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RESUMEN

El semen de conejo puede ser conservado en refrigeracion un corto periodo de tiempo
antes de que se reduzca o pierda su capacidad fecundante, por lo que no suele utilizarse en
inseminacion artificial més alld de 36 horas desde su extraccion. Por ello el objetivo del
presente estudio fue estudiar el efecto de la suplementacion de sustancias con actividad
protectora de membrana, antioxidante y antiproteasa a un diluyente con EDTA sobre la
calidad espermatica y la oxidacion lipidica del plasma seminal del semen refrigerado a 16°C
durante 72 horas. En un primer experimento se evalud el efecto de la inclusion de dos
analogos hidrosolubles de la vitamina E (Trolox y a-tocoferol) y/o el dextrano sobre los
pardmetros de calidad seminal: motilidad, viabilidad, estado del acrosoma y funcionalidad
de la membrana. En un segundo experimento se evaluo la inclusion de la bestatina en los

diluyentes con Trolox y/o dextrano sobre la calidad seminal y la oxidacién de lipidos.

La inclusion de a-tocoferol en el diluyente disminuyo significativamente los valores de
todos los parametros de calidad seminal a lo largo del tiempo, mientras que la presencia de
Trolox y dextrano no afect6 a las mismas. En el segundo experimento el diluyente utilizado
no afecto significativamente (P>0,05) a los parametros de calidad seminal ni a la oxidacion
lipidica del plasma seminal a las 72 horas de refrigeracion. El tiempo de refrigeracién afectd
significativamente a la viabilidad y a la integridad del acrosoma (P<0,05), sin embargo no se
observaron diferencias significativas en los pardmetros cinéticos, de funcionalidad de
membrana y de oxidacion lipidica del plasma seminal, manteniéndose los valores de 72 horas
similares a los de 0 horas. La inclusion de bestatina en todos los diluyentes tuvo un efecto
positivo en la conservacion del semen, manteniéndose a lo largo del tiempo las caracteristicas

seminales y el grado de lipoperoxidacion, independientemente de que el diluyente estuviera



suplementado o no con dextrano o Trolox. En conclusidon, la combinacion del diluyente con
EDTA y bestatina demostro ser una alternativa adecuada en los medios de semen refrigerado
ya que evita la actividad antioxidante, mantiene la motilidad y funcionalidad de membrana

durante 72 horas de refrigeracion.
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ABSTRACT

Storage of rabbit semen for longer than 36 h causes deterioration of semen quality.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the addition of antioxidants, membrane
protective and/or aminopeptidase activity substances to an EDTA supplemented extender on
rabbit semen quality preserved at 16°C during 72 h. Experiment one was carried out to
evaluate the effect of the inclusion of two water soluble analogs of vitamin E (Trolox and a-
tocopherol) and / or dextran on spermatozoa motility, viability, acrosome status and
membrane functionality. In a second experiment the inclusion of bestatin in the extenders

with Trolox and / or dextran on seminal quality and lipid oxidation was evaluated.

The presence of a-tocopherol in the extender significantly decreased all seminal quality
parameters over time, whereas the presence of Trolox and dextran did not affect them. In the
second experiment, no significant differences among the experimental extenders were
observed either for the seminal quality parameters or for the lipid oxidation of the seminal
plasma at 72 hours of refrigeration. The cooling time significantly affected the viability and
integrity of the acrosome (P <0.05), however, no significant differences were observed in the
Kinetic parameters, membrane functionality and lipid oxidation of the seminal plasma,
showing at 72 and 0 hours similar values. The inclusion of bestatin in all extenders had a
positive effect on semen conservation, maintaining the semen characteristics and lipid
oxidation over time, regardless of whether the extender was supplemented or not with dextran
or Trolox. In conclusion, the combination of EDTA and bestatin proved to be a suitable
alternative in the refrigerated semen extender since it avoids the antioxidant activity and
maintains membrane motility and functionality over the cooling period studied.

Keywords: Rabbit, antioxidant, refrigeration, lipid oxidation, seminal plasma.



1. INTRODUCCION

Espafia es uno de los principales productores mundiales de carne de conejo, y junto con
Italia y Francia forman el grupo lider de paises productores a nivel continental. La cunicultura
ha experimentado una importante evolucion, alcanzando una considerable relevancia y un
creciente interés. El principal objetivo de la cunicultura es la produccion de carne, si bien,

aunque en menor medida, también se comercializa la piel y el pelo.

En los Gltimos afos, el control reproductivo del conejo ha avanzado enormemente
gracias al desarrollo y difusion de la inseminacion artificial (I1A) que permite la utilizacion
de forma mas sencilla de material genético valioso. La IA es una técnica ampliamente
utilizada en Espafia y muy extendida en la Union Europea. De hecho, en torno al 80% de los
conejos de cebo producidos en Espafia en el afio 2007 provenian de la inseminacion artificial.
A pesar del uso tan extendido de la inseminacién artificial en esta especie, este procedimiento
presenta algunas limitaciones, una de ellas es el corto periodo de tiempo que el semen puede
ser conservado en refrigeracion sin perder capacidad fecundante. De hecho, la mayor parte
de las inseminaciones se realizan con semen refrigerado hasta 36 h tras la recogida de los
eyaculados. Los centros especializados en inseminacion y preparacion de dosis seminales
demandan avances e innovaciones que faciliten y simplifiquen la aplicacion de esta técnica
en las explotaciones cunicolas, y que permitan un uso mas racional de la mano de obray de
los sementales que utilizan los centros de preparacion de las dosis seminales.

Se han realizado algunos esfuerzos para el desarrollo de diluyentes o técnicas de
conservacion para extender el periodo de vida util de los espermatozoides por encima de las
48 horas, observandose un empeoramiento de la calidad seminal a lo largo del tiempo que

puede ser parcialmente compensado con el aumento del nimero de espermatozoides por



dosis en términos de fertilidad pero dificilmente en términos de prolificidad (Roca et al.,
2000; Lopez-Gatius et al., 2005; Aksoy et al., 2008).

Es habitual el uso de diferentes macromoléculas en la composicién de los diluyentes
de semen que debe de ser conservado a baja temperatura, asi, la utilizacion de
polivinilpirrolidona (PVP), el polivinilalcohol (PVA) o dextrano se han utilizado en
diluyentes de crioconservacion de semen. El dextrano, polimero de glucosa, altamente
soluble, biocompatible y biodegradable, cuando se afiade a la composicion de un medio,
cambia las propiedades fisicas del mismo, aumentando su viscosidad, lo que permite formar
un recubrimiento de las células que protege la membrana plasmatica. Este polimero se ha
utilizado en los diluyentes de crioconservacion de semen y embriones (Kundu et al., 2002 en
semen de caprino; Viudes-de-Castro et al., 2010 en embriones de conejo), observandose
efectos de conservacion de motilidad en el caso del semen y protectores de membrana en los
embriones.

Por otra parte, los espermatozoides, como parte de su proceso metabdlico, producen
radicales libres y especies reactivas al oxigeno (ROS) (Lamirande et al., 1997). La vitamina
E es probablemente el principal componente del sistema antioxidante de los espermatozoides
(Surai et al., 1998) protegiendo la membrana de los espermatozoides contra los dafios
oxidativos (Akiyama, 1999). Por ello, son numerosos los trabajos en los que se han utilizados
diferentes analogos de la vitamina E ( Trolox y a-tocoferol) en diluyentes de refrigeracion y
congelacién seminal en distintas especies con resultados muy variados (Maia et al., 2010;
Zhu et al., 2015). A pesar de que el plasma seminal contiene sustancias con actividad
antioxidante, a lo largo del tiempo se produce un desequilibrio entre la actividad oxidante y

antioxidante, provocando una acumulacion de especies reactivas que provocan la oxidacion



de los lipidos y las proteinas de la membrana espermatica (Johnson et al., 2000; Gadella et
al., 2001; Patricio et al., 2016), alterando la funcion celular (Gallardo, 2007), lo que afectara
a su potencial de fecundacién y contribuird a una disminucion de la fertilidad y prolificidad
durante el tiempo de conservacion (Di lorio et al., 2014).

Asi, uno de los principales dafios que produce la refrigeracion es el aumento de la
reaccion acrosomica de las muestras, lo que afectard a los procesos de capacitacion
espermatica, reaccion acrosomica, hiperactivacion y fusién espematozoide-ovocito,
(Armstrong et al., 1999; Bilodeau et al., 2002; Kasimanickam et al., 2006). Dado que el
acrosoma es una estructura fundamental para la fecundacion, es necesario preservar su
integridad en cualquier tipo de conservacion. Por ello, la adicion de sustancias a los
diluyentes que inhiban la capacitacion durante el periodo de refrigeracion y que mantengan
la integridad de los acrosomas puede ser interesante para mejorar la capacidad fecundante de
las dosis de semen refrigeradas. EI EDTA, agente quelante, permite bloquear la accion del
calcio como mediador de los procesos de capacitacion y reaccion acrosdmica, (Johnson et
al., 2000) y previene la peroxidacion de los fosfolipidos de la membrana plasmatica de los
espermatozoides (Salamon and Maxwell, 2000). De ahi que sea habitual la presencia de
EDTA en los diluyentes de larga duracion de porcino.

Otras sustancias ensayadas con el fin de proteger las membranas espermaticas y con
ello la calidad seminal han sido entre otras: gelatina, albimina sérica bovina, suero fetal
bovino, estimuladores del AMPc, vitamina E, vitamina C, Taurina. Sin embargo, a pesar de
ello los resultados tanto para el semen refrigerado (Foote et al., 2002; Vallorani et al., 2010;
Shiva et al., 2011; Bucak et al., 2012; Mata-Campuzano et al., 2014) como para el semen
congelado (Baumber et al., 2002; Bilodeau et al., 2002; Breininger et al., 2005; Nasiri et al.,

2012; Olfati at al., 2014) han sido excesivamente variables, lo que ha hecho que su uso no
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sea generalizado.

Por lo tanto, seria necesario poner a punto diluyentes para semen refrigerado de
conejo que permitiesen mantener las caracteristicas de calidad seminal hasta 72 horas
después de la recogida del semen, lo que permitiria flexibilizar el trabajo tanto en los centros

de produccion de dosis seminales como en las granjas comerciales.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto que la adicién al diluyente de sustancias
con diferente actividad (protectora de membrana, antioxidante y antiproteasa) tenia sobre la
calidad espermaética y la oxidacion de los lipidos del plasma seminal en semen refrigerado

durante 72 horas.



2. MATERIAL Y METODOS

El desarrollo experimental fue llevado a cabo en las instalaciones del Departamento de
Ciencia Animal de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV) y del Centro de
Investigacion y Tecnologia Animal (CITA) del Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA; Segorbe, Castellon). Los métodos y procedimiento utilizados en el manejo
de los animales utilizados en el presente trabajo fueron aprobados por el Comité de Etica en
Investigacion de la UPV, de acuerdo a las directivas 98/58/EC y 2010/63/UE. Todos los
productos quimicos utilizados fueron de calidad reactiva, de la empresa Sigma-Aldrich
Quimica S.A. (Alcobendas, Madrid, Espafia), mientras que los fluorocromos utilizados para

los andlisis de viabilidad fueron adquiridos de la empresa Life Technologies.
2.1.  Recuperacion del semen

El experimento se desarroll6 entre los meses de Enero y Junio de 2017. Se utilizaron
20 machos que pertenecian a la linea R, linea paternal de aptitud cérnica seleccionados
durante 25 generaciones para mejorar el IC a través de la velocidad de crecimiento,
seleccionados por el Departamento de Ciencia Animal de la Universidad Politécnica de
Valencia (Estany et al., 1992). Todos los machos utilizados eran de fertilidad probada. La
recuperacion del semen se realiz6 mediante el método de vagina artificial, para simular la
temperatura y presion adecuadas para estimular la eyaculacion. La temperatura de la vagina
en el momento de la recuperacion era de unos 50°C. A cada macho se le recuperaron dos
eyaculados con un intervalo de tiempo de 30 minutos aproximadamente. Tras la recogida de
las muestras de semen, éstas fueron transportadas al laboratorio protegidas de cambios de

temperaturas y de luz, y se llevaron a cabo mezclas heterospérmicas con todos aquellos



eyaculados que presentaron una coloracion blanca y con valores superiores al 70% de

motilidad y acrosomas intactos.

2.2. Disefio experimental.

El presente trabajo se ha desarrollado en dos experimentos, en el primero de ellos se
valoro el efecto que la inclusién de diferentes andlogos de la vitamina E (Trolox y a-Tocoferol)
en un diluyente base (TCG) suplementado con EDTA como agente quelante, sobre los distintos
parametros de calidad seminal a las 0, 24, 48 y 72 horas. En un segundo experimento se evaluo
la inclusién de un agente inhibidor de proteasas, la bestatina, en el diluyente, sobre las
caracteristicas seminales, utilizando aquellos diluyentes que en el primer experimento
mostraron los mejores resultados, midiéndose el efecto de dichos diluyentes sobre la oxidacion
de lipidos del plasma seminal y sobre los distintos pardmetros de calidad seminal a 0 y 72
horas.

2.2.1. Experimento 1:

Se utilizd como base el diluyente Tris-acido citrico-Glucosa (250 mM tris-
hidroximetilaminometano, 83 mM de &cido citrico, 47 mM de glucosa, pH 6,8, (Viudes de
Castro et al., 1999) que fue suplementado con 20 mM de EDTA para estabilizar las
membranas Yy antibidticos para evitar la proliferacion bacteriana (diluyente control, MC). La
composicion de cada diluyente fue la siguiente:

MC: 250 mM tris-hidroximetilaminometano, 83 mM de acido citrico, 47 mM de
glucosa, 20 mM de EDTA + antibioticos.

M2: MC + 3% Dextrano 70

M3: MC + 3% de a-Tocoferol

M4: MC + 3% de Dextrano 70 + 3% de a-Tocoferol



M5: MC + 200 uM Trolox;

M6: MC + 3% Dextrano 70 + 200 uM Trolox.

Se utilizaron seis mezclas heterospérmicas, cada una de las cuales se dividio en seis partes
iguales y se diluyé con cada uno de los diluyentes experimentales, ajustandose la
concentracion a 40 x 10° espermatozoides/mL, tras lo cual se mantuvieron en un refrigerador
programado a una temperatura de 16°C durante 72 h. De cada mezcla diluida se tomaron
alicuotas alas 0, 24, 48 'y 72 horas para evaluar las distintas caracteristicas de calidad seminal

(motilidad, viabilidad, estado del acrosoma y funcionalidad de la membrana).

2.2.2. Experimento 2.

Se utilizé como base el diluyente MC del experimento 1, que fue suplementado con
bestatina, como inhibidor de proteasas. Por lo que la composicion de los distintos diluyentes
experimentales fue la siguiente:

DC: MC + 10 uM de bestatina.

D2: DC + 3% Dextrano 70

D3: DC + 200 uM Trolox

D4: DC + 3% Dextrano 70 + 200 uM Trolox

Se utilizaron un total de 5 mezclas heteroespérmicas, cada una de las cuales se dividi6 en
cuatro partes iguales y se diluy6 con cada uno de los cuatro diluyentes, procediéndose de la
misma forma que en el primer experimento (16°C durante 72 h). De cada mezcla diluida se
tomaron alicuotas a las 0 y 72 horas para evaluar las caracteristicas de calidad seminal
(motilidad, viabilidad, estado del acrosoma y funcionalidad de la membrana) y el estado de

oxidacion de los lipidos del plasma seminal.
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2.3. Parametros seminales evaluados

Las mezclas heterospérmica fueron sometidas a diferentes evaluaciones de calidad

seminal.

2.3.1. Andlisis de la concentracion espermatica

La determinacion del nimero de espermatozoides por mililitro se realizdé en una
camara Thoma Zeiss (Marienfeld, Alemania), para lo cual, de cada mezcla heterospérmica
se tomo una alicuota de 20 pL que se diluyé 1:50 en una solucion de glutaraldehido al 0,25%
para fijar las membranas. Se depositaba una gota de dicha dilucion en la camara Thoma'y se
procedid al recuento celular a 400 aumentos y en contraste de fases en un microscopio Nikon

Eclipse E400 (Nikon Corporation Instruments Co., IZASA, Barcelona, Esparia).

2.3.2. Analisis de motilidad.

Las caracteristicas cinéticas de las mezclas espermaticas (porcentaje total de
espermatozoides mdviles y porcentaje de espermatozoides progresivos) fueron evaluadas
mediante un sistema computarizado de analisis de imagen (CASA, ISAS version 1.0.17,
Proiser, Valencia, Espafa) con un set-up especifico para semen de conejo. Una alicuota de
cada muestra se diluyo con el diluyente base TCG (Tris-acido citrico-glucosa) suplementado
con 2g/L de seroalbimina bovina (BSA) ajustando la concentracion a 7,5 x 10°
espermatozoides, tras lo cual se depositaba 5uL de la muestra diluida en una cdmara Makler
(Sefi-Medical Instrument, Haifa, Israel). Las evaluaciones se llevaron a cabo a 37°C mediante
contraste de fases negativa con un objetivo de 100X aumentos en un microscopio Nikon
Eclipse E300 (Nikon Corporation Instrument Co., IZASA, Barcelona, Espafia) que disponia
de una camara de video. De cada muestra se capturaron 5 videos (25 imagenes por segundo).

11



Las trayectorias individuales de todos los espermatozoides fueron visualizadas con
posterioridad para eliminar trayectorias erréneas o posibles particulas. Se registraron un
minimo 200 espermatozoides por muestra. Se consideré como espermatozoide no mavil
aquel cuya velocidad media en el trazado (VAP) era inferior a 10 um/s y como
espermatozoide progresivo a aquel que presentaba una VAP superior a 50 um/s y un indice

de rectitud (STR) superior o igual al 70 %.
2.3.3. Andlisis de viabilidad

La viabilidad de los espermatozoides se determind mediante citometria de flujo en un
citometro Cytomics™ FC 500 (Beckman Coulter, IZASA, Barcelona, Espafia); Las muestras
fueron diluidas a temperatura ambiente con TCG suplementado con 2g/L de BSA, ajustando
la concentracion a 30 x 10° espermatozoides/mL. El porcentaje de espermatozoides viables
se determiné utilizando una doble tincién con los fluorocromos SYBR Green y yoduro de
propidio (Molecular Probes/labeling & detection by Life Technologies™) de acuerdo con la
metodologia descrita por (Viudes-de-Castro et al., 2014). Se evaluaron un minimo de 10.000
eventos por muestra. Los datos recogidos por el citometro fueron analizados mediante el
software Expo32ADC (Beckman Coulter Inc.). En el célculo del porcentaje de viabilidad se
consideraron como vivos unicamente aquellos espermatozoides positivos para SYBR Green

y negativos para yoduro de propidio (fluorescencia de color verde).
2.3.4. Andlisis de la funcionalidad de la membrana espermatica.

El andlisis de la funcionalidad de las membranas de los espermatozoides se llevo a
cabo mediante una prueba hipoosmotica o HOST (Hypo-Osmotic Swelling Test, HOST) para

lo cual se utilizé una solucién de 75 mOsm con fructosa y acido citrico. Se llevaba a cabo
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una dilucion 1:20 con la solucién hipoosmotica de una alicuota de cada grupo experimental.
Tras 30 minutos de incubacién a 37°C se fijaba con 50 pl de una solucion de glutaraldehido
al 0,25% vy se evaluaba a 400 aumentos en un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon
Corporation Instruments Co., IZASA, Barcelona, Espafia) con contraste de fases, contandose
un minimo de 200 espermatozoides por muestra y calculandose asi el porcentaje de

espermatozoides con membrana funcional (colas enrolladas).

2.3.5. Andlisis del estado de la membrana del acrosoma

Para evaluar el estado del acrosoma, una alicuota de 20 uL de cada mezcla fue fijada
con 180 ulL de una solucién al 0,25% de glutaraldehido en tampdn fosfato, depositandose
una gota en un porta y evaluandose un minimo de 150 espermatozoides por muestra con
contraste de fases en un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon Corporation Instruments
Co., IZASA, Barcelona, Espafia) a 400x aumentos, determindndose el porcentaje de

espermatozoides que presentaban el acrosoma intacto (%NAR).

2.3.6. Evaluacién de la oxidacion de lipidos del plasma seminal.

Para la obtencion del plasma seminal, una alicuota de 800uL de la mezcla espermética
diluida se centrifugd a 10500 rpm durante 10 minutos a 22°C, el sobrenadante resultante se
volvid a centrifugar en las mismas condiciones y se almacend a -80°C para su posterior
analisis. La determinacion de la peroxidacion lipidica del plasma seminal fue estimada
midiendo el nivel de malondialdehido (MDA), utilizando el método de las sustancias
reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARS) de acuerdo con el procedimiento descrito por
Ohkawa et al. (1979). Brevemente, a 200ul del plasma seminal de cada muestra se le

afiadieron 400pl de acido tricloroacético al 20% y se centrifugd a 18000 g durante 15 minutos
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a 15 °C, para precipitar la proteina. Tras lo cual se afiadieron 400 pl de &cido tiobarbiturico
al 1% en hidréxido de sodio 0,05 N a 400pl del sobrenadante en tubos con tapon de rosca y
se colocaron en un bafio de agua hirviendo (100°C) durante 20 minutos, tras lo cual se enfrio
inmediatamente en un bafio de hielo durante 5 minutos para detener la reaccion quimica,
inmediatamente se cuantificaron las sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS)
midiendo su absorbancia a 531nm longitud de onda. La concentracion de MDA de cada
muestra se determind a partir de la recta de calibrado previamente obtenida con una solucion
estandar de malondialdehido. Los resultados se expresaron como nmol MDA/mL de plasma

seminal.
2.4.  Andlisis estadistico

El efecto del tipo de diluyente y el tiempo de refrigeracion y su interaccion sobre
la concentracién, motilidad, viabilidad, funcionalidad de la membrana, estado acrosomal y
peroxidacion lipidica fue analizado mediante un analisis de varianza, utilizando el paquete
estadistico STATGRAPHICS® Centurion Profesional (Statistical Graphics Corp., Rockville,

USA). Los datos se presentan como medias minimo cuadréticas + error estandar de la media.
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3. RESULTADOS

Experimento 1:

Los resultados obtenidos del efecto diluyente y del tiempo de refrigeracion sobre las
caracteristicas seminales de conejo se muestran en la Tabla 1. Tanto el tipo de diluyente como
el tiempo de refrigeracion tuvieron un efecto significativo sobre los pardmetros analizados,

mientras que su interaccion no fue significativa.

TABLA 1: Efecto del diluyente y efecto del tiempo (Oh, 24h, 48h y 72h) sobre las

caracteristicas seminales de conejo.

Parametros Seminales

Diluyentes N

Viabilidad (%)  MT (%) MP (%) NAR (%) HOST (%)
MC 24 71,642,482 63,1+2,622  28,4+1,78* 68,5+1,88  714+261°
M2 24 69,6+2,48 59,3+2,622  259+1,78° 64,9+1,88°  69,8+2,61°
M3 24 48,9+2,48" 35,242,62°  13,0+1,78" 53,9+1,88°  43,4+2,61°
M4 24 46,3+2,48° 33,842,62° 12,3+1,78° 53,8+1,88°  41,7+2,61°
M5 24 72,342,482 62,3+2,62%  27,0+1,78% 67,6+1,88% 71,242,612
M6 24 69,8+2,48? 58,742,62  255+1,78%  65,6+1,88°  70,1+2,61?
Tiempo (h)
0 36 72,142,022 68,8+2,14%  250+1,45°  76,7+154%  79,9+213?
24 36 70,742,022 57,842,14°  258+145* 63,7+1,54*  60,3+2,13"
48 36 56,5+2,02° 44,742,145  20,2+¢1,45°  56,7+1,54° 55242 13
72 36 53,0+2,02° 36,942,149 17,1+#1,45° 52,4+154°  49,6+2,13°

MC: Tris—citrato—glucosa (TCG) + EDTA; M2: MC + Dextrano; M3: MC + a-Tocoferol; M4: MC + Dextrano+a-Tocoferol;
M5: MC + Trolox; M6: MC + Dextrano + Trolox. N: nimero de datos; MT (%): porcentaje de espermatozoides con
motilidad total; MP (%): porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva; NAR (%): porcentaje de espermatozoides
con el borde apical normal; HOST (%): porcentaje de espermatozoides con la funcionalidad de la membrana espermatica.

Letras distintas en la misma columna muestran diferencias significativas (p<0,05).
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Se observa un efecto negativo de los medios que contenian a-Tocoferol (M3 'y M4) en
su composicion, mostrando significativamente menores valores en todos los parametros
estudiados. Se observd una reduccion de mas del 30% en la viabilidad y unos valores de
motilidad total y progresiva entre dos y tres veces por debajo de los observados con el resto
de los diluyentes (48,9 y 46,3% de viabilidad; 35,2 y 33,8% de espermatozoides mdtiles y
13,0 y 12,3 % de espermatozoides progresivos en los medios M3 y M4, respectivamente,
frente al 71,6; 69,6; 72,3 y 69,8 % de viabilidad. 63,1; 59,3, 62,3 y 58,7% de motilidad total
y 28,4; 25,9; 27,0 y 25,5% de espermatozoides progresivos para MC, M2, M5 y M6,

respectivamente, Tabla 1, P<0,05).

Ademas, los diluyentes M3 y M4 también afectaron negativamente a la funcionalidad
de la membrana espermatica, observandose Unicamente un 43,4% y 41,7% de
espermatozoides con membranas funcionales, respectivamente, frente a unos valores de mas
del 69% de funcionalidad de membrana obtenidos con el resto de los diluyentes (Tabla 1,
P<0,05). En lo que se refiere a la integridad de la membrana acrosémica de los
espermatozoides, el diluyente MC, suplementado exclusivamente con EDTA, presentd los
mejores resultados, aunque sin diferencias significativas frente al M2, M5 y M6 mientras que

los diluyentes M3 y M4 presentaron significativamente los menores resultados.

Por otra parte, el tiempo de refrigeracion afecto significativamente a las caracteristicas
seminales, produciéndose un deterioro de las mismas a lo largo del tiempo (Tabla 1, P<0,05).
Entre 0 y 24 h no se observaron diferencias significativas en los pardmetros de viabilidad,
motilidad progresiva y normalidad acrosomica, pero si se vio afectada la motilidad total y la

funcionalidad de membrana, siendo menor a 24 h. A partir de las 48 h se observé un deterioro
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generalizado de todos los parametros seminales analizados, obteniéndose a 72 h valores

significativamente inferiores de motilidad total y la funcionalidad de membrana.

Experimento 2:

Los resultados obtenidos en el experimento 2 se muestran en la Tabla 2. No se

observaron diferencias significativas (P>0,05) entre los distintos diluyentes experimentales,

obteniéndose unos valores medios generales de 75,9% de viabilidad, 65,5% de motilidad

total, 20,7% de motilidad progresiva, 54,2% de espermatozoides con el borde apical normal

y 79,4% para los espermatozoides con la funcionalidad de la membrana espermatica a 72

horas de refrigeracion.

TABLA 2: Efecto del diluyente sobre los parametros de calidad seminal a 72 horas.

Parametros Seminales

Diluyentes N Viabilidad MT MP NAR HOST
(%) (%) (%) (%) (%)
DC 20 783%2,30 67,6+4,37 19,6£259  59,9+3,73 78,2+2,67
D2 20 74,0230 650+4,37 2344259  52,0¢3,73 81,2+2,67
D3 20 781+2,30 68,2+4,37  20,2+259  53,2+3,73  82,6+2,67
D4 20 732230 60,3t4,37 195%259  51,8+3,73 75,8+2,67

DC: MC (Tris—citrato—glucosa TCG + EDTA) + 10 uM de bestatina; D2: DC + Dextrano; D3: DC + Trolox; D4: DC +

Dextrano + Trolox; N: nimero de datos; MT (%): porcentaje de espermatozoides con motilidad total; MP (%): porcentaje

de espermatozoides con motilidad progresiva; NAR (%): porcentaje de espermatozoides con el borde apical normal;

HOST (%): porcentaje de espermatozoides con la funcionalidad de la membrana espermatica.
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En la grafica 1 se muestran los resultados a tiempo 0y 72 horas de los parametros seminales

estudiados.
GRAFICA 1: Porcentaje del efecto del tiempo a Oh 'y 72h, sobre los parametros seminales.
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MT (%): porcentaje de espermatozoides con motilidad total; MP (%): porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva; NAR (%): porcentaje de espermatozoides con el borde apical normal; HOST (%): porcentaje de
espermatozoides con la funcionalidad de la membrana espermatica; Letras distintas en las mismas barras muestran

diferencias significativas (p<0,05).

Cuando se utilizan diluyentes de refrigeracion suplementados con bestatina (grafica
1), se observé que el tiempo de refrigeracion afect6 significativamente a la viabilidad y a
la integridad del acrosoma (82,2+1,15% vs 75,9+1,15% de viabilidad y 84,2+1,41% vs
54,2+1,41% de NAR a Oh y 72h, respectivamente; P<0,05). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en los parametros cinéticos y en la funcionalidad de la membrana

espermatica, obteniéndose valores medios de motilidad total superiores al 60% y con una
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motilidad progresiva en torno al 20%. Manteniéndose los valores de funcionalidad de la

membrana espermatica a 72h similares a los de Oh.

TABLA 3: Efecto de los diferentes diluyentes sobre la oxidacion de los lipidos del plasma

seminal a 0 y 72 horas.

Oxidacion Lipidica (nmol MDA/mL)

Diluyentes N 0 horas 72 horas
DC 5 0,926 +£ 0,247 1,028 + 0,295
D2 5 1,068 + 0,247 1,130 + 0,295
D3 5 1,098 + 0,247 1,244 + 0,295
D4 5 1,072 + 0,247 1,172 + 0,295

N: nimero de datos; DC: MC (Tris—citrato—glucosa TCG + EDTA)
+ 10 pM de bestatina; D2: DC + Dextrano; D3: DC + Trolox; D4:
DC + Dextrano + Trolox.; N: nimero de datos.

La tabla 3, muestra los resultados obtenidos del efecto diluyente y efecto del tiempo sobre la
oxidacion de los lipidos del plasma seminal del semen de conejo a 0 y 72 horas. No se
observaron diferencias significativas entre los diferentes diluyentes testados ni entre 0 horas

y 72 horas (1,041 y 1,144 nmol MDA/mL para 0 y 72 horas, respectivamente).
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4. DISCUSION

Alargar la vida util del semen de conejo durante un periodo superior a las 48 horas es
sumamente (til en cunicultura, sin embargo las caracteristicas de calidad descienden con el
tiempo debido a la acumulacion de sustancias del metabolismo celular y los radicales libres

que surgen de los procesos oxidativos que tienen lugar.

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de sustancias con diferente actividad
(proteccion de membrana, antioxidante y antiproteasa) sobre las caracteristicas de calidad
seminal. Los resultados del primer experimento muestran que la calidad del semen durante
el periodo de refrigeracion se vio afectada por la composiciéon del diluyente utilizado,
produciéndose un deterioro de las caracteristicas seminales a lo largo del tiempo,
coincidiendo con los resultados obtenidos por otros autores (Roca et al., 2000; Lopez-Gatius
et al., 2005; Rosato and laffaldano, 2011; Di lorio et al., 2014). El empleo de dextrano, ya
fuese s6lo o0 en combinacion con vitamina E, no contribuyd a una mejora de las caracteristicas
de calidad seminal tras 72 horas de refrigeracion. Lo que contrasta con lo observado por
Kundu et al. (2002) cuando utilizaba dextrano en el diluyente de congelacion de semen
caprino, ya que en su ausencia, todos los espermatozoides perdian su motilidad. Por lo que
es posible que a nuestra temperatura de trabajo (16°C) y con el nivel de dextrano utilizado
(3%), la viscosidad del medio no fuese suficiente para ejercer una proteccion efectiva de la
membrana plasmatica. Respecto a las sustancias antioxidantes probadas, de los dos analogos
hidrosolubles de la vitamina E, el a-tocoferol afecto negativamente a todas las caracteristicas
seminales evaluadas, lo que coincidiria con los resultados obtenidos en ovino por Upreti et
al. (1997) los cuales observaron que la adicion de a-tocoferol al diluyente provocaba una

disminucion de la motilidad de los espermatozoides refrigerados a 15°C, mientras que

20



Cerolini et al. (2000) en porcino y Michael et al. (2009) en canino, observaron un efecto
positivo sobre la viabilidad espermética a 72 h. Sin embargo, la utilizacién de Trolox no
afecto a las caracteristicas seminales, lo que coincide con los resultados obtenidos por Ball
etal. (2001) en equino, los cuales observaron que la inclusion de 1,0; 2,0 y 4,0 mM de Trolox
en el diluyente no afectaba a la motilidad de los espermatozoides conservados a 5°C. Por el
contrario, en ovino, Mata-Campuzano et al. (2014) vieron que la adicion de 0,2; 1,0 y 5mM
de Trolox al diluyente afectaba negativamente a todas las caracteristicas de calidad del semen
refrigerado a 15°C. La vitamina E también se ha utilizado a través de la dieta, con resultados
contradictorios. Asi, utilizando vitamina E por via oral en conejo, Gliozzi et al. (2009) no
observaron ningun efecto sobre las caracteristicas de calidad seminal, mientras que Yousef
et al. (2003) obtuvieron un efecto beneficioso en las mismas, al igual que Hatamoto et al.

(2006) en perros y Moslemi and Tavanbakhsh. (2011) en humanos.

En el segundo experimento, la inclusion de bestatina en todos los diluyentes tuvo un
efecto positivo en la conservacion de las caracteristicas seminales, ya que, si bien la
viabilidad e integridad del acrosoma fueron menores a 72 horas, los parametros cinéticos, la
funcionalidad de membrana y el grado de lipoperoxidacién se mantuvieron a lo largo del
tiempo, independientemente de que el diluyente estuviera suplementado o no con dextrano o
Trolox. Otros autores han visto que la utilizacion de inhibidores de proteasas en los diluyentes
de semen de conejo no afecta a la calidad seminal y contribuye a una disminucién de la

actividad aminopeptidasa del semen fresco (Casares-Crespo et al., 2015).

En los resultados del presente estudio se ha observado un efecto positivo de la
combinacion de EDTA y bestatina sobre la motilidad y funcionalidad de membrana, ya que

para todos los diluyentes utilizados en el segundo experimento, los valores de motilidad y
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HOST se mantuvieron a las 72h, mientras que en el primer experimento, en ausencia de
bestatina pero con EDTA en su composicién, todas las caracteristicas seminales se vieron
afectadas negativamente a medida que pasaba el tiempo. Esto puede deberse a que la
combinacién de ambas sustancias hace que aumente la inhibicion de aminopeptidasas, ya que
mientras el EDTA actla unicamente como un inhibidor de metaloproteasas, el rango de

actuacion de la bestatina es mas amplio.

Los valores de oxidacion de lipidos del plasma seminal obtenidos en este trabajo son
similares a los observados en semen de conejo fresco por Yousef et al. (2003). En diferentes
trabajos, se ha demostrado que el Trolox es capaz de inhibir la peroxidacién lipidica en el
semen crioconservado (Beconi et al., 1993, en bovino; Jones and Mann 1976,en ovino y
Breininger et al., 2005, en porcino), sin embargo, en los resultados de nuestro trabajo, la
utilizacion de Trolox en el semen refrigerado no ha tenido efecto sobre la oxidacion lipidica,
ya que los valores son similares en todos los grupos estudiados. Posiblemente la actividad
del EDTA vy la bestatina sobre las proteasas presentes en el semen hayan bloqueado la
actividad enzimatica responsable de la oxidacién lipidica. Seria necesario evaluar si
concentraciones mayores de Trolox mejoran la viabilidad y el estado del acrosoma durante

el periodo de refrigeracion.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio indican que la suplementacion del diluyente con
analogos hidrosolubles de la vitamina E no mejoraba las caracteristicas de calidad seminal
durante la refrigeracion, la utilizacion de o-tocoferol afectaba negativamente a todos los
pardmetros seminales evaluados, mientras que el uso de 200mM de Trolox no tuvo ningun
efecto. En segundo lugar, el uso de dextrano no contribuyd a la proteccion de la membrana a
lo largo del periodo de refrigeracion. Por ultimo, la combinacién de EDTA y bestatina
demostré ser una alternativa adecuada en los medios de semen refrigerado ya que evita la
actividad antioxidante, mantiene la motilidad y funcionalidad de membrana durante 72 horas

de refrigeracion.
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