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EFECTO DE DOSANTIOXIDANTES(TEMPOY TEMPOL) EN LA
CRIOPRESERVACION DE SEMEN OVINO EMPLEANDO UN DILUTOR
ENBASEATRIS

EFrecT oF Two ANTIOXIDANTS (TEMPO AND TEMPOL) ON RAM SEMEN
CRYOPRESERVATION USING THE TRIS EXTENDER

LuisRuiz G.*#, Alexei Santiani A.%, Rocio Sandoval M !, Wilfredo Huanca L .2,
Alfredo Delgado C.2, Luis Coronado S.® y César AlzamoraP.®

REsSUMEN

Se emplearon 32 muestras de semen procedentes de cuatro ovinos a fin de ser
criopreservadas con laadicion dosantioxidantes. Tempo (2,2,6,6 tetrametil-1-piperidiniloxil)
y Tempol (4-hidroxi 2,2,6,6 tetrametil-1-piperidiniloxil), en concentracionesde 0.5, 1.0y 2.5
mM, paraevaluar el efecto postdescongelamiento que pudieran tener sobre lamotilidad
progresiva, laviabilidad e integridad acrosomal y la capacitaci 6n espermaéticaprematura.
En cada concentracién de los dos antioxidantes y del grupo control se utilizé un dilutor
en baseaTris, realizandose ocho repeticiones, cada una con cuatro muestras de semen.
L os resultados obtenidos demuestran que la adicidén de Tempo a una concentracion de
0.5 mM mejora significativamente la calidad del semen criopreservado en comparacion
con €l grupo control (p<0.05), incrementado los porcentajes de motilidad progresiva (79
vs. 67%), viabilidad e integridad acrosomal (70 vs. 58%) y reduciendo la capacitacion
espermatica prematura (9 vs.15%). Por otro lado, la adicion de Tempol disminuyé la
calidad seminal postdescongelamiento en comparacién con el control. En conclusién, la
adicion de Tempo 0.5 mM enun dilutor en baseaTris, al finalizar lafase de enfriamiento,
podria constituir una estrategia para mejorar la calidad de semen ovino criopreservado.

Palabras clave: antioxidante, Tempo, Tempol, criopreservacién, semen, ovino, Tris

ABSTRACT

Thirty-two semen samplesfrom four ramswerefrozed using two antioxidants, Tempo
(2,2,6,6 tetramethyl-1-piperidinyloxyl) and Tempol (4-hidroxi 2,2,6,6 tetramethyl-1-
piperidinyloxyl), each one in concentrations of 0.5, 1.0, and 2.5 mM, to evaluate the
effects on post-thawing motility, viability, acrosomal integrity, and earlier sperm
capacitation. Eight replications for each antioxidant concentration and control group,
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were done using four semen samples per replication. Semen samples were diluted on a
Tris extender. Results showed that Tempo 0.5 mM improved frozen semen quality in
comparison with control group (p<0.05), by increasing progresive motility (79 vs. 67%),
viability and acrosomal integrity (70 vs. 58%), and decreasing earlier sperm capacitation
(9 vs. 15%). On the other hand, Tempol decreased frozen semen quality. In conclusion,
the use of Tempo 0.5 MM on aTris extender, at the end of the cooling process, could be
an alternative for improving the quality of frozed ram semen.

K ey words: antioxidants, Tempo, Tempol, criopreservation, semen, ram, Tris

El proceso de criopreservacion de se-
men en ovinos causa una disminucion de la
motilidad y viabilidad espermética, asi como
cambios relacionados a la capacitacion
espermética. Estas alteraciones producen una
disminucion de la capacidad fecundante del
semen criopreservado, por lo que a ser usa
do se obtienen bajas tasas de concepcion
(Watson, 2000). L as ateraciones son parcial-
mente producidas por € incremento en lapro-
duccion de especies reactivas de oxigeno
durante €l proceso de criopreservacion, cau-
sando dafios oxidativos en las biomoléculas
gue componen a espermatozoide, como
peroxidacion lipidica, oxidacion delas protei-
nas y dafios en e ADN (Aitken y Fisher,
1994). Esto ha sido evidenciado en humanos
(Wang et al., 1997), bovinos (Chatterjee y
Gagnon, 2001) y ovinos (Santiani, 2003). En
estos ultimos se ha encontrado que la pro-
duccion de especies reactivas de oxigeno
ocurre principalmente durante € periodo de
enfriamiento, alcanzando valores méximos
cuando el semen es mantenido a 5 °C
(Santiani, 2003).

Normalmente, |as especiesreactivasde
oxigeno son producidas en la mitocondrias,
durante € consumo de oxigeno, cuando €
agua se reduce secuenciadmente. En € es-
permatozoide ovino y de otros rumiantes se
ha encontrado que se producen por la
desaminacion oxidativa de los aminoacidos
arométicos (Upreti et al., 1998). Durante la
criopreservacion de semen, su incremento se
explica por la presencia de sustancias
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prooxidantesen losdilutores (Bilodeau et al.,
2002). El espermatozoide ovino es muy sus-
ceptible ala accion de las especies reactivas
de oxigeno, ya que su membrana plasmética
presenta una alta cantidad de fosfolipidos
(Davis, 1981) que contienen principa mente
&cidos grasos insaturados, predominando €
&cido docosahexaenoico que esun &cido gra-
so de cadenalargade 22 carbonosy 6 dobles
enlaces (Jones y Mann, 1977). También es
susceptible por ser pobre en colesterol y te-
ner unamenor relacion colesterol-fosfolipidos
gue otras especies, permitiendo que la capa-
citacion espermética ocurra mas rapido que
en otras especies (Davis, 1981).

En situaciones normales, € semen pre-
senta sustancias de capacidad antioxidante.
Estos antioxidantes se encuentran en los
espermatozoidesy en e plasmasemind, exis-
tiendo una interaccion y sinergismo entre
ellos. En € semen ovino se ha encontrado
SOD, catalasa, glutation peroxidasa, vitami-
naCy Ey é&cido Urico (Ochsendorf, 1997).
Estos antioxidantes tienen la funcion de pre-
venir el dafio oxidativo. Durante la
criopreservacion de semen, € descenso de
la temperatura produce una disminucién de
la actividad y de la concentracion de las
enzimas antioxidantes (Alvarez y Storey,
1992).

En los Ultimos 25 afios se ha encontra-
do que la adicion de antioxidantes a los
dilutores (? -tocoferol, hidroxitolueno butilado,
tauring, EDTA y anaogos de la superdxido
dismutasa) durante el proceso de
criopreservacion reduce € dafio oxidativo
(Watson y Anderson, 1983; Askari et al.,
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1994; Sanchez-Partida et al., 1997; Aisen et
al., 2000; Santiani, 2003). Asi mismo,
antioxidantes como &cido ascorbico (Askari
et al., 1994), hipotaurinay carnosina(Sanchez-
Partida et al., 1997) no megoran la funcién
espermatica luego del proceso de
criopreservacion.

En 1990 se descubrié que € Tempo
(2,2,6,6 tetrametil-1-piperidiniloxil) y Tempol
(4-hidroxi 2,2,6,6 tetrametil-1-piperidiniloxil)
tenian actividad smilar alaSOD (Mitchell et
al., 1990). Estos pertenecen a un grupo de
radicales nitroxidos estables, con la ventgja
de tener un bajo peso molecular, una mayor
permeabilidad, ser independientes de metales,
tener unamayor vidametabdlicay no ser con-
sumidos durante las reacciones (Luo, 2001).

El Tempo y Tempol han sdo utilizados
con la finalidad de prevenir la pérdida de
moatilidad y viabilidad espermédtica durante la
refrigeracion de los espermatozoides de ovi-
no (Mara et al., 2005), equino (Bal et al.,
2001), y pavo (Donogue y Donogue, 1997),
asi como durante el congelamiento de
espermatozoides de ovino (Santiani, 2003) y
bovino (Foote et al., 2002). Se haencontrado
quelaadicion de Tempo o Tempol aun medio
en base a Tris en la criopreservacion de se-
men bovino no afectd lamoetilidad espermética,
y cuando se usO leche descremada como
dilutor, la motilided disminuy6 significativar
mente (Foote et al., 2002), demostrando que
los efectos del empleo de estos antioxidantes
dependen del dilutor en que se encuentren.
Su adicién d semen ovino en un medio en base
aleche descremada estarian previniendo par-
cidmente la pérdida de matilidad y viabilidad,
asi como reduciendo la proporciéon de
espermatozoi des capacitados prematuramente
(Santiani, 2003); sin embargo, en trabgjos pre-
vios en e mismo laboratorio se obtuvieron
mejores resultados con un medio en base a
Tris (Sandovad, 2005).

5 Aldrich (214000)
6 Sgma (H-8258)
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Por lo tanto, € objetivo dd presentetra
bajo fue evaluar @ €efecto de la adicién de
tres concentraciones de los antioxidantes
Tempo y Tempol sobre la calidad de semen
post-descongelamiento en un dilutor en base
aTris.

Lugar de estudio y animales

El estudio se redizé en € Laboratorio
de Reproduccion Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la Universidad
Naciona Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM). Lacoleccién de semen seredli-
z6 con vaginaartificial ados carneros Meri-
noy dosPdibuey, dedosy tresafios de edad,
en forma semanal y por ocho semanas.

Se procesaron Unicamente aquellas
muestras con un volumen >0.8 mL, motilidad
masal ?4 'y una concentracion >1000 x 10°
espermatozoides/mL. Los eyaculados se
mezclaron para obtener una Unica muestra
por semana.

Procedimiento metodol 6gico

Seevalud d efecto delaadicion delos
antioxidantes Tempo® (2,2,6,6 tetrametil-1-
piperidiniloxil) y Tempol® (4-hidroxi 2,2,6,6
tetrametil-1-piperidiniloxil), en tres diferen-
tes concentraciones (0.5, 1.0y 2.5 mM) so-
bre la cdidad del semen criopreservado.
Ademas, se dejé un grupo control sin
antioxidante.

M étodo de congelamiento

El pool de semen se mezcl6 con la pri-
merafraccion del diluyente (1:1) previamente
estabilizado a 35 °C en bafio maria. La pri-
mera fraccion dd diluyente fue preparada
con tris 27.1 g, &cido citrico 14 g, fructosa
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10 g y yema de huevo 10%, diluidos en agua
bidestilada csp. 1 L (Aisen et al., 2000). El
semen diluido fue colocado en un tubo falcon
de 15 mL vy llevado a bafio maria (35 °C)
parainiciar la curva de enfriamiento.

El enfriamiento serediz6 utilizando agua
fria, a una velocidad aproximada de 1 °C/3
min desde los 35 °C hasta los 5 °C. Los
antioxidantes se agregaron cuando latempe-
ratura llegd a 10 °C. A los 5 °C se agregd
igual volumen de la segunda fraccion del
diluyente (glicerol 6%, trehdosa76 gy EDTA
1.5 g, diluidos en la primera fraccion csp. 1
L), previamente enfriado a la misma tempe-
ratura, obteniendo unaconcentracion final de
300 a 400 millones de espermatozoides/mL.
Se dgj6 estabilizar por media horay se pro-
cedié aenvasar con ayuda de unajeringaen
pajillas de 0.5 mL. Estas fueron congeladas
con los vapores de nitrégeno liquido. Se dis-
minuy6 la temperaturade 5 a-25 °C en un
lapso de 6 minutos (5 °C/min) y finamente,
fueron sumergidas en € nitrogeno liquido.

Evaluacién del semen congelado

El descongelamiento seredizo colocan-
do cada pgjuela en bafio maria (37 °C) por
10 s. Luego, € semen se diluy6 arazon de 1
en 10 en un medio base (primerafraccion del
dilutor sin yema de huevo) a 37 °C, y luego
de 20 min se evalud la motilidad progresiva,
la viabilidad e integridad del acrosomay la
capacitacion espermatica.

Para evaluar la motilidad progesiva, €
semen se diluyé en suero fisiolégico
temperado a 37 °C y se observo en un mi-
croscopio Optico a400x calculdndose € por-
centgje de espermatozoides con movimiento
hacia delante.

Laevduacion de laviabilidad e integri-
dad acrosomal se realizd mediante latécnica
dedobletincion Azul tripany Giemsa (Didion
et al., 1989). Lalecturaserediz6 en micros-
copio dptico con aumento de 1000x. Se con-
sideraron espermatozoides vivos con
acrosoma intacto los que presentaron un co-
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loracion pdidao transparente en la parte pos-
terior ala linea ecuatorid de lacabezay a
mismo tiempo tenian € acrosoma tefiido de
color fucsa

La capacitacion espermatica fue evar
luada en forma indirecta mediante la induc-
cion de la exocitosis acrosoma utilizando
iondforo de cacio A23187 (Sigma C-7522)
(De las Heras et al., 1997) en @ grupo sin
antioxidante y en € que se obtuvo los mgo-
res resultados con € uso de antioxidantes.
Las muestras fueron incubadas por 15 min
en lapresenciade 5 mM de calcio iondforo
A23187 a 37 °C. Luego seredizd latécnica
de doble tincion descrita anteriormente. Los
espermatozoides que presentaron su
acrosoma sin tefiir con Giemsa'y que tenian
una coloracion palida o transparente en la
cabezafueron cons derados espermatozoides
reaccionados.

Andlisis estadistico

Se usd d andisis de varianzapara eva-
luar & efecto de los tratamientos sobre los
porcentajes de motilidad, integridad del
acrosoma, y viabilidad y capacitacion
espermética. Lapruebade Tukey fue utiliza-
da para determinar diferencias significativas
entre grupos (Zar, 1999). Los porcentges
fueron transformados a valores angulares
(angulo = arco seno ? porcentaj€) paraacer-
car losdatos aladistribucion normd. Se uti-
lizd @ programa estadigtico Prism® v. 3.0.

Parauniformizar losvaloresinicialesdel
semen fresco de cada ensayo, |os porcenta
jes de matilidad progresivay viabilidad e in-
tegridad del acrosoma se expresaron como
las proporciones entre los va oresinmediata
mente descongel ados con los valores del se-
men fresco (Aisen et al., 2000).

La adicion de Tempo 0.5y 1.0 mM
mantuvieron la motilidad progresiva post-
descongelamiento; sin embargo, ninguna de

Rev Inv Vet Per 2007; 18 (2): 99-106
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Cuadro 1. Efecto de la concentracién de Tempo y Tempol en la calidad del semen ovino

post-descongelamiento

Viabilidad e integridad

Tratamientos Motilidad progresiva acrosomal
Sin antioxidante 66.9+4.81° 58.4 + 5.6°
Tempo
0.5mM 789+ 4.72 69.9+6.42
1.0mM 66.1+8.0° 57.5+6.7°
2.5mM 489+ 45 43.8+5.0°
Tempol
0.5mM 451+57 40.4+5.8°
1.0mM 345+ 4.7 31.8+4.9°
25mM 21.7+5.0° 22.7+3.6°

Los valores son promedios de los porcentajes + desviacion estandar

a, b,cd,

®indican diferencias significativas dentro de columnas (p<0.05).

El valor promedio de la motilidad progresiva y de la viabilidad e integridad acrosomal del semen fresco

fue de 83.1y 87.8%, respectivamente

las concentraciones utilizadas de Tempol tuvo
un efecto positivo (Cuadro 1).

Estos resultados son similares alos re-
portados por Santiani (2003), quien mencio-
na gque concentraciones entre 0.5a 1.0 mM
de Tempo en un medio en base a leche
descremada previenen la pérdidade motilidad
progresiva post-descongelamiento, mientras
quelaadicién de Tempol no tuvo ninglin efec-
to sobre la motilidad de semen conservado.
Por otro lado, en espermatozoides bovinos,
Foote et al. (2002) sefidan que ni Tempo ni
Tempol en concentracionesde 0.2 - 2.0 mM
en un medio en base a Tris, tienen efecto y
cuando se utiliza leche descremada como
medio de dilucion se observaron efectos ne-
gativos en lamotilidad progresiva. Esto indi-
ca que podria exigtir diferencias entre espe-
ciesy alavez debido d dilutor base. El resul-
tado del presentetrabgjo indicaque e Tempo
0.5 mM previene parcialmente los efectos
dafiinos de | as especies reactivas de oxigeno
sobre lamotilidad esperméticadurante e pro-

Rev Inv Vet Per( 2007; 18 (2): 99-106

ceso de criopreservacion, mientras que ma-
yores concentraciones de Tempo (2.5 mM)
o la utilizacion de Tempol tienen efectos ad-
VErsos.

En relacion a la viabilidad espermética
e integridad del acrosoma (Cuadro 1), los
val ores obtenidos siguieron lamismatenden-
cia descrita para la motilidad espermética,
siendo significativamente mayor (p<0.05) €
porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosomaintacto, en € grupo Tempo 0.5 mM
con respecto a los demas grupos (p<0.05).
En formasimilar, Santiani (2003) encontro €
mejor porcentaje de espermatozoides vivos
con acrosoma intacto utilizando concentra-
cionesentre0.5a1.0 mM de Tempo utilizan-
do un dilutor en base a leche descremada,
aungue sin diferencias estadisticas. La dis-
minucion de la viabilidad e integridad
acrosomal durante €l proceso de criopre-
servacion estariasiendo inducido parcialment
te por |as especies reactivas de oxigeno pro-
ducidadurante & enfriamiento, como hasido
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Cuadro 2. Efecto de la adicion los antioxidantes Tempo y Tempol en dosis de 0.5 mM
sobre la condicién del acrosoma de espermatozoides viables de ovino luego del
proceso de congel ami ento-descongel amiento

Condicioén del acrosoma

de los espermatozoides Sin antioxidante Tempo Tempol
Vivos
Intacto 849+ 3.8 915+ 4.0° 87.4+572
Reaccionado 151+ 3.8 8.5+ 4.0° 126+52

2P promedios con letras diferentes dentro de filas son significativamente diferentes (p<0.05)

descrito en ovinos (Santiani, 2003), humanos
(Wang et al., 1997) y bovinos (Chatterjee y
Gagnon, 2001). Por lo tanto, € efecto de las
especies reactivas de oxigeno sobre laviabi-
lided e integridad acrosomal estaria siendo
reducido por laadicion de Tempo 0.5 mM 4
medio de dilucién durante € enfriamiento.

La evaluacion de la capacitacion
espermatica prematura se hizo en € grupo
control (Cuadro 2). El grupo Tempo 0.5 mM
presenté un menor porcentgje (p<0.05) de
reaccion del acrosoma en comparacion con
los otros grupos, |o que podriaindicar que €
Tempo previene la capacitacion espermética
prematura a disminuir € efecto dafiino de
las especies reactivas de oxigeno (De
Lamirande et al., 1998).

El espermatozoide ovino es muy suscep-
tible a la accion de las especies reactivas de
oxigeno. Esto se debe a que sus membranas
celulares contienen grandes cantidades de &ci-
dosgrasos paliinsturados (Jonesy Mann, 1977).
Asi también, lasmembranasdel espermatozoi-
de ovino poseen menor cantidad de moléculas
de colesteral que otras especies, de dli que es
més propenso asufrir capacitacion espermética
prematura (Davis, 1981).

El mecanismo de accién de los
antioxidantes empleados en este estudio se-
riamediante lacatdlisis deladismutacion del
O, enH,0, (Luo, 2001). El Tempo'y Tempol
aparentemente no tienen efecto sobreel H,O,
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(Offer et al., 1998), pero d oxidar Fey Cu
evitan lareaccion de Fenton (Luo, 2001). De
esta manera, estos antioxidantes evitarian la
formacion de OH- a partir del H,0, y por lo
tanto bloquearian € inicio de la peroxidacion
lipidica

CONCLUSIONES

El Tempo, a una concentracién de 0.5
mM, adicionado alos 10 °C durante € enfria-
miento, previenelapérdidade motilidad y via-
bilidad en espermatozoides ovinos, asi como
bloguea el inicio de la capacitacion
espermética, en un medio en base a Tris.
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