 2017).

La acumulacion de radicales libres esta asociada a la patogénesis de muchas enfermedades. Los
antioxidantes son sustancias capaces de retardar o prevenir la formacién de radicales. Las plantas
contienen compuestos antioxidantes como los carotenoides, tocoferoles, ascorbatos y fenoles—
gue pueden atenuar el dafio oxidativo; ya sea de manera indirecta, al activar las defensas celulares,
o directa, al eliminar los radicales libres. Las diferentes partes de M. oleifera contienen mas de 40

compuestos con actividad antioxidante (Martin et al., 2013).

Entre los compuestos con este potencial, ya sea por actividad de captacién de radicales libres o
por capacidad de formacion de quelatos de iones metélicos identificados en las semillas de
moringa, se encuentran compuestos fenodlicos como el kaempferol y los acidos galico y elagico.
Estudios in vitro han demostrado que los extractos de hojas, frutos y semillas de moringa, debido
a sus propiedades antioxidantes, protegen las células vivas del dafio oxidativo del ADN asociado
con el envejecimiento, el cancer y las enfermedades degenerativas; también se indicé que dichos
extractos inhiben la peroxidacion lipidica y crecimiento bacteriano, y se propuso a M. oleifera
como un candidato ideal para las industrias farmacéutica, nutracéutica y de alimentos funcionales.
Por otro lado la fraccidon extraida con acetato de etilo, la cual es rica en acidos fendlicos y
flavonoides, presenta el mayor poder antioxidante entre las fracciones extraidas con distintos
disolventes (Martin et al ., 2013).

Los extractos de semillas de M. oleifera pueden ser usados en terapias antioxidantes para
disminuir la genotoxicidad del arsénico y otros metales pesados, cuyos mecanismos de accion
carcinogeénica estan relacionados con especies reactivas de oxigeno. El polvo de tales semillas
reduce la concentracion de arsenico y protege contra las alteraciones hematoldgicas y el estrés
oxidativo inducidos por ese metal, en lo que desempefian un papel significativo varios
fitoquimicos con poder antioxidante y quelatante. Los coagulantes naturales de la semilla de
moringa, su alto contenido de aminoacidos como metionina y cisteina, y de antioxidantes como
las vitaminas C y E, y B-caroteno son los responsables de la remediacion del estrés oxidativo

inducido por el arsénico (Martin et al., 2013).
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Estudios bacteriol6gicos demostraron la actividad antimicrobiana de los extractos de semillas de
moringa, los cuales floculan bacterias Gram positivas y Gram negativas. Su accién bacteriostética
consiste en la disrupcion de la membrana celular por inhibicion de enzimas esenciales. El
principal ingrediente responsable de dicha actividad es el 4-(4’-O-acetil- a-L-ramnopiranosiloxi)-
isotiocionato de bencilo, el cual tiene accidén bactericida sobre varias especies patogenas,
incluyendo aislados de Staphylococcus, Streptococcus y Legionella resistentes a antibidticos

(Martin et al., 2013).
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3. HIPOTESIS

La adicion de extracto de semilla de Moringa oleifera posee efecto antimicrobiano y aumenta la
capacidad antioxidante y de fecundacion del semen criopreservado de ovino.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicién del extracto de semilla de Moringa oleifera sobre la actividad

antimicrobiana, la capacidad antioxidante y de fecundacion del semen criopreservado de ovino.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 1. Determinar la capacidad antioxidante y antimicrobiana del extracto de Moringa oleifera

en el semen criopreservado de ovino.

4.2.2 2. Valorar el efecto de la adicion del extracto de semilla de Moringa oleifera en el semen
post criopreservado de ovino sobre la motilidad, viabilidad de la membrana, viabilidad del

acrosoma y la actividad mitocondrial.

4.2.3 3. Evaluar la capacidad de fecundacién del semen criopreservado de ovino mediante la

fertilizacion in vitro heterdloga.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacion del lugar de estudio

Este estudio se desarrolld6 en el Laboratorio de Investigacion y Nutricion Animal del
Departamento de Ciencias Veterinarias del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICB), perteneciente
a la Universidad Autonoma de Ciudad Juarez (UACJ). Se utilizaron seis sementales de razas de
pelo (Katahdin, Black Belly, Pelibuey), de entre dos y cinco afios de edad, que se encuentran
alojados en el Area de Investigacion de Rumiantes, localizada dentro del ICB; en esta misma area
se llevo a cabo la recoleccién de semen. Los ovocitos se obtuvieron de ovarios de vacas

proporcionados por el Rastro Municipal de Ciudad Juarez para la fertilizacién in vitro heter6loga.

5.2. Procesamiento del semen

5.2.1 Recoleccion de semen

Se seleccionaron tres sementales por sesién para la toma de muestras, las cuales se colectaron dos
veces por semana durante cuatro semanas utilizando la técnica de vagina artificial descrita por
Salamon et al. (2000). Una vez recolectadas, las muestras de semen se conservaron a 37 °C en

bafio Maria (Presicion Water, Thermo Scientific, USA).

5.2.2. Evaluacion de las muestras seminales

La primera evaluacion que se realizd es la macroscépica, consistio en evaluar: volumen, color,
densidad que varia desde un semen acuoso, lechoso, lechoso cremoso, hasta un cremoso, estando
directamente relacionada con la concentracion, motilidad en masa y la presencia de cuerpos
extrafios. Después de la evaluacion macroscdpica, el semen se evalué microscépicamente con el
sistema de andlisis de semen asistido por computadora (CASA) las siglas son por su nombre en
inglés (AndroVision®, Minitube, Alemania). Se evalud la concentracién la motilidad progresiva
y motilidad rapida. Después de la evaluacion del semen, se mezclaron las tres muestras obtenidas,
esto para eliminar las diferencias individuales de cada una y se evalué nuevamente

microscopicamente con el CASA (AndroVision®, Minitube, Alemania).

5.2.3. Dilucién del eyaculado

La dilucion del semen se llevo a cabo utilizando un diluyente comercial (Two step®, Continental
Plastic Corp, U.S.A.) dividido en dos fracciones. Para realizar la dilucién se utilizaron dos
mezclas; mezcla A contiene 39.0% de diluyente A, 49.0% de agua, la mezcla B contiene 39.0%
de diluyente B, 50.8% de agua, 6% glicerol y se afiadio a las mezclas 10 % de yema de huevo. Se
evalu6 nuevamente con el CASA. Posteriormente se fracciond el total del semen diluido en cinco

tratamientos.
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5.2.4. Extracto de Moringa oleifera

El extracto de M. oleifera se obtuvo a partir de semillas desgrasadas liofilizadas siguiendo el
método descrito por NUfez-Gastélum et al. (2019), con algunas modificaciones. Especificamente,
se agregaron 100 mL de metanol al 80% (v/v) a 10 g de muestra. La mezcla se sometio a
sonicacion a 40 kHz durante 30 min en oscuridad. El extracto se centrifugd a 1600 x g durante 30
min a 4 °C y el sobrenadante se recuper6 por filtracion. El residuo se volvié a extraer en las
mismas condiciones. Finalmente, los sobrenadantes se combinaron, se evaporaron por destilacion
a vacio (Buchi R-3, Flawil, Suiza), se liofilizaron (FreeZone 4.5, Labconco, EE. UU) y se
almacenaron a —80 °C hasta su uso. Para caracterizar los extractos, se determinoé el contenido de
fenoles totales y flavonoides siguiendo el procedimiento descrito por NUfez-Gastélum et al.
(2018), utilizando el método de Folin-Ciocalteu y la complejacién con cloruro de aluminio,
respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Fenoles totales y flavonoides en extracto de semilla de Moringa oleifera.

Fenoles totales Flavonoides
(mg EAG/g) (mg EC/qg)
3.11+£0.11 243 +0.11

Datos presentados en medias + DE.

mg EAG/g: miligramos de equivalentes de &cido galico por gramo
mg EC/g: miligramos de equivalentes de catequina por gramo

5.2.5. Tratamientos

Tratamiento testigo: no se utiliz6 ningun tipo de antibidtico.

Tratamiento Control: Se utiliz6 antibidtico comercial (tylosina 55 pg/mL, gentamicina 275

ug/mL, espectinomicina 330 ug/mL, lincomicina 165 pg/mL).

Tratamiento 1: se utilizd extracto de semilla de Moringa oleifera 1.0 mg/mL
Tratamiento 2: se utiliz6 extracto de semilla de Moringa oleifera 10.0 mg/mL
Tratamiento 3: se utilizé extracto de semilla de Moringa oleifera 50.0 mg/mL.

5.2.6. Criopreservacion del semen

El eyaculado se diluyé y se colocé manualmente en pajillas de plastico de (30 millones de
espermatozoides/0.25 mL) (IMV Technologies, L'Aigle, Francia) y estas fueron selladas con
polivinilpirrolidona (Xiamen Aeco, Chemical Industrial, China) obteniendo de este modo las
dosis seminales. Los procesos de dilucién y empajillado de las dosis se efectuaron a temperatura
ambiente (22-25 °C). Las pajillas estuvieron en refrigeracion durante 2 horas a una temperatura
de 5 °C. Después de ese tiempo, se evalud motilidad con el sistema CASA post-refrigerado, esto
con el fin de que no haya disminuido la motilidad comparada con la motilidad en semen fresco y

observar que la refrigeracion no haya provocado cambios negativos en la motilidad y asi seguir
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con el proceso de criopreservacion. Para la congelacion del semen, se colocaron las pajillas en
un recipiente con nitrogeno (Cryobath®CL-8800, CryoLogic, Australia), el cual permanecié a
una temperatura de 5 °C y comenzé el descenso de la temperatura de 10 °C por minuto hasta
llegar a una temperatura final de — 120 °C. Después del proceso de congelacion, las pajillas se

colocaron en un termo con nitrégeno para un uso posterior.

5.2.7. Evaluacion del semen post-criopreservacion

Las pajillas se descongelaron durante 30 segundos a 37 °C en bafio Maria (Precision, Thermo
Scientific, USA) y se us6 una alicuota de 10 pL para evaluar concentracién, motilidad progresiva
y motilidad utilizando el sistema CASA. Asimismo, se evaluaron las siguientes caracteristicas

espermaticas por fluorescencia:

5.2.7.1. Viabilidad de la membrana. Se realizd un conteo automatico del porcentaje de
espermatozoides con membranas intactas utilizando la sonda Hoechst 33342/ Yoduro de propidio
(PD) (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania). Las muestras de semen se prepararon y tifieron del
siguiente modo: la muestra de semen fue temperada a 38 °C. Para 50 pL del semen temperado a
38 °C se adicionaron 1.5 pL de mezcla colorante. Se incubéd la muestra por 15 min a 38 °C, para
asegurar unatincién suficiente de la muestra. Durante este lapso, la muestra permanecié protegida
de la luz. Se coloc6 una gota de 8 pL sobre un portaobjetos y se cubrié con un cubreobjetos. Bajo
microscopio de epifluorescencia (Axioscope, Carl Zeiss Microscopy, U.S.A) se reconocieron
visualmente los espermatozoides tefiidos con un aumento de 200X. Para el andlisis se utiliz6 el
modulo de viabilidad de membrana de AndroVision® y se utiliz6 un objetivo negativo (20X) y

la camara ese preparo a la funcién color.

5.2.7.2. Integridad de acrosomas. Se realizd un conteo automatico del porcentaje de
espermatozoides con acrosoma dafiado utilizando la sonda Hoechst 33342/FITC-PNA (Minitiib
GmbH, Tiefenbach, Alemania). La evaluacion se efectio con el modulo integridad de acrosomas
de AndroVision®. Las muestras de semen se prepararon y tifieron del siguiente modo: la muestra
de semen fue temperada a 38°C. Para 50 uL del semen temperado a 38 °C se adicionaron 27 pL
de mezcla colorante. Se mantuvo la muestra por 20 min a temperatura 38 °C, para asegurar una
tincién suficiente de la muestra. Durante este lapso, la muestra permanecié protegida de la luz.
Se coloco una gota de 8 pL sobre un portaobjetos y se cubrid con un cubreobjetos. Bajo
microscopio de epifluorescencia (Axioscope, Carl Zeiss Microscopy, U.S.A), se reconocieron
visualmente los espermatozoides tefiidos con un aumento de 200X y se utilizd un objetivo
Neofluar (20X).

5.2.7.1. Actividad mitocondrial. Se realiz6 un conteo automatico del porcentaje de
espermatozoides con actividad mitocondrial, basado en una doble tincion de fluorescencia
utilizando la sonda Hoechst 33342/Rhodamin 123 (Minitib GmbH, Tiefenbach, Alemania). La
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evaluacion se efecttio con el médulo mitocondrias de AndroVision®. Las muestras de semen se
prepararon y tifieron del siguiente modo: la muestra de semen fue temperada a 38 °C. Para 50 pL
el semen temperado a 38 °C se adicion6 4 pL de mezcla colorante. Se mantuvo la muestra en
incubacion por 20 min a temperatura 38 °C, para asegurar una tincion suficiente de la muestra.
Durante este lapso, la muestra permanecio protegida bajo la luz. La muestra fue centrifugada por
4 minutos a 800 x g, retirando el sobrenadante después de la centrifugacion. El centrifugado se
resuspendid afiadiendo 50 pL de un diluyente comercial (BTS, Minitib, Tiefenbach, Alemania)
y la muestra se incub6 por otros 5 min a 38 °C. Se coloc6 una gota de 8 pL sobre un portacbjetos
y se cubrid con un cubreobjetos. Bajo microscopio de epifluorescencia (Axioscope, Carl Zeiss
Microscopy, U.S.A) con un factor de ampliacion de 200X, se reconocieron visualmente los

espermatozoides utilizando un objetivo Neofluar (20X).

5.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana

Se descongelaron las muestras de semen correspondientes a los cinco tratamientos. Luego se
prepararon diluciones 1:100 tomando 100 pL de la muestra de semen y mezclando con 9.9 mL
de agua estéril; posteriormente, se colocd 1 mL de la solucidn en caja de Petri y se vaciaron 25
mL de medio Mueller Hinton (Becton Dickinson GmbH, Alemania). Las placas se incubaron a
37 °C y alas 24 h se hizo un recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC). Para el caso
de las cajas de Petri que presentaron un crecimiento microbiano masivo o UFC incontable, se

consider6 un numero de 301 UFC para el andlisis estadistico (Gajdziok et al., 2015).

5.4. Analisis de la actividad antioxidante
Ensayo Potencial Reductor Férrico (FRAP)

El ensayo FRAP se llevo a cabo segun lo establecido por Benzie y Strain (1996) con algunas
modificaciones. Para la preparacion del buffer acetato se utiliz6 1.3g de acetato de sodio
(CH3COONa) y 8 mL de acido acético (CHzCOOH). Se mezclaron estos componentes con 300
mL de agua destilada, se ajustd el pH a 3.6 y posteriormente se afor6 hasta obtener 500 mL de
solucion total. El cloruro de hierro (FeCl, 20 mM) se prepar6 con 2.609 g de FeCl, y se afor6 con
agua destilada hasta obtener 500 mL de solucion. El reactivo TPTZ (2,4,6-Tri(2-pridil)-s-triazina)
se preparé con 31.23 mg de TPTZ y 33 pL de acido clorhidrico. Se aforé a 10 mL con agua

destilada y fue almacenado en ausencia de luz.

Para la preparacion del plasma seminal, se descongel6 el semen en bafio maria (Precision, Thermo
Scientific, USA) a 37 °C por 30 segundos. Después se centrifugd a 800 x g por 10 min 4 °C, se
tomé el sobrenadante (plasma seminal) 100 uL y se afiadié metanol 1:10. El reactivo FRAP se
preparé utilizando 1.0 mL del reactivo TPTZ y 1.0 mL de FeCI2 20 mM. Posteriormente se aford
con buffer acetato hasta obtener 10 mL. Después se incub6 a 37 °C durante 30 min. Una vez

terminado el tiempo de incubacion se afiadieron a cada pocillo de la microplaca 24 pL de plasma
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seminal. El cual se descongelo a temperatura ambiente y 180 pL del reactivo FRAP para su
posterior lectura a 595 nm a 37 °C, en un espectrofotdmetro de microplaca (xMark, BioRad,
Hercules, CA) a 37 °C. A la par se realiz6 una curva estandar con estdndar de Trolox y los

resultados se expresaron como milimoles equivalentes de Trolox (mmol ET).

5.5. Fertilizacion in vitro heteréloga

5.5.1. Coleccion de los ovocitos

Para este trabajo se utilizaron ovarios procedentes de vacas sacrificadas en el rastro. Los ovarios
se transportaron en un recipiente con cloruro de sodio al 0.9 % (9 g de NaCl/ litro) en agua

destilada a una temperatura de 37 a 38 °C.

Una vez que llegaron los ovarios al laboratorio, se lavaron con la solucion de transporte. Luego
fueron depositados en un recipiente con agua destiladay 0.9 % (9 g de NaCl/ litro) al interior
del bafio Maria a 37 °C para después empezar a aspirar los foliculos. Se aspiraron los foliculos de
2 a 8 mm de diametro utilizando una aguja 18 g y una jeringa de 5 mL y se deposité el liquido
folicular en placas de Petri de 35 X 35 mm. Se mantuvo a una temperatura de 37 °C sobre una
termoplatina (Barnstead®, Lab-Line, USA). Una vez obtenidos los ovocitos, se seleccionaron
bajo estereoscopio (Minitube® e6303 HT 50, USA) evaluando la apariencia general. Se
seleccionaron ovocitos de clasificacion uno y dos. Aquellos ovocitos provistos de un citoplasma
oscuro y homogéneo, con un complejo de células del cimulus de tres 0 mas capas, el cual se le
considera grado uno. El grado dos: son ovocitos con un citoplasma oscuro y homogéneo y de un
complejo de células del camulus de tres o menos capas. El grado tres y cuatro: tienen un
citoplasma irregular y carecen del complejo de células de cimulos o tiende a estar expandido las

células lo cual se le considera que el ovocito esta maduro (De Loos et al., 1989).

5.5.2. Maduracion in vitro de los ovocitos

Se precalenté medio Bo Wash (IVF Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino Unido) a 35
°C y se depositaron 200 puL de medio en un plato de cuatro pocillos (Thermo Scientific® Nunc,
USA), se lavaron tres veces. Esto consistid en que los ovocitos seleccionados se pasaron al pocillo
namero uno, de ahi se fueron pasando por cada pocillo utilizando una micropipeta (Eppendorf®
Research Plus, Alemania). Después de esto, los ovocitos se sometieron al proceso de maduracién
in vitro (IVM). Fueron equilibrados 200 pL de medio BO-IVM (IVVF Bioscience®, Bickland
Industrial Park, Reino Unido) por pozo a 38.8 °C y 6.5 % CO; en aire atmosférico humidificado
(21 % O) minimo por 2 horas. Una vez equilibrado el medio BO-IVVM se pasaron los ovocitos
seleccionados a los pozos con el medio de IVM (Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino
Unido). Después de esto, se incubaron a 38.5 °Cy 6.5 % de CO; en aire atmosférico humidificado
(21 % de Oy) por un periodo de 21 a 24 horas.
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5.5.3. Fertilizacion in vitro (FIV)
Fueron equilibrados cuatro pozos con 200 puL de medio BO-IVF (IVF Bioscience®, Bickland
Industrial Park, Reino Unido) en una incubadora a 38.5 °C y 6.5 % de CO con aire atmosférico

humidificado (21 % de O) por un minimo de 2 horas antes de ser usados.

Los platos de BO-IVM con los ovocitos maduros se retiraron de la incubadora después de 21 a
24 horas, luego se colocaron los ovocitos en pozos con medio IVF equilibrado, después los platos
con los ovocitos se colocaron en la incubadora, a 38.5 °C y 6.5 % de CO- con aire atmosférico

humidificado (21 % de O) mientras el semen se preparaba.

5.5.4 Preparacion del semen de ovino
Para la purificacion y capacitacion del semen se prepararon 8.0 mL del medio BO-SemenPrep
(IVF Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino Unido) y se precalent6 el medio antes de ser

usado.

Fue tomada una pajilla de semen congelado de ovino por cada tratamiento y se colocaron
inmediatamente en bafio Maria (Precision, Thermo Scientific, USA) a 37 °C durante 30 segundos.
Se colocaron las pajillas descongeladas dentro de la campana de flujo laminar y se secaron con
una gasa estéril, se corto la pajilla de un extremo y se coloc6 el semen en un tubo Falcén debajo
del medio BO-SemenPrep (IVF Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino Unido) se utilizd
1.0 mL de medio por tubo.

Se centrifugé durante 5 min a 2500 rpm. Después se elimind el sobrenadante dejando
aproximadamente 350 pL de suspension de espermatozoides y se volvid a centrifugar durante 5
minutos a 2500 rpm, una vez mas se retir6 el sobrenadante, dejando solamente el pellet formado
y se agreg6 100 pL de medio BO-IVF (IVF Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino Unido)
para diluir el pellet.

Para calcular la concentracion de espermatozoides para realizar la fertilizacion de los ovocitos se

utilizé una concentracion final de espermatozoides de 2.0 X 10° /mL.

Se agregd el volumen calculado de la suspensién de espermatozoides a cada pocillo de
fertilizacién y se colocaron los platos en la incubadora a 38.5 °C y 6.5 % de CO; con aire

atmosférico humidificado (21 % de O,). Se incub6 durante un tiempo de 16 a 20 horas.

5.5.5 Cultivo de embriones in vitro (IVC)

Se prepar6 un plato de cuatro pocillos de BO-1VC con 200 uL de BO-1VC (IVF Bioscience®,
Bickland Industrial Park, Reino Unido) y se cubrid los pocillos con una capa de 400 pL de aceite
mineral. Se equilibré durante la noche en la incubadora a 38.5 °C y 6.5 % de CO. con aire

atmosférico humidificado (21 % de O) para usarlo al dia siguiente.
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Se retiraron los platos de BO-IVF (IVF Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino Unido) de
la incubadora y se transfirieron todos los ovocitos inseminados a los criotubos de 10 mL ya que
contiene 1 mL de BO-Wash (IVF Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino Unido) y se agitd
en vortex durante 1 min a alta velocidad, esto con el fin de eliminar por completo el complejo de

células del cumulus.

El contenido fue vertido (medios y ovocitos inseminados) del criotubo de 10 mL en un plato
vacio de 35 mm. Se agreg6 1 mL de BO-Wash (IVF Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino
Unido) al tubo y se volvio a verter en el mismo plato.

Se transfirieron todos los ovocitos inseminados a otro plato que contenia BO-Wash (IVF
Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino Unido). Por tltimo se volvieron a pasar los ovocitos
inseminados a un tercer plato que contiene BO-Wash (IVF Bioscience®, Bickland Industrial
Park, Reino Unido). Se contaron el nimero de ovocitos inseminados y se enjuagaron los ovocitos
inseminados en el plato equilibrado de 35 mm de BO-1VC (IVF Bioscience®, Bickland Industrial
Park, Reino Unido) sin aceite.

Se transfirieron los ovocitos inseminados del plato de 35 mm a los pocillos con BO-IVC (IVF
Bioscience®, Bickland Industrial Park, Reino Unido) con aceite mineral que se equilibré durante
lanoche. Se contaron los ovocitos inseminados y mediante una micropipeta se colocaron en cada

pocillo.

Por ultimo se incub6 los pocillos a 38.5 °C, en una atmosfera humidificada de 6 % de O, 6.5 %
de CO. y 88 % de N2, Los ovocitos fertilizados se observaron con un estereoscopio a las 40 h para

evaluar la division celular de 2 a 8 células (Soler et al., 2008; Garcia-Alvarez et al., 2009).

5.6. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa SAS 9,0 (Inst. Cary, NC, USA).
Los datos porcentuales se transformaron en arcoseno antes del analisis estadistico, esto con el fin
de transformar los datos porcentuales a datos numéricos. Se realizd un analisis de varianza
(ANOVA) para las variables numeéricas; actividad antimicrobiana, capacidad antioxidante,
motilidad progresiva, motilidad rapida, concentracion, viabilidad de la membrana, integridad del
acrosoma, actividad mitocondrial y FIV. Se realizé un modelo completamente al azar. Con PROC
GLM se ajustaron modelos lineales generalizados, para la evaluacion por ANOVA de las
caracteristicas espermaticas post-criopreservado. La comparacién de las medias entre los
tratamientos se realiz6 mediante la prueba de Duncan. El nivel de significancia considerado para

todas las evaluaciones fue P < 0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se pueden observar los resultados de los cultivos microbianos a partir de las muestras
de semen, que indican que todos los tratamientos que incluyeron extracto de semilla de M. oleifera
mostraron inhibicion de UFC en comparacién con el tratamiento testigo (P < 0.05), en el cual
existe un grado de contaminacion mucho mayor. Este elevado nimero de UFC se debe a gque en
las muestras de semen de ovino del tratamiento testigo no contenia ningun tipo de agente
antimicrobiano. La inhibicion obtenida en los tratamientos que incluian extracto de semilla de M.

oleifera fue similar a la del control.

Tabla 2. Efecto del extracto de la semilla de Moringa oleifera sobre la contaminacién bacteriana
en el semen criopreservado de ovino (Media + desviacion estandar).

Tratamiento Unidades formadoras de colonias (UFC)
Testigo 65.25+ 67.67°

Control 4.75+ 3.442

50.0 mg/mL 5.50+ 4.53?

10.0 mg/mL 9.70+ 6.30°

1.0 mg/mL 6.87 + 6.38°

ab | etras diferentes (entre columnas) indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

El semen es considerado como un medio que favorece el crecimiento bacteriano y probablemente
la presencia de bacterias en semen almacenado a temperatura ambiente se atribuye con la muerte
de los espermatozoides, quizd debido a la acumulacion de los productos metabdlicos de las
bacterias. Los microorganismos identificados en el semen son extremadamente variables e
incluyen Corynebacterium renale, Leptospira spp., Escherichia coli, Corynebacterium pyogenes,
Brucela abortus, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium paratuberculosis, Pseudomona
aeruginosa, Proteus spp. Streptococcus spp, Staphylococcus spp, bacilos, mohos y micoplasma
en el 94% de las muestras de semen, de casi todos los animales de granja (Trujillo y Rivera, 2002).
Es por esto que se debe incluir un antimicrobiano en el diluyente del semen debido a la
proliferacion de bacterias, los resultados en este estudio indican que cualquier concentracién de

la M. oleifera utilizadas en este estudio puede sustituir al antibiético convencional.

La contaminacion bacteriana del eyaculado en animales clinicamente sanos usados como
donantes de semen puede ser debida a la flora microbiana normal de la uretra y el prepucio
(Varner et al, 1998). Esta flora puede afectar directamente la calidad del semen o inducir procesos
inflamatorios en el tracto genital de la hembra. Cuando la flora normal es alterada, bacterias
potencialmente patégenas como Pseudomona aeruginosa y Klebsella pneumonie pueden
colonizar el pene y el prepucio. (Trujillo y Rivera 2002). Trujillo y Rivera (2002) mencionan que
ciertas bacterias pueden producir toxinas y productos metabolicos nocivos para la viabilidad del

semen. Por otra parte estos mismos autores informaron que existe un efecto marcadamente
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deletéreo de la toxina de E. coli al momento de la recoleccion de semen, mas que de la
eliminacion de los microorganismos desde el tracto reproductivo al momento de la eyaculacion.
Ademés indican que Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium, Mycobacterium vy
Pseudomonas han sido asociadas con cambios metabdlicos en el semen o con la pérdida de

fertilidad y muerte embrionaria.

La capacidad fertilizante de cualquier muestra de semen puede estar afectada por el nimero de
bacterias presentes. El recuento bacterial de las muestras de semen recolectadas por medio de la
vagina artificial varia desde 1.000 hasta 22, 000,000 de bacterias/mL. Sin embargo, existen
recuentos bacteriales mas bajos variando desde 100 hasta 960,000 bacterias/mL con un promedio
de 200 bacterias/mL, encontrando diferencias marcadas en las muestras (Trujillo y Rivera 2002).
Yaniz et al. (2010) indican que el eyaculado de carneros puede con frecuencia contener flora
bacteriana en concentraciones de hasta 108 UFC/ml. Estos mismos autores mencionan que el
origen pueden ser las infecciones sistémicas y locales del tracto reproductivo, asi como la
introduccién de microorganismos durante la recoleccion, procesamiento o almacenamiento del
semen. Estos mismos autores mencionan que la bacteria E. coli tiene efecto negativo en los
espermatozoides. Esta bacteria Gram-negativa reduce la motilidad a través de la adhesion y
aglutinacioén del espermatozoide; causa alteraciones morfoldgicas como cambios en el nivel de la
pieza intermedia, la membrana, acrosoma y altera la funcién espermatica, y aumenta la

translocacion de fosfatidilserina (Yaniz et al., 2010).

Trujillo y Rivera (2002) indican que a medida que se aumenta el nimero de microorganismos en
la muestra se incrementa la demanda sobre los nutrientes presentes en el semen, en una via
metabdlica que conduce a la formacion y liberacion de éacidos que bajan el pH del medio,
afectando desfavorablemente la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides, quienes a su

vez compiten con las bacterias por los nutrientes presentes en un medio cada vez mas escaso.

Es importante mencionar que en este estudio se utilizé yema de huevo en el diluyente para el
semen. Yodmingkwana et al. (2016) indican que el componente efectivo de la yema de huevo es
la lipoproteina de baja densidad, proteina que previene el shock frio. Ademas, los fosfolipidos de
la yema, como la fosfatidilcolina, son muy importantes para el mantenimiento de la membrana
espermatica en el proceso de congelacion-descongelacion. Estos mismos autores sefialan que este
es el componente mas comun en los diluyentes, ya que protege a los espermatozoides de un dafio
durante el proceso de congelacion-descongelacion. Sin embargo, la yema de huevo tiene algunos
problemas, ya que aumenta el riesgo de contaminacién microbiana que puede conducir a la
produccion de endotoxinas que pueden reducir la capacidad de fertilizacion de los
espermatozoides y aumenta el riesgo de transmision de enfermedades en el intercambio de semen

almacenado (Purdy, 2006; Salmani et al., 2014; Yodmingkwana et al., 2016).

33



En este estudio la adicion de 1.0, 10.0 y 50.0 mg/mL del extracto de semilla de M. oleifera tuvo
un efecto antimicrobiano similar al antibiético convencional. El uso de M. oleifera para el control
de diversas infecciones provocadas por microorganismos es bien conocido, se han generado
resultados que confirman su actividad antimicrobiana. Estudios in vitro han comprobado la
actividad de diferentes partes de la planta sobre los microorganismos patdgenos asi como la
inhibicion del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. (Martin et al.,
2013). Estudios bacteriol6gicos demostraron la actividad antimicrobiana de los extractos de
semillas de moringa, los cuales floculan bacterias Gram positivas y Gram negativas. Su accion
bacteriostatica consiste en la disrupcién de la membrana celular por inhibicién de enzimas
esenciales. El principal ingrediente responsable de dicha actividad antimicrobiana es el 4-(4’-O-
acetil- a-L-ramnopiranosiloxi)-isotiocionato de bencilo, el cual tiene accion bactericida sobre
varias especies patodgenas, incluyendo aislados de Staphylococcus, Streptococcus y Legionella

resistentes a antibioticos (Martin et al., 2013).

Viera et al. (2010) reportan que los principios activos contenidos en las semillas de moringa,
inhibieron satisfactoriamente el crecimiento de Mycobacterium phlei con 40 micromoles /L y la
de Bacillus subtilis con 56 micromoles / L. Estos mismos autores indican que las sustancias
bactericidas en las semillas de moringa como pterygospermin, moringine y los glucésidos 4- (a-
L-ramnosiloxi) -isotiocianato de bencilo y 4- (a-L-ramnosiloxi) —fenilacetonitrilo han demostrado
que inhiben principalmente a Bacillus subtilis, Mycobacterium phei, Serratia marcescens, E. coli,
Pseudomonas Aeruginosa, Shigella y Streptococcus. Los efectos del extracto vegetal pueden
explicarse por la presencia de un amplio espectro de sustancias bactericidas, o por la accién de
toxinas producidas por la planta. Por otra parte Raj et al. (2011) reportan que los extractos acuosos
de semilla de Moringa oleifera inhibieron Staphylococcus aureus (19-25 mm), Vibrio cholerae
(21,25 mm) y Escherichia coli (16-23 mm) a una concentracion de 50, 100, 150, 200 pL / placa.
También mostré una fuerte actividad contra Bacillus subtilis (18.75 mm), Staphylococcus aureus

(18 mm) y Fusarium solani (30.5 mm) a una concentracién de 15 mg/mL.

Saadabi y Zaid (2011) mencionan que la actividad antimicrobiana del extracto también podria
deberse a la presencia de compuestos lipofilicos que podrian unirse dentro de la membrana
citoplasmica. Martin et al. (2013) indica que existe actividad antimicrobiana de extractos de
semillas de M. oleifera sobre las bacterias Salmonella typhii, Vibrio cholerae y Escherichia coli,

causantes de la fiebre tifoidea, el colera y la gastroenteritis, respectivamente.

Varios tipos de antibidticos, tradicionalmente estreptomicina y penicilina, se han agregado a los
extensores del semen para controlar el crecimiento bacteriano, pero algunas bacterias han
demostrado resistencia a estas moléculas. La combinacién de gentamicina (500 g/mL), tilosina

(100 g/mL) y lincoespectina (300 y 600 g/mL, respectivamente) fueron antibidticos efectivos para
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controlar las bacterias. Sin embargo, esta combinacion no fue capaz de eliminar completamente

el micoplasma del semen congelado artificialmente infectado (Gloria et al., 2014)

La crioconservacion, mas que el enfriamiento, parece estar relacionada con un aumento en el
crecimiento bacteriano en muestras sin antibioticos (muestras testigo). Este hallazgo confirmé la
incapacidad de la reduccion de la crioconservacion o el crecimiento de las bacterias. Ademas, el
procedimiento de descongelacién parecia ser el punto en el que se replicaban las bacterias. Estos
hallazgos podrian ser comparables con las condiciones en el campo. En consecuencia, cuando una
bacteria es resistente al antibiotico, la descongelacion del semen podria considerarse un punto
crucial (Gloria et al., 2014).

En la Tabla 3 se muestra la capacidad antioxidante del extracto de semilla de M. oleifera, la cual
mostrd un incremento estadisticamente significativa (P < 0.05) en el efecto reductor oxidante en
el plasma del semen criopreservado de ovino en los tratamientos de concentraciones de 10.0 y
50.0 mg/mL. Estos dos tratamientos no mostraron una diferencia significativa (P > 0.05) con
respecto a los tratamientos testigo y de 1.0 mg/mL. Sin embargo, el tratamiento control tuvo
menor efecto antioxidante y mostré diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) siendo
diferente con respecto a los tratamientos de 50.0 y 10.0 mg/ mL.

Tabla 3. Efecto de la capacidad antioxidante del extracto de semilla de M. oleifera en el semen
criopreservado de ovino (Media * desviacion estandar).

Tratamientos Efecto Antioxidante FRAP! (mmol ET)
Testigo 3325.0 +552.9%
Control 2898.1 +979.0°
50.0 mg/mL 3537.5 +249.4°
10.0 mg/ mL 3364.3 +242.5°
1.0 mg/mL 3322.5 +477.2%®

! Poder reductor férrico (FRAP), medido en milimoles equivalentes de Trolox (mmol ET).
b | etras diferentes (entre columnas) indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

Las diferentes partes de M. oleifera contienen mas de 40 compuestos con actividad antioxidante
(Martin et al., 2013). Entre los compuestos con este potencial, ya sea por actividad de captacion
de radicales libres o por capacidad de formacién de quelatos de iones metalicos identificados en
las semillas de M. oleifera, se encuentran compuestos fendlicos como el kaempferol y los &cidos
galico y elagico. Estudios in vitro han demostrado que los extractos de hojas, frutos y semillas de
M. oliefera, debido a sus propiedades antioxidantes, protegen las células vivas del dafio oxidativo
del ADN asociado con el envejecimiento, el cancer y las enfermedades degenerativas; también se
indicd que dichos extractos inhiben la peroxidacion lipidica y el crecimiento bacteriano, y se
propuso a M. oleifera como un candidato ideal para las industrias farmacéutica, nutracéutica y de
alimentos funcionales. Por otro lado la fraccién extraida con acetato de etilo, la cual es rica en
acidos fenolicos y flavonoides, presenta el mayor poder antioxidante entre las fracciones

extraidas con distintos disolventes (Martin et al ., 2013).
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Los extractos de semillas de M. oleifera pueden ser usados en terapias antioxidantes para
disminuir la genotoxicidad del arsénico y otros metales pesados, cuyos mecanismos de accion
carcinogénica estan relacionados con especies reactivas de oxigeno. El polvo de tales semillas
reduce la concentracion de arsénico y protege contra las alteraciones hematolégicas y el estrés
oxidativo inducidos por ese metal. Los coagulantes naturales de la semilla de M. oleifera, su alto
contenido de aminoéacidos como metionina y cisteina, y de antioxidantes como las vitaminas C y

E, y B-caroteno son los responsables de la remediacion del estrés oxidativo (Martin et al., 2013).

Lugman et al. (2012) indican que la M. oleifera contiene actividad antioxidante y por lo tanto
suprime la formacion de radicales libres. Ademas, encontraron que el extracto de M. oleifera
activa las enzimas antioxidantes, e inhibe las oxidasas. Asimismo, Peixoto et al. (2011) y El-
Harairy et al. (2016) mencionan que la M. oleifera es un antioxidante natural por su capacidad
para proteger organismos y células de dafio oxidativo del ADN asociado al envejecimiento,
cancer, enfermedades degenerativas, debido a la presencia de compuestos polifendlicos, que

pueden ser los responsables del potencial antioxidante general de la M. oleifera.

Dentro de los principales factores perjudiciales durante la criopreservacion figuran los
ocasionados por los radicales libres que se forman en este proceso, siendo los responsables del
dafo oxidativo. El dafio a bajas temperaturas ocurre en la membrana plasmatica, en la membrana
acrosomal, en la mitocondria y en la vaina del axonema y aunque fisiolégicamente se forman
radicales libres durante la respiracion mitocondrial, es importante tener en cuenta que las
anomalias en la mitocondria pueden contribuir a la produccion excesiva de los radicales libres
(Cabrera et al., 2010; Membrillo et al., 2011; EI-Sheshtawy et al., 2017). La generacion de ROS,
inducidas por el proceso de crioconservacion, puede ser responsable del dafio al espermatozoide
en mamiferos. La produccion de ROS se ha asociado con la reduccion de la motilidad de los
espermatozoides, y disminuye la capacidad para la fusion espermatozoide-ovocito. Los
espermatozoides son sensibles a la peroxidacion lipidica debido a su alto contenido en grasas
poliinsaturadas (Michael et al., 2007; Peris et al., 2007).

El proceso de peroxidacion induce alteraciones estructurales, un proceso rapido y pérdida
irreversible de la motilidad, un cambio profundo en el metabolismo y un aumento en la tasa de

liberacion de componentes intracelulares (Pefia et al., 2003).

El espermatozoide esta protegido por un sistema antioxidante en el plasma seminal, en las
membranas y en el citoplasma, pero este sistema se elimina parcialmente y se altera severamente
durante la crioconservacion. La eleccion del crioprotector es fundamental para el éxito de la
congelacion del espermatozoide. La yema de huevo ha sido la eleccion preferida para suplementar
extensores en muchas especies. Sin embargo, la yema de huevo podria presentar contaminacion,

algunos componentes podrian afectar negativamente la crioconservacion del espermatozoide y la

36



estandarizacion es desafiada por la variabilidad entre lotes (Mata-Campuzano et al., 2015). Sin
embargo, Céamara et al. (2011) demostraron que los agregados de lipidos en la yema de huevo se
adsorben a la membrana espermatica y previene la aparicion del dafio peroxidativo. La membrana
plasmatica del espermatozoide de mamifero es particularmente rica en &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA). Este predominio de PUFA hace que los espermatozoides sean altamente
susceptibles a los lipoperoxidos (LPO), que se produce como resultado de la oxidacion de la
membrana lipidica, por moléculas de oxigeno parcialmente reducida tales como superoéxido,
hidroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo (Bucak et al., 2009). Bucak et al. (2007) mencionan
que la membrana de espermatozoides de carnero tiene una particular composicion que dificulta
una congelacion exitosa. Adicionalmente, la composicién lipidica del espermatozoide, la
membrana es una determinante importante en la motilidad, viabilidad, peroxidacién lipidica y el
choque frio del espermatozoide. Las diferencias en la composicién de acidos grasos y los indices
de clase de lipidos en los espermatozoides entre las especies son factores importantes en la
congelacion de los gametos masculinos. La presencia de altas concentraciones de PUFA dentro
de la estructura lipidica de las células espermaticas requiere sistemas antioxidantes eficientes para
defenderse del dafio peroxidativo y disfuncién asociada del espermatozoide (Bucak et al., 2007;
Peris et al., 2007). Los sistemas antioxidantes protectores en el diluyente de los espermatozoides
son principalmente de origen citoplasmatico. Esto consiste en que desechan la mayor parte de su
citoplasma durante la etapa terminal, de diferenciacion, y carecen de componentes citoplasmicos
que contiene antioxidantes que contrarrestan los efectos dafiinos de los ROS y de la peroxidacion
lipidica. Debido a esto, los espermatozoides son susceptibles a la peroxidacion lipidica durante la

criopreservacion y descongelacion (Bucak et al., 2007; Silva et al., 2013).

La criopreservacion también genera productos fisicos, quimicos, estrés en la membrana
espermatica, asociado a estrés oxidativo y ROS generados por espermatozoides muertos y por el
oxigeno atmosférico o molecular del medio ambiente, induciendo disminuciones en la motilidad,
integridad de la membrana y potencial de fertilizacion de los espermatozoides. La liberacion de
oxigeno molecular, formando bajo concentraciones de ROS, se requiere para el mantenimiento la
de fertilizacion y capacitacion / reaccion acrosomal de los espermatozoides. Un exceso de ROS
perjudica la motilidad y capacidad de fertilizacion (Bucak et al., 2007). La sobreproduccion de
ROS en los espermatozoides conduce a una alteracion de la estructura de la matriz lipidica. Estos
ataques, en Gltima instancia, conducen a la alteracion de la funcion del espermatozoide (motilidad
espermatica, integridad de membrana funcional y fertilidad), dafio al espermatozoide, a través del
estrés oxidativo y la produccion de aldehidos (Bucak et al., 2009). Las moléculas antioxidantes
podrian reducir el impacto de estrés oxidativo, y asi mejorar la calidad del semen después del
deshielo. El objetivo de los tratamientos antioxidantes no debe ser la eliminacion completa de

ROS. Los mecanismos de los antioxidantes juegan un papel importante en el control fisiologico
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de las funciones espermaticas en los mamiferos, cuando los ROS se encuentran en bajas
concentraciones, actian como mediadores de las funciones normales de los espermatozoides,
mientras cuando se producen en exceso son altamente toxico para la célula. Varios agentes
antioxidantes, tales como vitaminas E y C, catalasa, dimetilsulfoxido, taurina, hipotaurina y N-
acetilcisteina han sido probado in vitro o en estudios in vivo relacionados con humanos, semen de
bovino, jabali, conejo y carnero con eficacia controvertida (Michael et al., 2007; Gurler et al.,
2016). Bucak et al. (2007) indican que el sistema antioxidante que comprende GSH, GSH-Px,
CAT y SOD, se ha descrito que funciona como defensa contra la peroxidacion en el semen, y son
importantes para mantener la motilidad y viabilidad de los espermatozoides. Se han realizado
estudios sobre diluyentes en el semen de borrego, incluidos la taurina, la trehalosa, selenio, y
compuestos surfactantes, para mejorar motilidad, viabilidad e integridad de la membrana de
espermatozoides post-descongelacion (Bucak et al., 2007). EI GSH es una molécula ubicua
encontrada en rango de mM en varias celdas, y es capaz de reaccionar con muchos ROS
directamente. EI GSH es también un cofactor para GSH-Px que cataliza la reduccién de H.0-
toxico e hidroperoxidos, que protegen las células de mamiferos de estrés oxidativo, y el nivel
intracelular de tioles en el espermatozoide que se reduce por la criopreservacion (Bucak et al.,
2007). Bucak et al. (2007) mencionan que la vitamina E es el principal componente del sistema
antioxidante de los espermatozoides, y es uno de los principales protectores de membrana contra
las ROS y la peroxidacion lipidica. Los ROS en el eyaculado son producidos por los
espermatozoides por si mismos y por los leucocitos, que son un infiltrado en el semen. Los
espermatozoides son vulnerables al dafio de los ROS debido a su alto contenido en grasas
poliinsaturadas. El uso de antioxidantes podrian reducir el impacto negativo de las ROS a los

espermatozoides (Michael et al., 2007).

Los resultados del presente trabajo indican un efecto antioxidante de la adicion de M. oleifera en
la concentraciones de 1.0, 10.0 y 50.0 mg/mL, lo cual mejora las diferentes caracteristicas
espermaticas evaluadas en este estudio. Mara et al. (2007) mencionan que un factor limitante en
la preservacion del semen es su exposicion a la luz durante la manipulacién antes del
almacenamiento, dando lugar a la formacién de ROS con dafio al espermatozoide, a la motilidad
celular y la integridad genémica. Este problema puede superarse mediante la adicion de
antioxidantes en el medio de conservacion. La M. oleifera puede ayudar a limitar estos efectos

negativos mencionados por Mara et al. (2007).

La concentracion espermatica no presentd diferencia estadisticamente significativa entre los
diferentes tratamientos (P > 0.05). Respecto a la motilidad progresiva y rapida el tratamiento de
10.0 mg/mL presenté mayor motilidad progresiva y rapida (P < 0.05), el resto de los tratamientos

fueron similares.
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En relacion a la evaluacion post-criopreservacion de las caracteristicas espermaticas con
diferentes concentraciones de M. oleifera, en la Tabla 4 se observan los resultados. Referente a la
concentracion espermatica no presentd diferencia estadisticamente significativa entre los
diferentes tratamientos (P > 0.05). Con respecto a esto, es lo que se esperaba pues la M. oleifera
no debe de tener ningun efecto en la concentracion. Respecto a la motilidad progresiva y rapida,
tanto los tratamientos testigo, control y 50.0 y 1.0 mg/mL no mostraron una diferencia estadistica
significativa (P > 0.05) entre ellos. El tratamiento de 10.0 mg/mL mostré diferencia
estadisticamente significativa (P < 0.05), con respecto al tratamiento control, y siendo el
tratamiento 10.0 mg/mL el que presentd mayor motilidad progresiva y rapida con respecto a los

demas tratamientos.

Tabla 4. Efecto del extracto de semilla de Moringa oleifera sobre las caracteristicas espermaticas
de semen criopreservado de ovino (Media + desviacion estandar).

Tratamiento Concentracion Motilidad Progresiva Motilidad Rapida
espermatica 10° /mL (%) (%)
Testigo 0.102 +0.01° 29.52 + 6.94% 7.15+ 1.94%®
Control 0.098 +0.01? 27.10+ 17.60° 6.82 + 6.29°
50.0 mg/mL 0.099 +0.01° 33.00+ 14.90% 8.70+ 7.49%
10.0 mg/mL 0.108 +0.01° 40.75+ 16.12° 12.80+ 10.90°
1.0 mg/mL 0.100 +0.02? 31.55+ 5.59% 6.15+ 1.94%®

ab | etras diferentes (entre columnas) indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

En la Tabla 5 se presentan los porcentajes de viabilidad de membrana, integridad
acrosomal y actividad mitocondrial obtenidos en los espermatozoides en los distintos
tratamientos. Los tratamientos de 1.0 y 10.0 mg/mL mostraron viabilidad de membrana
significativamente superior que el grupo control. Los tratamientos de 50.0 mg/mL y
testigo no presentaron una diferencia estadisticamente significativa (P > 0.05) siendo
similar a los demas tratamientos. Con respecto al porcentaje de acrosomas intactos, se
puede observar que el tratamiento que presentdé un mayor porcentaje de integridad de
acrosoma fue el tratamiento de 1.0 mg/mL y mostraron diferencia estadisticamente
significativa con los tratamientos control y testigo respectivamente y siendo similar a los
tratamientos 10.0 y 50.0 mg/mL. El porcentaje de mitocondrias activas mostré una
diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) entre los tratamientos control y de
10.0 mg/mL, siendo este dltimo el que presentd mayor porcentaje de mitocondrias
activas, pero sin tener un efecto estadisticamente significativo (P > 0.05) con los

tratamientos testigo, 1.0 y 50.0 mg/mL.
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Tabla 5. Efecto de la adicion del extracto de semilla de Moringa oleifera en el semen
criopreservado de ovino sobre la viabilidad de la membrana, viabilidad del acrosoma y la
actividad mitocondrial (Media £ desviacion estandar).

Tratamiento Viabilidad de Integridad acrosomal Actividad
membrana (%) (%) mitocondrial (%)
Testigo 83.0 £12.15® 36.6+ 13.97° 93.3+ 4.69%
Control 69.4 + 25.74° 38.0+8.37" 87.6+ 10.07°
50.0 mg/mL 77.7+6.95% 475+ 15.16% 94.6+5.67%
10.0 mg/mL 84.1 £12.93? 54.1+ 6.87% 95.5+ 3.42?
1.0 mg/mL 85.8+9.762 56.6 + 15.712 90.0+ 11.75%

a.b.c | etras diferentes (entre columnas) indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

Se sabe que la criopreservacion dafia el espermatozoide en una variedad de formas lo que resulta
en dafios letales y modificaciones responsables de una corta esperanza de vida de las células
espermaticas. El dafio oxidativo y osmético, durante los procesos de congelacion vy
descongelacion alteran los lipidos y composicion proteica; disminuye la motilidad y la viabilidad;
causa dafio a mitocondrias, acrosomas y colas del espermatozoide; y aumenta la fragmentacion
del ADN. Por otra parte, durante el proceso de congelacion y descongelacion induce la
reorganizacion de las membranas lipidicas, lo que resulta en mayor fluidez y calcio intracelular,
gue eventualmente inicia los cambios parecidos a la capacitacion en los espermatozoides
criopreservados (criocapacitacion) (Cabrera et al., 2010; Membrillo et al., 2011; EI-Sheshtawy et
al., 2017; Mostek et al., 2017).

Vichas et al. (2017) mencionan que, durante el procedimiento de congelacion, el area de
temperatura entre -10 y -25 °C es crucial para los espermatozoides de carnero. Ademas, las tasas
rapidas de congelacion inducen la muerte del espermatozoide, mientras que los espermatozoides
de borrego son particularmente susceptibles al shock por frio, debido a que tienen niveles bajos

de colesterol y una alta relacion de &cidos grasos insaturados a saturados.

Jafaroghli et al. (2011) reportan en su estudio, donde valoraron caracteristicas espermaticas
después de la congelacion y la descongelacion, una motilidad en borrego de (60.6 £ 1.9 %), y con
una viabilidad (60.6 = 2.5 %) e integridad de membrana (58.2 £ 2.1 %). Alcay et al. (2015)
reportan una motilidad progresiva de 45.7 %y 67.9 % post-descongelacion del semen de borrego.
Los resultados de este estudio muestran que la motilidad post-descongelacion fue mas baja en
relacion a la reportada por Jafaroghli et al. (2011) y similar con la que reportan Alcay et al. (2015)
pero en cuanto a integridad de membrana fue superior al estudio de Jafaroghli et al. (2011). Los
resultados positivos en este estudio sugieren que se debe a que los tratamientos en base al extracto
de semilla de M. oleifera hubo una inhibicién de bacterias y tuvo un efecto antioxidante en el
semen lo cual ayudd a preservar las diferentes caracteristicas espermaticas en este caso la

viabilidad de membrana.
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Peixoto et al. (2011) y El-Harairy et al. (2016) indican que que tanto el extracto de la hoja como
la semilla contienen compuestos con amplio espectro de actividad antimicrobiana, capaz de
inhibir el crecimiento de bacterias gram positivas y negativas. En este estudio se encontré un
efecto positivo de la adicion del extracto de semilla de M. oleifera al semen criopreservado de
ovino, ya que existio un grado de mejora en cuanto a la motilidad progresiva usando una
concentracion de 10.0 mg/mL, lo que quizé se debid a la capacidad antimicrobiana y antioxidante
del extracto de M. oleifera. Sokunbi et al. (2015) encontraron un efecto positivo de la adicién del
extracto de M. oleifera en cuanto a la motilidad progresiva, ya que incrementd significativamente
en semen de toro que contenia 12 mL de extracto crudo de M. oleifera en comparacion cuando
utilizaron 0. 8 y 16 mL de extracto crudo de M. oleifera. Resultados similares reportd Ghodiah
(2016) indicando un marcado aumento en la motilidad progresiva espermatica en el semen de
conejo extendido con Tris y suplementado con 2.0 0 4.0 mg de extracto de moringa. El-Harairy
et al. (2016) mencionan que el extracto de M. oleifera puede tener impacto en la funcion del
espermatozoide durante la crioconservacion y reportan una motilidad progresiva 73.33 % de

semen de carnero con una concentracion de 1000 pg de M. oleifera.

Alcay et al. (2015) reportan en su estudio que los resultados post-criopreservacion en cuanto a
motilidad, viabilidad de la membrana plasmatica, y dafio en acrosoma fueron 79.0 + 1.87 %, 89.2
+1.24 %, y 7.6 £ 0.60 % respectivamente. Jerez et al. (2016) indican porcentajes donde se
observé que la viabilidad de la membrana de los espermatozoides fue de 65.40 £ 6.10 e integridad
del acrosoma de 60.40 £+ 9.1 en semen de carnero post-criopreservado. Los resultados del presente
estudio muestran que la viabilidad de la membrana post-descongelacion son superiores a ambos
estudios mencionados, y similar en cuanto a la integridad del acrosoma. Estos resultados positivos
sugieren que se debe a que los tratamientos en base al extracto de semilla de M. oleifera mostrd
un efecto positivo ya que hubo una inhibicidn de bacterias y tuvo un efecto antioxidante en el
semen lo cual ayudo a preservar las diferentes caracteristicas espermaticas en este caso la

viabilidad de membrana, integridad del acrosoma y la actividad mitocondrial.

Autores como Alcay et al. (2015) han reportado que la crioconservacion es perjudicial para la
viabilidad de la membrana de los espermatozoides de los mamiferos afectando la motilidad, la
integridad acrosomal y el ADN. Especificamente, el semen de carnero ha demostrado ser mas
dificil para crioconservar comparado el semen de otros animales de granja. Cabrera et al. (2008)
afirman que durante el proceso de criopreservacion se produce una disminucién aproximada del
50 % en la viabilidad espermatica, debido principalmente al efecto de la temperatura y la presion
osmdtica, ocurriendo cambios en la organizacion morfologica de las células, tales como la
permeabilidad, composicion lipidica de las membranas espermaticas y en el liquido intracelular.
En relacion a lo anterior en el presente estudio se observé que al adicionar 1.0, 10.0 y 50.0 mg/mL

del extracto de semilla de M. oleifera en el semen de borrego mejord estas variables indicando un
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efecto protector debido a que los resultados sugieren que el extracto de semilla de M. oleifera
tuvo un efecto positivo en la inhibicion de bacterias y un efecto antioxidante preservando estas

caracteristicas espermaticas.

Finalmente en la Tabla 6 se muestra la capacidad de fecundacién analizada usando el porcentaje
de segmentacién utilizando espermatozoides de borrego en ovocitos de vaca mediante la FIV
heteor6loga, la cual presentd cigotos con dos o mas células en cada uno de los tratamientos con
extracto de semilla de M. oleifera en las diferentes concentraciones utilizadas en este estudio. La
tasa de fecundacion en el tratamiento control fue menor (P < 0.05) en comparacion con los
tratamientos testigo y con el tratamiento de 10.0 mg/mL. Los tratamientos de 50.0 y 1.0 mg/mL
no mostraron diferencia con los demas tratamientos (P > 0.05).

Tabla 6. Efecto de la adicion del extracto de semilla de Moringa oleifera sobre la capacidad de

fecundacion del semen criopreservado de ovino mediante la fertilizacion in vitro heter6loga
(Media + desviacién estandar).

Tratamientos Porcentaje de segmentacion
(n)

Testigo 82.50 £ 9.97% (262/315)

Control 73.77 +9.10° (228/305)

50.0 mg/mL 78.24 + 14.72% (245/305)

10.0 mg/ mL 82.99+ 10.06* (255/304)

1.0 mg/mL 81.47 + 13.50% (250/302)

b | etras diferentes (entre columnas) indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

La importancia sobre la FIV heter6loga queda confirmada por la hallazgos sobre la capacidad
fertilizacion evaluada mediante esta técnica, con el uso de espermatozoides de ovino para
inseminar ovocitos maduros de bovino in vitro. La razon detras de esto es principalmente la
relativa escasez de disponibilidad de ovarios de borrega. Longobardi et al, (2017) informaron
que las tasas de penetracion espermatica y de segmentacion embrionaria después de la FIV
heter6loga estan altamente correlacionadas con aquellas observado después de la FIVV homdloga.
Ademas estos mismos autores mencionan que es bien sabido que los espermatozoides adquieren
capacidad de fertilizacion durante la capacitacion y por lo tanto, la evaluacién de la penetracion

de ovocitos, asi como las tasas de escision, son de suma importancia (Longobardi et al., 2017).

Gloria et al. (2014) mencionan que por la contaminacion bacteriana del semen es un determinante
importante de la calidad del semen, ya que incita a la produccion de macréfagos y granulocitos
polimorfonucleares como primera linea de defensa contra estos organismos. Esta entrada conduce
a la produccion ROS, que son perjudiciales para la motilidad y la viabilidad de los
espermatozoides. Ademas, la presencia de microorganismos, especialmente bacterias, puede
afectar la fertilizacion directamente, o puede hacerlo por la induccion de la reaccion del acrosoma.
En seres humanos, se descubrid que E. coli afectaba la motilidad del espermatozoide tanto por
adherencia como por aglutinacion, o por la inducciéon de cambios estructurales en el semen,

viabilidad de la membrana y viabilidad del acrosoma (Gloria et al., 2014). Los resultados del
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presente estudio sugieren que los tratamientos en base al extracto de semilla de M. oleifera mostrd
un efecto positivo, debido a la inhibicion de bacterias y efecto antioxidante ya que protegieron a
la membrana espermaética del dafio oxidativo, por lo que este efecto tuvo un impacto ya que
mejord la motilidad progresiva de los espermatozoides, ademas ayudé a preservar las diferentes

caracteristicas espermaticas, por consiguiente se obtuvieron altas tasas de fertilizacion.

En el estudio de Garcia-Alvarez et al. (2009) utilizaron ovocitos de vaquilla madurados in vitro
(n =716) se inseminaron con semen de borrego descongelado, cultivado in vitro durante 40 h. En
general, al momento de la descongelacién, la variabilidad entre los machos con respecto a la
calidad del espermatozoide fue alta. A pesar de esta variabilidad, mencionan que no hubo
diferencias (P < 0.05) entre grupos de fertilidad. Las tasas de fertilidad in vitro heterdlogas
variaron de 31 % hasta el 59 % con un valor medio del 47 % lo cual no genero diferencias
significativas entre los machos para la FIV heteréloga in vitro. Sin embargo, los machos
clasificados como de alta fertilidad (55.11 % 3.06 %) tuvo una fertilidad in vitro
significativamente mayor que las de baja fertilidad (38.90 % 3.06 %). Los resultados del presente
estudio sugieren que los tratamientos en base al extracto de semilla de M. oleifera mostré un
efecto positivo, debido a la inhibicion de bacterias, efecto antioxidante, todo esto ayud6 a
preservar las diferentes caracteristicas espermaticas, ademéas de los medios utilizados en este
estudio para realizar la FIV in vitro se obtuvieron altas tasas de fertilizacion comparadas con el
trabajo de Garcia-Alvarez et al. (2009). Estos mismos autores mencionan que los embriones
hibridos pueden ocurrir casi exclusivamente entre especies estrechamente relacionadas. Ademas
reportan en su trabajo produjo embriones hibridos a las ocho etapas celulares por FIV de ovocitos
bovinos madurados in vitro con semen de borrego y otros obteniendo embriones hibridos a la
misma etapa utilizando ovocitos bovinos y espermatozoides de diferentes especies de antilopes
(Garcia-Alvarez et al., 2009).

Sessions-Bresnahan et al. (2014) reportaron que utilizaron ovocitos bovinos fertilizados con
espermatozoide de equino mostraron pronucleos masculinos y femeninos en 22 horas, y
formacion de pronucleos a 24 y 26 horas después de la incubacion. Los embriones estuvieron

presentes antes de las 26 horas. Un retraso en la formacion de pronicleos no fue aparente.

Sessions-Bresnahan et al. (2014) indican que para una fertilizacion exitosa, los espermatozoides
deben someterse a una capacitacion y reaccion acrosomal en el momento correcto. La
capacitacion es una serie de funciones bioquimicas y modificaciones funcionales, incluida la
remocion de acrosomas, factor estabilizador de la membrana plasmatica, flujo de salida de
colesterol, aumento de bicarbonato intracelular (HCOs) y concentraciones de calcio (Capp),
fosforilacion de proteinas, y polimerizacién de actina. Después de estos cambios, el

espermatozoide puede adquirir motilidad hiperactiva, y es capaz de unirse a la Zona peldcida (ZP)
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del ovocito, donde sufre la reaccion acrosomal, penetra la ZP y finalmente se fusione con el
oolemma. Después de la capacitacion, el espermatozoide debe adquirir hiperactividad. La
motilidad, unida a la ZP del ovocito, se somete al acrosoma reacciona, penetra en la ZP, y
finalmente se fusiona al oolemma. En los sementales, el éxito de la FIV es pobre e inconsistente.
La razén de esto es aln desconocida, es posible que el espermatozoide no se capacita
adecuadamente o exhibe motilidad hiperactiva insuficiente cuando se capacita in vitro (De
Vasconcelos et al., 2016). Sessions-Bresnahan et al. (2014) mencionan que la reaccion
acrosomal ocurre solo en espermatozoides capacitados. La reaccion acrosomal libera enzimas
hidroliticas acrosémicas que digieren un agujero a través de la ZP. El espermatozoide entra en el
espacio peri vitelino PV, se une y se fusiona con el oolemma, y dispara la activacién de ovocitos.
La induccién de la capacitacion y la reaccion acrosomal In vitro es critico para la FIV. Por otra
parte Taberner et al. (2010) mencionan que los ovocitos de bovino libres de ZP fueron
inseminados con espermatozoides de burro, los cuales obtuvieron mayores tasas de penetracién
en muestras de semen frescas y muestras congeladas-descongeladas, que con espermatozoides de
bajo volumen para muestras frescas y congeladas-descongeladas, muestras respectivamente. Se
asociaron espermatozoides de alta viabilidad con un mayor numero de espermatozoides
penetrados por ovocito (P > 0.05) que el espermatozoide tanto para fresco como para muestras
congeladas-descongeladas. En consecuencia, las muestras de espermatozoides mostraron
mayores porcentajes de monospermia y se observd que los espermatozoides de burro podian
fusionarse con el oolema, se dé condense y se formaran prontcleos masculinos. Los ensayos de
penetracion del espermatozoide se pueden evaluar mediante varias funciones simultaneamente,
por ejemplo; motilidad, capacidad de someterse a una reaccion acrosomal, penetracion de

ovocitos y descondensacién de ADN (Taberner et al., 2010).

Comizzoli et al. (2001) mencionan que la capacidad de fertilizacion depende de la
suplementacion del medio de FIV y la muestra de semen, sin embargo, la FIV heteréloga con
ovocitos sin zona peldcida no logra medir el potencial de penetracidn. Los espermatozoides con
reaccion acrosomal podrian penetrar en los ovocitos sin ZP, ya que hay una correlacién positiva
entre las tasas de FIV heter6loga y FIV homologa, la hipdtesis de que los espermatozoides
capacitados penetran principalmente en ovocitos sin ZP. Ademas, los espermatozoides unidos a

los ovocitos sin ZP indicaron que los espermatozoides fueron capacitados.

Pruebas de FIV heter6loga que utilizan ovocitos sin ZP se han utilizado para evaluar al
espermatozoide. Sin embargo, se han utilizado pruebas de hamster sin ZP para estudiar la relacion
con fertilidad in vivo. Sin embargo, la zona libre en ensayo de hamster evalta solo una parte del
proceso de fertilizacion, ya que no mide la capacidad de espermatozoides para unir y penetrar en

la zona peltcida y més adelante en la tasa de escision (Garcia-Alvarez et al., 2009). En el presente
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trabajo se us6 ovocitos con ZP, lo que es similar a lo que pasa in vivo, y por lo tanto, es una prueba

adecuada para medir capacidad de fecundacion.

El uso de FIV heter6loga en especies silvestres tiene mas ventajas sobre FIV homdloga, como la
accesibilidad a ovocitos y la posibilidad del desarrollo de sistemas de maduracion in vitro. Debido
a la especificidad de la ZP, la aplicacion de FIV heter6loga generalmente se limita a una relacion
filogenéticamente relacionada en especies. La FIV heterdloga ha tenido éxito cuando se incuban
conjuntamente ovocitos y espermatozoides de gato y tigre, bovinos y caprinos, carneros o
antilopes y ovejas y ciervos respectivamente. A veces, ha sido necesario eliminar la ZP para lograr
una FIV heter6loga. La ausencia de ZP elimina la especificidad de la especie y proporciona
informacién sobre la reaccion acrosomal y la capacidad de los espermatozoides para fusionarse
con la membrana vitelina. Por otro lado la eliminacion de ZP impide obtener informacion sobre
las funciones bésicas de los espermatozoides, Como la interaccion esperma-zonay la penetracion
(Sanchez-Calabuig et al., 2015).

La formacién de pronicleos masculinos depende de la naturaleza del ovocito, pero también de las
caracteristicas estructurales de la cromatina nuclear del espermatozoide. Este proceso de
condensacion se inicia en el testiculo. Durante la espermatogénesis, las histonas somaticas, ricas
en lisina, son reemplazados por pequefias proteinas altamente basicas conocidas como protaminas
que contienen gran nimero de residuos de arginina y cisteina, este Gltimo se une a Zn+ a través
de su grupo tiol. A medida que los espermatozoides migran a través del epididimo, los grupos tiol
de la cisteina comienzan a oxidarse para formar enlaces disulfuro. Este proceso se completa
después de la eyaculacion, cuando el zinc presente en el plasma seminal se reduce gradualmente
durante el proceso de la capacitacion, este facilita la formacion de enlaces disulfuro adicionales
conduciendo a una alta cromatina estable. Cierto grado de compacidad es necesario para el ADN
transitorio, asi como para la inactivacion y proteccion. Sin embargo, la hipersistencia puede
conducir a un retraso en la formacién pronuclear y muerte embrionaria temprana (Sanchez-
Calabuig et al., 2015)

La interaccion y el éxito de la fertilizacion no solo dependen del reconocimiento entre los
receptores de gametos, cuyas regiones conservadas tienen pocas probabilidades de ser abundantes
entre especies filogenéticamente distantes, sugiere que otros factores, como el empuje fisico o
aquellos capaces de reducir la especificidad de la ZP puede facilitar la interaccion entre estos. El
empuje parece el mas obvio factor que esta relacionado con la motilidad del espermatozoide
(Sanchez-Calabuig et al., 2015).

En el estudio de Sanchez-Calabuig et al. (2015) revelaron una caracteristica interesante que
también puede contribuir a los valores de interaccion observados en la FIV heter6loga, el estado

de la cromatina en espermatozoides congelados-descongelados, mostraron valores de interaccion
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mas altos que los espermatozoides frescos, cuando se incubaron con ovocitos de bovino, también
mostrd una cromatina mas estable. Esta observacion sugiere que el estado de la cromatina del
espermatozoide puede influir en la interaccion e incluso penetracion de la ZP. En este sentido, los
espermatozoides adheridos a la ZP presentaron niveles mas bajos de la fragmentacion del ADN
y propusieron que una estructura de cromatina estable proporciona al espermatozoide rigidez para

facilitar la interaccion y penetracion (Sanchez-Calabuig et al., 2015).

De Vasconcelos et al. (2016) informaron que la sobreproduccion de ROS y estrés oxidativo,
podria alterar la fluidez de la membrana plasmaética del espermatozoide necesaria para la reaccién
acrosomal (AR) y procesos de penetracion de ovocitos. La vitamina E (-a-tocoferol y derivados)
es un lipidsoluble antioxidante que suprime la peroxidacion de lipidos de la membrana, mejorando
asi la motilidad del espermatozoide, un requisito esencial para la fertilizacion de ovocitos. La a-
tocoferol estabiliza las membranas para formar complejos con componentes lipidicos de
membrana que tienen una tendencia a desestabilizar la estructura de dos capas, contrarrestando
asi sus efectos y haciendo que la membrana sea méas estable, este antioxidante también puede
prevenir la LPO por incorporacion en las membranas de la célula. En este sentido, los resultados
obtenidos en el presente estudio indican que la M. oleifera puede ofrecer un mecanismo similar a
lo comentado por De Vasconcelos et al, (2016). La FIV heter6loga parece ser un método confiable
para evaluar el espermatozoide después de los procedimientos de congelacion-descongelacion y
para evaluar la respuesta de espermatozoides a diferentes tratamientos de capacitacion in vitro
(Comizzoli et al., 2001). Los datos obtenidos para las caracteristicas espermaticas se

complementan con los datos obtenidos en la fertilizacion en este estudio.

Viera et al. (2010) y Sokunbi et al. (2015) indican que los extractos de hojas, semillas y raices de
M. oleifera han sido ampliamente estudiados, para muchos usos potenciales ya que tienen
actividad antimicrobiana y antioxidante. Esto indica que la adicion del extracto de la semilla de
M. oleifera de 10 mg /mL compite favorablemente en la preservacion de las diferentes
caracteristicas espermaticas de semen criopreservado de ovino, en este caso, a la adicion de M.
oleifera, debido a sus propiedades antioxidantes, pudo mejorar la motilidad progresiva, la
viabilidad de la membrana de los espermatozoides, la integridad del acrosoma y disminuyé el
dafio a mitocondrias. Por todo lo anterior esta concentracion de 10 mg/mL del extracto de semilla
de M. oleifera tuvo un efecto positivo, ya que mostr6 capacidad fertilizante de los

espermatozoides.
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7. CONCLUSION

Los valores obtenidos en este estudio tanto para la inhibicion de UFC, la capacidad
antioxidante, la motilidad progresiva y réapida, asi como la viabilidad de la membrana,
integridad del acrosoma, mitocondrias activas y la capacidad de fecundacion de semen
criopreservado de ovino mediante la FIV heterologa a través de los tratamientos, indican
que el extracto de semilla de M. oleifera seria una buena opcidén para estas variables. El
nivel de inclusion de 10.0 mg/mL del extracto de M. oleifera mostré ser un buen sustituto
del componente del antibi6tico convencional en el diluyente del semen de ovino ya que
por sus propiedades antimicrobianas disminuyd la formacion de UFC y por su capacidad
antioxidante preservé las diferentes caracteristicas espermaticas del semen

criopreservado de ovino y por lo anterior mejoro las tasas de fecundacion.
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