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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de adicionar un antioxidante
natural (extracto acetonico de nopal; Opuntia ficus var. Coopena F1) a un diluyente
comercial para congelacion de semen de carnero, sobre la viabilidad post-
descongelado de los espermatozoides. Se utilizaron tres diferentes niveles de
adicion del extracto (0.5, 1.0 y 1.5%) y un control, con 10 réplicas. Se evalué la
motilidad progresiva al término del enfriamiento (MP-Enf) y post descongelado (MP-
Des). Con respecto al control, la adicion de 1.5% de extracto de nopal al diluyente
afect6 la MP-Enf y la MP-Des (68.5 vs 16.0 % MP-Enfy 38.7 vs 8.2 % MP-Des en
Control vs 1.5% de extracto; P<0.05), mientras que lade 0.5% la mejor6 (68.5 vs
72.5 % MP- Enfy 38.7 vs 44.2 % MP-Des en Control vs 0.5% de extracto; P<0.05).
También se evalug la integridad de membrana por medio de la prueba de expansion
hipo-osmotica HOST (H+). Con respecto al control, la adicion de 1.5 % de extracto
de nopal al diluyente afecto la integridad de membrana (61.12 vs 38.62 % H+ en
Control vs 1.5% de extracto; P<0.05). Ademas se evalué el semen post-
descongelado mediante el sistema CASA. Con respecto al control la adicion de
0.5% de extracto de nopal al diluyente mejoro la rectitud 62.58 vs 74.11, linealidad
32.75 vs 40.78, motilidad progresiva 7.72 vs 12.75 y velocidad progresiva 54.47 vs
65.10 en Control'vs 0.5% de extracto; P<0.05. Finalmente se evalu6 el porcentaje
de sobrevivencia espermatica post-descongelado por la tincion supravital eosina-
nigrosina. Con respecto al control la adicién de 1.0 y 1.5 % de extracto de nopal al
diluyente, afecté el porcentaje de espermatozoides vivos al post-descongelado;
(P<0.05). El extracto acetonico de nopal tiene potencial para ser utilizado como
aditivo en el diluyente para congelar semen de carnero, mejorando la motilidad
progresiva post descongelado de las células espermaticas, sin afectar la integridad

de membrana y la sobrevivencia espermatica post-descongelado.



ABSTRACT

The objetive of this study was to evaluate the effect of adding a natural
antioxidant (acetone extract of cactus; Opuntia ficus var. Coopena F1) to-a
commercial extender for ram semen freezing, on the post-thaw viability of sperm
cells. We used 3 different levels of extract addition (0.5, 1.0 y 1.5%) and one control,
with 10 replicates. Progressive motility was assessed at the end of cooling (MP-Enf)
and post-thaw (MP-Des). With respect to control, the addition of 1.5% of the extract
to the extender affected the MP-Enf and the MP-Des (68.5 vs16.0 % MP-Enf and
38.7 vs 8.2 % MP-Des for Control vs 1.5% extract; P<0.05) while the 0.5% improved
it (68.5vs 72.5 % MP- Enf and 38.7 vs 44.2 % MP-Des for Control vs 0.5% extract;
P<0.05). Membrane integrity was also assessed using the HOST (H+) hypo-osmotic
expansion test. Regarding the control, the addition of 1.5% of the extract affected
the membrane integrity (61.12 vs 38.62% H+ in Control vs 1.5% of extract; P<0.05).
Furthermore, post-thawed semen was evaluated using the CASA system. Regarding
the control, the addition of 0.5% of nopal extract to the diluent improved the
straightness 62.58 vs 74.11, linearity 32.75 vs 40.78, progressive motility 7.72 vs
12.75 and progressive velocity 54.47 vs 65.10 for Control vs 0.5% extract; P<0.05.
Finally, the post-thaw sperm survival was evaluated through supravital eosin-
nigrosin staining. ' With respect to the control, the addition of 1.0 and 1.5% of cactus
extract affected the percentage of post-thaw live sperm. The acetone extract of
cactus has potential to be used as an additive in the extender for ram semen
freezing, improving post-thaw sperm cells progressive motility, without affecting

membrane integrity and sperm survival.
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. INTRODUCCION

Los espermatozoides de carnero son muy susceptibles a sufrir dafio por
oxidacion a causa de Especies Reactivas a Oxigeno (ERO) ya que contienen una
alta proporcién de acidos grasos poliinsaturados en su membrana (Mehdipour et al.,
2016). El enfriamiento y congelaciéon de semen de carnero reduce la matilidad y
afecta la integridad de la membrana espermatica, estos cambios son asociados con
una pérdida de la capacidad fertilizante; aunque muchos espermatozoides tienen
motilidad después del descongelado, sus membranas se desestabilizan de manera
similar a lo que ocurre durante la capacitacion espermatica pudiendo presentarse
reacciones acrosémicas prematuras (Maxwell & Watson, 1996). Una de las causas
del deterioro en la calidad del semen es por la accidon de las especies reactivas a
oxigeno, porque producen una inhibicion en la produccion de ATP por parte del
espermatozoide y del movimiento progresivo, teniendo como resultado una pérdida

irreversible de motilidad y fertilidad (Perumal, 2014).

La produccion excesiva de especies reactivas a oxigeno puede afectar las
vias de sefalizacion celular en los espermatozoides y puede disminuir la motilidad
espermatica provocando una reduccion en su potencial de fertilizacion (Cuevas ,
Romero, & Parodi, 2013). El mecanismo de defensa contra la peroxidacion lipidica
por parte del semen para mantener la viabilidad y motilidad espermatica comprende
la produccion de glutation reductasa, glutation peroxidasa, catalasa y superoxido
dismutasa (Bucak, 2008). El estrés oxidativo en los espermatozoides se da por un
exceso en la produccién de especies reactivas a oxigeno, debido a que el
metabolismo del espermatozoide es incapaz de regular estas especies reactivas a
oxigeno, sin embargo se ha demostrado que los espermatozoides necesitan de
pequefias cantidades de especies reactivas a oxigeno para mantener su funcién de
manera normal, siempre y cuando no se rebase el sistema antioxidante del

espermatozoide (Cordova et al., 2017).



Agregando antioxidantes al diluyente durante el proceso de congelacion de
semen, puede disminuirse el estrés oxidativo causado por las ERO y con ello
mantener las funciones normales de los espermatozoides porque los niveles de
antioxidantes disminuyen debido a la dilucion del semen (Perumal, 2014,
Mehdipour et al., 2016). EI mecanismo de accion de los antioxidantes se clasifica
de tres maneras distintas, ya sea previniendo la formacion de radicales libres,

inactivando los radicales libres o reparando el dafio oxidativo (Perumal, 2014).

En un estudio reciente, se evalu6 el efecto de adicion de extracto de nopal
(Opuntia ficus-indica) al diluyente utilizado en el proceso de enfriamiento de semen
de carnero (Allai et al., 2016). Los autores, encontraron una mejora en motilidad y
viabilidad espermatica, asi como disminucién en el porcentaje de espermatozoides
anormales y peroxidacion de lipidos de membrana, al incorporar 1% del extracto en
el diluyente. Este efecto protector durante el enfriamiento podria ser de utilidad para
mejorar la viabilidad espermatica cuando las células son conservadas por
congelacion, sin embargo, es un aspecto que queda por confirmar y que se aborda

en el presente trabajo.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Laovinocultura

La ovinocultura se desarrolla practicamente en todo el mundo, por ello se
debe destacar la importancia de la misma, en la Figura 1, se muestra la poblacién
ovina mundial a través de los afios, de 1961 a 2016, es importante destacar la
tendencia de incremento del afio 2009 al 2016.

Por otra parte la Figura 2 muestra la distribucion de la poblacion ovina por
continentes en el afio 2016, donde se observa que el continente con mayor
produccién ovina es Asia (FAOSTAT, 2018).
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Figura 1. Poblacién ovina mundial de 1961 a 2016 (FAOSTAT, 2018)
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Figura 2. Produccion ovina por continentes en 2016 (FAOSTAT, 2018).

En México, en el afio, 2016 la produccion nacional ovina fue casi de 118 mil
toneladas de ovinos en pie, siendo el Estado de México el que cuenta con mayor
produccion, seguido de Hidalgo y Veracruz (SAGARPA, 2017). En el SIAP (2018)
se report6 por ultima vez-en 2016 un total de 8,792,663 cabezas de ovinos en el
afio 2016 dato que difiere un poco de la cifra que maneja la FAOSTAT de 8,834,241
cabezas como se muestra en la Figura 3. En esta figura se presenta el historial del
inventario ovino en el pais desde el afio 1961 al 2016, donde se aprecia que a partir
de 1998 la poblacién ovina empezé a incrementar, conservando esa tendencia al

menos hasta el afio 2016.
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Figura 3. Inventario ovino en México de 1961 a 2016 (FAOSTAT, 2018)

2.2 Técnica de inseminacion artificial (1A)

La inseminacion artificial (1A) se utiliza en diferentes especies animales, su

uso va desde el abejorro hasta el elefante. En el Cuadro 1 se muestran algunos de

los acontecimientos mas importantes para el desarrollo de esta tecnologia. Cabe

resaltar la aplicacion de la IA en caballos por los arabes en el siglo XIIl (Gordon,

2004).

Cuadro 1. Eventos durante el desarrollo de la inseminacion artificial

Ao Evento Investigador

1677. | Descubrimiento de espermatozoides mediante el uso de | Anton van
una lupa. Leeuwenhoek

1780 | IA de una perray el nacimiento de sus cachorros 62 dias | Spallanzani
después.

1803 | Se congela el esperma de caballo en la nieve y se | Spallanzani
recupera la motilidad después del calentamiento.

1890 | La IA en caballos se intento por primera vez en Francia. | Repiquet




los paises utilizan el 100% de semen congelado de toro.

1899 | Se comenz6 a trabajar en la IA de equinos en la | lvanov
Universidad Estatal de Moscu.

1912 |La IA en caballos, logré resultados de fertilidad | Ivanov
comparables a los obtenidos por el servicio natural. Se
logré el éxito de la IA del ganado vacuno y ovino y se
capacité a cientos de inseminadores.

1914 | Inicio del trabajo en Italia con él uso de una vagina | Amantea
artificial para la recoleccion de semen en perros.

1920s | En Rusia desarrollo de vaginas artificiales para su uso | Milanov

y en toros, caballos y carneros; desarrollo de diluyentes

1930s | simples.

1936 | Envio de semen de carnero desde Cambridge en el | Arhur Walton
Reino Unido a Polonia; nacimiento. de un cordero
después de IA.

1937 | Desarrollo en Dinamarca del método rectovaginal de la | Varios
IA en el ganado bovino. investigadores

daneses

1941 | Desarrollo de diluyente de semen a base de citrato y | Glenn
yema de huevo para ganado. Salisbury

1946 | Uso de antibiéticos (penicilina y estreptomicina) para | Almquist
controlar los microorganismos patégenos en el semen
utilizado para la IA.

1949 | Descubrimiento del método de congelacion de esperma | Chris Polge
de varias especies.

1952 | Primer becerro nacido (Frosty I) después de usar semen | Chris Polge y
de toro congelado-descongelado en Cambridge. Tim Rowson

1960 | El nitrogeno liquido se convirtio en el refrigerante de | Varios
eleccion para preservar el semen de toro. La mayoria de | investigadores




en distintos

paises

Traducido de (Gordon, 2004).

La inseminacion artificial es una técnica que permite utilizar material genético
de machos superiores al promedio, hablando de ciertas caracteristicas.deseables,
como lo son las caracteristicas productivas. Ofrece ventajas y desventajas como

cualquier otra técnica (Galina & Valencia, 2008).

Un gran impulso para la inseminacion artificial fue su potencial para el
mejoramiento genético con el uso de toros con una genética €élite. Los centros de
inseminacion artificial comenzaron en Dinamarca en 1936y después se replicaron

o distribuyeron internacionalmente (Perry, 1945).

Gracias a la inseminacion artificial se ha dado una rapida dispersioén de genes
valiosos en el sector de ganado lechero donde para los productores es el método
de eleccibn para mejorar genéticamente su ganado a una Vvelocidad

considerablemente rapida (Vishwanath, 2003).

2.2.1 Ventajas y desventajas de lainseminacion artificial

La inseminacion artificial (IA) de animales domésticos es una técnica que
permite utilizar el eyaculado de un macho para inseminar o cubrir un mayor nimero
de hembras que se encuentren en celo y no Unicamente una hembra. Ademas
gracias a la IA se pueden cruzar animales con grandes diferencias en tamafio y
peso. También el uso de esta técnica permite utilizar el semen de machos que
hayan sufrido alguna lesién y por este motivo no puedan montar, o incluso de
machos que se encuentren muertos pero que su semen hubiera sido congelado
antes de morir. Con la IA se evita el contacto del macho con hembras desconocidas,

disminuyendo el riesgo de contraer enfermedades por el coito (lvanoff, 1922).

La IA es una tecnologia con la que se puede mejorar genéticamente el

ganado en un tiempo razonable, por lo que los espermatozoides deberian ser



preservados por un periodo largo de tiempo con el menor dafio posible para que

conserven su capacidad fertilizante al maximo (Allai et al., 2016).

En el afio 2014, en México, se inseminaron alrededor de 100 mil borregas
esperando llegar a 120 mil en el afio 2015 y se ha logrado un gran avance genético
gracias a la misma inseminacion artificial (SAGARPA, 2015).

2.3 Evaluacion del semental

Es de gran interés lograr una evaluacion de capacidad reproductiva para el
semental, y algunos factores que se consideran son: la.capacidad de montar, libido,
cantidad y calidad del semen. Aunque existe una confusién con la edad apta para
el servicio en machos, el peso y la edad tienen una correlacion cuando el eyaculado

es apto para el apareamiento (Ruiz et al., 1998)

2.4 Problemas del semen ovino parasu congelacion

Los espermatozoides de carnero son mas susceptibles a sufrir dafio por
oxidacion a causa de ERO (Especies Reactivas a Oxigeno) debido a que contienen
un mayor numero de acidos grasos poliinsaturados en su membrana (Mehdipour,
2016).

Las lesiones por shock frio son dafios a la estructura y funcién de la célula
ocasionados por una reduccion repentina de la temperatura. En particular las
membranas pierden su permeabilidad selectiva teniendo como resultado una
liberacion de iones, lipidos y proteinas, ademas el sodio y calcio obtienen acceso al
interior de la célula provocando una disminucién de su actividad metabdlica y
cambios secundarios como desnaturalizacion de proteinas. La susceptibilidad al
dafio por shock frio esta influenciada por la composicion de membrana y en gran

parte a la participacién de los lipidos de membrana (Watson & Morris, 1987)



El dafio oxidativo que sufren los espermatozoides es el resultado de las
Especies Reactivas al Oxigeno generadas por los componentes celulares del
semen, que a su vez ocasiona una disminucion en la motilidad espermatica y por

ende una disminucion en la capacidad fertilizante de los mismos (Bucak, 2008).

La funcion de los espermatozoides congelados-descongelados se ve
afectada por alteraciones en la capacitacion espermatica, disminuyendo su
capacidad de fertilizaciéon (Medeiros et al., 2002). Debido a que durante el proceso
de criopreservacion los espermatozoides sufren dafios letales o sub-letales que

comprometen su funcién (Stornelli et al., 2005)

Los espermatozoides que son afectados funcionalmente durante su
conservacion no se mueven o pueden moverse lentamente disminuyendo su

supervivencia en el tracto reproductor de la hembra (Lopyrin & Rabocev, 1968)

La investigacion en relacion al semen congelado se debe dirigir a la mejora
de los protocolos de congelacion, concentrdndose en la composicion del diluyente
para proteger a los espermatozoides durante el proceso de congelacién, y con ello
permitir incluir un menor .nOmero de espermatozoides por dosis congelada
(Vishwanath & Shannon, 2000). Evaluar el estado de estrés oxidativo seminal esta
emergiendo como una herramienta debido a que la interaccion de las sustancias
antioxidantes en el eyaculado es esencial y la adicion de estas puede mejorar la
composicién del diluyente (Marti et al., 2007).

2.4.1 Dafios ala membrana espermética durante la criopreservacion

El procesamiento de semen de carnero reduce la motilidad y afecta la
integridad de membrana espermatica, estos cambios son asociados con una
pérdida de su capacidad fertilizante y aunque muchos espermatozoides conservan
su motilidad después de su almacenamiento, sus membranas se desestabilizan y

reducen su vida util fertil (Maxwell & Watson, 1996).



Gracias a la criopreservacion de semen se ha logrado la produccién de crias
en diferentes especies, pero con un bajo porcentaje de fertilidad en la mayoria de
especies de animales domeésticos, esta reduccion en la fertilidad del semen
congelado se asocia a alteraciones en la estructura y funcién de la membrana
espermética durante el enfriamiento, congelacion y descongelacion (Parks &
Graham, 1992).

Los espermatozoides muestran una sensibilidad extrema al desafio
osmatico, que puede ser el determinante mas importante en la proporcion de
espermatozoides que sobreviven a la congelacion, mismos que muestran una
fertilidad mas baja atribuible a un dafio en sus caracteristicas funcionales (Watson,
1995).

Los espermatozoides congelados-descongelados pueden sufrir alteraciones
en su membrana equivalentes a la capacitacion espermatica, por esa razén se
requiere un diluyente que proporcione un ambiente para conservar la integridad y

funcién de la membrana (Watson, 1995).

El cambio que se. provoca en los espermatozoides congelados en
comparaciéon de espermatozoides frescos se muestra en la figura 4, observando
que al descongelado la proporcién de espermatozoides capacitados es mucho
mayor que en espermatozoides frescos y al paso de 6 horas en espermatozoides
congelados la fraccion de espermatozoides con reaccion acrosdmica es mucho
mayor. Con estos datos podemos darnos cuenta como la congelacion de los
espermatozoides induce cambios en la membrana y a su vez induce a la
capacitacion espermatica y una reaccion acrosémica prematura, cambios que se
ilustran como ocurren de manera natural en la figura 5 al existir un reconocimiento

de gametos dentro del tracto reproductivo de la hembra.
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Figura 4. Efecto de incubacién a 37°C en la capacitacidn y reaccién acrosémica de
espermatozoides de carnero frescos 'y congelados, basado en patrones
fluorescentes evaluados después de la tincion con clortetraciclina segun Saling y
Storey (1979). (Datos de Gillan et al., 1995) modificado por Olvera 2018.
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Figura 5. Capacitacion y reaccion acrosémica espermatica (Olivera et al., 2006)

2.4.2 Peroxidacién de lipidos en las células espermaticas

La peroxidacién lipidica puede considerarse como un proceso
fisiologicamente relevante para la pérdida de la funcién de los espermatozoides de
mamiferos debido a la toxicidad del oxigeno (Alvarez, 1987). Una de las causas del
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deterioro en la calidad del semen es por la accion de las especies reactivas a
oxigeno, porque producen una inhibicion en la produccién de ATP por parte del
espermatozoide y del movimiento progresivo (Figura 6), teniendo como resultado
una pérdida irreversible de motilidad y fertilidad (Perumal, 2014).

Fiagelo o cola Cabeza

L.
Cllegslasms

1
Zona ecitons) __Nudieo yfeca perfucienr

Fos3 oe 13 mplantacion

$=Acrozoma
- — ]

B> =~ NEan >
Pieza Pieza Pﬁncipal Espacio subrecrosama
Terminal

b Capa Fibrosa

Densa Externa
Moot fo P GlUCOSE
A Moot o Panderce
8. EArIKREa AUNIO0E _ Glucosa Glucosa
C. Nicforibuio Osot Hexokinasa Hexokinasa | Hexoxinasa §

0. Menzeans Clhopias matios)
1. Brazo Extarns Bwena -

2 Brao iemo Dineine ("u"‘fs"’ 6P
3 Compiejo de Enimbin
4. Complego de Rado

5 Cabezs doRodo

4 Tabode Rado

Glucgsa-6P Glucosa-6P

Oxidativa

T Progucade Gt
2 Pusete Conral
9 Ursin riomar

ATP NADPH ATP  NADPH NADPH

Figura 6: Inhibicion de la formacién de ATP por accién de las especies

reactivas a oxigeno. Adaptado de (Olivera, Ruiz, Tarazona, & Giraldo, 2006).

Los espermatozoides inmaduros, inmoviles o morfolégicamente anormales
constituyen las principales fuentes de especies reactivas a oxigeno, asi como los
espermatozoides morfolégicamente funcionales pero anormales funcionalmente,
las especies reactivas a oxigeno alteran la membrana celular por la peroxidacién
lipidica, misma que da como resultado cambios degenerativos que afectan la
funcion de la membrana (Tortolero et al., 2005).

12



El estrés oxidativo en los espermatozoides se da por un exceso en la
produccion de especies reactivas a oxigeno, debido a que el metabolismo del
espermatozoide es incapaz de regular estas especies reactivas a oxigeno, sin
embargo se ha demostrado los espermatozoides necesitan de pequefas cantidades
de especies reactivas a oxigeno para mantener su funcion de manera normal,
siempre y cuando no se rebase el sistema antioxidante del espermatozoide
(Cordova, et al., 2017).

2.5 Tipos de diluyentes y sus componentes

Los componentes basicos que debe de tener un diluyente para la congelacion
de semen son practicamente los mismos que los que se utilizan para el
almacenamiento de este a temperatura ambiente. Los requerimientos generales

son:

e Sustancias idnicas o no iénicas para mantener la osmolaridad.

e Una fuente de lipoproteina de alto peso molecular como la yema de
huevo o la leche, para prevenir el shock térmico al frio.

e Gilicerol, para ofrecer un efecto crioprotector.

e Glucosa o fructosa como fuente de energia.

e Otros aditivos como antibiéticos y enzimas (Vishwanath & Shannon,
2000)

Se ha demostrado que la fraccién de proteinas de baja densidad y alto peso
molecular de la yema de huevo proporciona proteccion contra el shock térmico al
frio'y previene cambios degenerativos en el acrosoma durante su almacenamiento

del semen (Salamon & Maxwell, 2000)
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2.6 Uso de antioxidantes en la congelacion de semen ovino

El mecanismo de accion de los antioxidantes se clasifica de tres maneras
distintas, ya sea previniendo la formacion de radicales libres, inactivando los
radicales libres o reparando el dafio oxidativo (Perumal, 2014).

Agregando antioxidantes en el diluyente durante el proceso de congelacion
de semen, puede disminuir el estrés oxidativo causado por la cantidad de ERO
(Especies Reactivas a Oxigeno) y con ello mantener las funciones normales de los

espermatozoides (Mehdipour, 2016).

La adicién de vitamina E sola, ya sea como_ acetato o fosfato, resulté en una
pérdida total de la viabilidad de los espermatozoides, pero la suplementaciéon
adicional con proteinas de plasma seminal produjo una mejora en la integridad de
membrana, encontrando una interaccion positiva entre el fosfato de vitamina E y las

proteinas de plasma seminal (Pérez-Pe et al., 2001).

En un estudio realizado por Membrillo-Ortega et al, (2011) utilizaron la prueba
del &cido tiobarbitdrico para comparar la adicion de vitamina E y C solas y
combinadas cuando se' adicionaron a eyaculados de machos cabrios para su
congelacion, donde encontraron que la combinacion de dichos antioxidantes redujo
el grado de oxidacion de la membrana espermatica de forma sinérgica,
disminuyendo la cantidad de nanomoles de malondialdehido por miligramo de
proteina, ademas la misma combinacion de vitaminas obtuvo el mejor promedio de

motilidad esperméatica en semen descongelado.

Un estudio reciente evalud el efecto de la adiciébn de extracto de nopal
(Opuntia ficus-indica) en el proceso de enfriamiento de semen de carnero y encontrd
mejores resultados con la adicion del 1% de extracto nopal (Opuntia ficus-indica)
obteniendo una mejor motilidad y viabilidad espermatica asi como una disminucién
en el porcentaje de anormalidades y a disminucion en la peroxidacion de lipidos
(Allai et al., 2016).
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Estudios empiricos han llevado a mejorar la técnica de criopreservacion de
semen, sin embargo, en las mejores condiciones solo sobrevive el 50% de los

espermatozoides (Duncan, 1992).

2.7 Caracteristicas antioxidantes del nopal

En un estudio reciente Allai et al, (2016) realizaron un analisis de
compuestos fendlicos a un extracto de nopal, donde se identificaron flavonoides,
acidos fendlicos, aldehido fendlico y flavonoides glucosados.

Se debe tomar en cuenta que la composicion de los nopales varia en funcion
de su edad o grado de madurez (Saenz et al., 2006). La composicién quimica por
cada 100g de nopales frescos entre 15 y 25cm de acuerdo a Rodriguez-Félix &
Cantwell (1988) es de 91.7g de agua, 1.1g de proteina, 0.2g de lipidos, 1.3g de
cenizas, 1.1g de fibra cruda, 4.6g de carbohidratos, 12.7 mg de acido ascorbico y
28.9ug de carotenos.

Durante el desarrollo de los nopales los componentes que mas varian son
los carotenos, la acidez titulable y los carbohidratos que aumentan de acuerdo al
grado de madurez, mientras que la proteina disminuye (Rodriguez-Félix & Cantwell,
1988). La cantidad de compuestos fendlicos totales también varia dependiendo de
la etapa de desarrollo del nopal y de la variedad a la que pertenecen. El tratamiento
térmico puede modificar o afectar la cantidad de compuestos fendlicos, pero
depende ‘que tan drastico se realice (Flores-Alvarez et al., 2011). El secado
convectivo parece no tener un efecto significativo en la degradacion de compuestos

antioxidantes como lo son los compuestos fenodlicos (Rozek et al., 2008).

2.8 Técnica DPPH para evaluar capacidad antioxidante
Es un meétodo utilizado para estimar la capacidad antioxidante de una
solucion por el uso del radical libre estable, el hidracilo a, a-difenil-B-picrilhidrazilo

(DPPH), Se caracteriza como un radical libre estable por la deslocalizacion de un
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electron, misma que provoca un color violeta en la solucion, que al mezclarse con
una sustancia que pueda donar un aomo de hidrégeno se produce una

decoloracién de ese color violeta (Molyneux, 2004)

La actividad de captacion de radicales libres se puede calcular utilizando la
férmula: (% de inhibiciéon = ((Absorbancia de la muestra blanco — Absorbancia de la
muestra)/ Absorbancia de la muestra blanco) x 100 (Dudonné et al., 2009).

2.9 Técnicas para evaluar viabilidad espermatica post-congelacion

2.9.1 Prueba hipo-osmética (HOST)

Se utiliza para evaluar la integridad funcional de la membrana espermatica,
es precisa y se encuentra relacionada estrechamente con la capacidad de
fertilizacion in vitro de los espermatozoides, gracias a estas caracteristicas, la
prueba hipo-osmotica puede ser Gtil realizarla en un analisis de semen estandar. En
condiciones hipo-osmaticas los espermatozoides se hinchan por la afluencia de
agua y la expansiéon de las membranas (Jeyendran et al., 1984). Esta prueba se
basa en la permeabilidad de membrana, es por ello que puede evaluar la integridad

funcional de la misma (Bedoya et al., 2003).

Al trabajar con semen fresco y congelado-descongelado de caninos se
destaca el uso de la prueba hipo-osmotica como una técnica simple para evaluar la
integridad de la -membrana espermatica (Sanchez et al., 2002). La prueba hipo-
osmoética puede ser utilizada para el diagnoéstico de la funcion de la membrana

espermatica (England & Plummer, 1993).

2.9.2 Microscopia de contraste de fase

Cuando se tifien los espermatozoides para diferenciar vivos y muertos, los
muertos tienden a tefirse, esto asociado al dafio estructural que sufren (Hancock,
1952). Para evaluar el dafio en el acrosoma se puede utilizar la solucién Hancock y

observar al microscopio de contraste de fases. En los espermatozoides vivos
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examinados con el microscopio de contraste de fase, el acrosoma interno es mas
prominente que el acrosoma externo y el borde posterior del acrosoma externo
puede verse como una linea que atraviesa ecuatorialmente por la cabeza del

espermatozoide (Valencia et al., 1955).

2.9.3 Sistema CASA

Se han desarrollado herramientas como el analisis de semen asistido por
computadora por sus siglas en inglés (CASA Computer-assisted semen analysis)
para hacer evaluaciones mas objetivas y detalladas del semen.(Larsen et al., 2000).
El sistema CASA ademas mide otros parametros coma la velocidad curvilinea (VCL)
o la velocidad en linea recta (VSL), done VCL se refiere a la trayectoria que recorre
la cabeza del espermatozoide en un periodo de tiempo, mientras VSL toma en
cuenta la distancia en linea recta entre el punto de inicio y el punto final del recorrido
del espermatozoide, también se mide la linearidad, obtenida con la siguiente
férmula: Linearidad=(VSL/VCL)X100. Otro parametro medido es la rectitud del
espermatozoide, obtenida al dividir la velocidad en linea recta entre la distancia del

trayecto y multiplicarla por 100 (Mortimer, 2000).

Los nuevos sistemas computarizados para el analisis de motilidad
espermética permiten obtener informacién sobre la calidad de los espermatozoides
de forma rapida y precisa (Muifio et al., 2005). Un sistema CASA cuenta con un
microscopio de contraste de fases conectado a una camara de video que envia la
imagen a un monitor, el software analiza la trayectoria individual por espermatozoide

y describe parametros comunes de movimiento espermatico (Boyers et al., 1989).
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Il JUSTIFICACION

La congelacion de semen ovino permite realizar la inseminacién artificial y
con ello lograr un mejoramiento genético en los rebafios de Meéxico.
En la actualidad, aunque existen varios diluyentes para el procesamiento de semen,
no logran conservar al maximo la integridad de los espermatozoides. El proceso de
enfriamiento y congelacién provoca una peroxidacién de lipidos de membrana y
dafia la integridad de ésta, gracias a estos cambios un gran namero de
espermatozoides muere en el proceso y otros son afectados sub-letalmente. Estos
efectos detrimentales provocan la necesidad de buscar nuevas alternativas para
utilizar en conjunto con los diluyentes actuales, que sirvan como un protector

adicional para minimizar dichos problemas.
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IV.  HIPOTESIS
Adicionando extracto acetonico de nopal a un diluyente comercial para
congelacion de semen de carnero, mejorardan los patrones de motilidad
espermatica, el porcentaje de células con integridad de membrana 'y la
sobrevivencia espermatica post-descongelado, debido a la disminucién del estrés

oxidativo asociado a la congelacién/descongelacion.
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
Obtener un extracto aceténico de nopal con buena capacidad antioxidante y

evaluar la viabilidad de espermatozoides de carnero post-descongelado, utilizando

el extracto aceténico de nopal como aditivo en un diluyente comercial para
congelacion.

5.2 Objetivos especificos
e Evaluar el efecto de dos diferentes métodos para la obtencién de un extracto
acetonico de nopal, sobre su capacidad antioxidante.

e Determinar el efecto del extracto usado como aditivo en un diluyente
comercial para congelacién sobre:

* Los patrones de motilidad espermética

» El porcentaje de células espermaticas con integridad funcional
de membrana

» La sobrevivencia de los espermatozoides

Todo lo anterior posterior a la congelacién/descongelacion.
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VI. MATERIALES Y METODOS
El trabajo se desarroll6 en Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Ciencias Naturales/Universidad Autonoma de Querétaro, ubicado en el
municipio de El Marqués, Qro (21°40' LN, 99°2' LO, altitud 1900 m.s.m., temperatura
y precipitacion media anual 15°C y 570 mm; INEGI 2012).

Se utilizaron pencas de nopal de tamafio uniforme, cultivado en invernadero
(Opuntia ficus var. copena F1 forrajero) para obtener un extracto aceténico. Este se
obtuvo en el Laboratorio de Nutricion Animal del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento Animal (Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias) de dos diferentes formas, con
secado por conveccién y por medio de liofilizacion (anexo A). Posterior a su
obtencién se analiz6 la capacidad antioxidante de los 2 extractos (anexo B) y se
utilizé en el experimento subsecuente el que presentd mayor capacidad

antioxidante.

Se utilizaron carneros Black Belly como donadores de semen, mismos que
fueron previamente entrenados y alimentados con una dieta de mantenimiento,

formulada para cubrir el 100% de sus requerimientos nutricionales.

Se us6 un diluyente comercial (OPTIDYL, CRYO-VET) para el procesamiento
de los eyaculados, utilizando como aditivo del diluyente 0% (T0), 0.5% (T0.5), 1.0%
(T1) y 1.5% (T1.5) de extracto acetdnico de nopal, con 10 repeticiones. Solamente
se usaron eyaculados con motilidad progresiva 270% (evaluacion a 400X en
diferentes campos de la muestra diluida). El volumen total para cada repeticion se
obtuvo mezclando varios eyaculados y esa mezcla se fraccion6 para aplicar cada

uno de los 4 tratamientos y controlando asi el efecto de individuo y eyaculado.

Los procedimientos para coleccion de los eyaculados, su dilucion,
enfriamiento y congelacion fueron los establecidos en el Laboratorio de
Reproduccion Animal-FCN/UAQ (Garcia, 2018).
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Una vez congeladas las 10 repeticiones, se evaluo al post-descongelado:

e El porcentaje de motilidad progresiva individual por observacion al
microscopio (400 X, promedio de 5 campos), tanto al término del proceso
de enfriamiento como al post descongelado.

e Integridad funcional de la membrana espermatica por medio de la prueba
de expansién hipo-osmoética (HOST) (anexo C), y valoracion de 200
células por triplicado en cada repeticion y tratamiento.

e Porcentaje de sobrevivencia espermatica por medio de frotis con la tincion
de Eosina-Nigrosina por observacion al microscopio (400 X) y valoracion
de 200 células por triplicado en cada repeticion y tratamiento

e Morfologia espermética por fijacién en solucion de Hanckock (anexo D),
microscopia de contraste de fase a 100 X'y valoracién de 200 células por

triplicado en cada repeticion y tratamiento.

Para su andlisis estadistico los resultados expresados como porcentaje se
transformaron a arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion con el fin de
normalizarlos. El andlisis estadistico fue por ANOVA para un disefio de bloques

completos al azar con la repeticion como criterio de blogue.
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VIl. RESULTADOS

El extracto de nopal con mayor capacidad antioxidante se obtuvo cuando el
secado fue por conveccidén, con un 74.3% vs 22.7% de inhibicibn de DPPH
equivalentes a 150 y 18.6 ug/ml de acido ascérbico en secado por conveccion vs
liofilizacion.

La motilidad progresiva (MP) al término del enfriamiento y post descongelado
fue afectada por el tratamiento (Cuadro 2, P <0.001). Al término del enfriamiento se
observo que el nivel mas alto de adicion de extracto de nopal afecté la MP mientras
que el nivel de 0.5% tendié a mejorarla con respecto al grupo control (16.0 y 72.5
vs 68.5 % en T 1.5, TO.5 y TO). Al post descongelado se observd una situacion
similar, con el nivel de adicion de extracto de 0.5 % mejorando la MP con respecto
al grupo control (44.2 vs 38.7 %) y el nivel mas alto afectando esta variable (8.2 vs
38.7 %). La disminucién de MP entre enfriamiento y post descongelado también fue
afectada por el tratamiento siendo menor en el mayor nivel de adicion del extracto
que en los otros grupos (-29.72, -28.22, -29.22, -7.7° puntos porcentuales para 0, 0.5,
1.0y 1.5 % de adicién de extracto, P < 0.001).

Cuadro 2. Porcentaje de motilidad progresiva individual al término del enfriamiento
(MP Enf) y descongelado (MP Des) en espermatozoides de carnero procesados

utilizando como aditivo del diluyente 0% (TO0), 0.5% (T0.5), 1.0% (T1) y 1.5% (T1.5)
de extracto acetdnico de nopal.

Variable TO T0O.5 T1.0 T15 e.e.m. P
MP Enf 68.5 ab 7254 63.0P 16.0¢ 2.7 <0.001
MP Des 38.72 442" 33.7¢ g8.2d 1.3 <0.001

abcd | jterales diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica

La integridad de membrana post descongelado mediante la prueba de expansién
hipo-osmoética HOST (H+) solo fue afectada por el tratamiento con mayor adicion de
extracto acetonico de nopal (Cuadro 3, P<0.001), mientras que los otros tres

tratamientos no mostraron diferencias significativas.
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Cuadro 3. Porcentaje de espermatozoides de carnero con buena integridad de
membrana post descongelado evaluada mediante la prueba de expansién hipo-
osmotica HOST (H+), procesados utilizando como aditivo del diluyente 0 (TO), 0.5
(T0.5), 1.0 (T1) y 1.5 % (T1.5) de extracto acetonico de nopal.

Variable TO TO0.5 T1.0 T15 e.e.m. P
H+ 71.122 68.382 642 38.62° 2.4 <0.05

a,b,c Literales diferentes dentro de fila indican diferencia estadistica.

La sobrevivencia espermatica post descongelado mediante la tincion supravital
eosina-nigrosina fue afectada por los tratamientos con mayor-adicion de extracto
acetonico de nopal (cuadro 4, P<0.05), mientras que el tratamiento de menor adicién

de extracto no mostré diferencias significativas respecto al grupo control.

Cuadro 4. Porcentaje de espermatozoides vivos de carnero post descongelado
evaluados mediante la prueba supravital eosina-nigrosina, procesados utilizando
como aditivo del diluyente 0 (T0), 0.5 (T0.5), 1.0 (T1) y 1.5 % (T1.5) de extracto
aceténico de nopal.

Variable TO TO05 T1.0 T15 e.e.m. P
% Vivos 57.142 58.42 48.46° 39.17¢ 15 <0.05

a,b,c Literales diferentes dentro de fila indican diferencia estadistica.

La motilidad progresiva, velocidad progresiva, rectitud y linealidad post
descongelado evaluados mediante el sistema CASA, mostraron una mejoria
significativa con la menor adicion de extracto de nopal con respecto al grupo control
(Cuadro 5, P<0.05).
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Cuadro 5. Patrones de motilidad en células espermaticas de carnero evaluados al
post-descongelado por el sistema CASA, procesados utilizando como aditivo del
diluyente 0 (T0), 0.5 (T0.5), 1.0 (T1) y 1.5 % (T1.5) de extracto aceténico de nopal.

Variable TO TO.5 T1.0 T15 |e.e.m. P

% Motiles progresivos 7.72% | 12.75° | 5.792 | 1.69¢ 0.8 |<0.05

% Motiles 38.002 | 34.052 | 22.35 | 15.38” [ 1.9 | <0.05

Velocidad progresiva | 54.47% | 65.10° | 58.09° | 50.04*| 1.4 |<0.05

pum/s
Rectitud % 62.582 | 74.11° | 85.24¢ | 87.50¢ 1.8 <0.05
Linealidad % 32.552 | 40.78P [ 53.75¢ | 55.79° | 1.8 | <0.05

a,b,c Literales diferentes dentro de fila indican diferencia estadistica.
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VI.  DISCUSION

En la actualidad diversos investigadores han estudiado el uso de la adicion
de diferentes antioxidantes para el procesamiento y congelacion de semen de
carnero con el fin de mejorar la viabilidad del mismo. Dentro de los trabajos
realizados con antioxidantes utilizandolos como aditivo se pueden mencionar los
realizados por: Pérez-Pe et al. (2001) utilizando vitamina E; Membrillo-Ortega et al.
(2011) trabajando con vitamina C y vitamina E; Silva et al. (2012) usando reservatrol
y quercetina. Otros investigadores estudiaron el uso de extractos de plantas como
Mehdipour et al. (2016) quienes utilizaron extracto de té verde (Camellia sinensis),

o Allai et al. (2016) que estudiaron el uso de extracto de nopal (Opuntia ficus).

En este trabajo se analizo la capacidad antioxidante del extracto acetdnico
de nopal y se obtuvo un valor equivalente a 150 ug/ml de acido ascoérbico y un
74.3% de inhibiciéon del DPPH con el extracto en que el secado fue por conveccion.
Este resultado indica que puede considerarse como un buen agente antioxidante.
Al igual que lo encontrado por Soto-Herrera (2018) en pasto de cebada también se
observd que el secado por liofilizacion del material fresco afecta severamente la

actividad antioxidante del extracto.

El valor méas bajo de adicion de extracto antioxidante 0.5 % (correspondiente
a b5mg/ml), permitié6 una mejora de la motilidad progresiva al finalizar el proceso de
enfriamiento, de manera similar a lo encontrado por Allai et al, (2016), aunque en
ese trabajo el efecto protector se observd con adicién de 1 % del extracto. Esta
diferencia puede explicarse por caracteristicas del material vegetativo a partir del
cual se obtiene el extracto, como estado de madurez y también por condiciones de
cultivo; Rodriguez-Félix & Cantwell, (1988). Lo anterior resalta la necesidad de

estandarizar esas condiciones para obtener extractos con caracteristicas similares.

Con la adicion de 0.5% de extracto acetdnico de nopal equivalente a 75 pg/mi

de 4cido ascorbico en términos de capacidad antioxidante, se observd una mejoria
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en la MP al congelado/descongelado. Este resultado contrasta con los datos de
Membrillo-Ortega et al., (2011) quienes adicionaron al diluyente para congelar
directamente vitamina C a razén de 5mg/ml y obtuvieron un decremento en la MP
del 10%, decremento que relacionan directamente con una reduccion del pH. Esta
comparacion nos muestra que el efecto antioxidante que se requiere para proteger
a los espermatozoides durante el proceso de congelaciéon, aparentemente no
necesita ser muy alto y que ademas se deben considerar los efectos negativos
secundarios potenciales del agente antioxidante para determinar el nivel en que se

puede usar como aditivo.

El analisis de la MP del semen por medio del microscopio es una técnica
subjetiva y puede variar entre un laboratorio y otro, razon por la cual no se pueden
comparar los resultados de MP de diferentes laboratorios, por ello se han
desarrollado herramientas como el analisis de semen asistido por computadora por
sus siglas en inglés (CASA Computer-assisted semen analysis) para hacer
evaluaciones mas objetivas y detalladas del semen (Larsen et al., 2000). El sistema
CASA ademas mide otros parametros como la velocidad curvilinea (VCL) o la
velocidad en linea recta (VSL), done VCL se refiere a la trayectoria que recorre la
cabeza del espermatozoide en un periodo de tiempo, mientras VSL toma en cuenta
la distancia en linea recta entre el punto de inicio y el punto final del recorrido del
espermatozoide, también se mide la linearidad, obtenida con la siguiente férmula:
Linearidad=(VSL/VCL)X100. Otro pardmetro medido es la rectitud del movimiento
de los espermatozoides, obtenida al dividir la velocidad en linea recta entre la

distancia del trayecto y multiplicarla por 100 (Mortimer, 2000).

Los resultados obtenidos en el sistema CASA (Hamilton Thorne Bioscience,
IVOS, Version 12, USA) muestran que la adicién de 0.5% de extracto acetonico de
nopal mejor6 la motilidad progresiva, velocidad progresiva, linealidad y rectitud de
los espermatozoides al post descongelado, sin afectar la integridad de membrana y
sobrevivencia espermatica, con respecto al grupo control. Lo anterior puede sugerir

un mayor potencial de fertilizacion en las dosis para inseminacién con el uso del
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extracto de nopal como aditivo, de manera similar a lo observado por Ferraz et al.
(2014) en bovinos de la raza Holstein, quienes encontraron una alta correlacién
entre el porcentaje de motilidad progresiva y la capacidad de los espermatozoides

para interactuar adecuadamente con el ovocito y sus capas extracelulares.

Los niveles de adicion de extracto mayores a 0.5% tuvieron un efecto
negativo sobre la viabilidad de los espermatozoides, de manera similar a lo
observado por Pérez-Pe et al, (2001) utilizando dosis relativamente altas de
vitamina E en forma de acetato y fosfato (pérdida total de la motilidad espermética)
y por Membrillo-Ortega et al. (2011) al utilizar vitamina C _a razén de 5mg/ml
(disminucion de 10 puntos porcentuales de la motilidad con respecto a su grupo

control).

Las especies reactivas a oxigeno (ERO) pueden inhibir la formacion de ATP
por parte del espermatozoide y con ello el movimiento, resultando en una pérdida
irreversible de motilidad y fertilidad (Perumal, 2014). De acuerdo con este efecto, es
posible que la adicién de 0.5% de extracto acetdnico de nopal al diluyente, gracias
a su buena capacidad antioxidante, haya podido bloquear una cantidad suficiente
de ERO favoreciendo la produccion de ATP, viéndose esto a su vez reflejado en
una motilidad progresiva mayor y de mejor calidad. Sin embargo, cabe resaltar que
pequefias cantidades de especies reactivas a oxigeno son necesarias para
mantener la funcionalidad de los espermatozoides (Cordova et al.,, 2017). El
superéxido es una de las especies reactivas a oxigeno de las que necesita el
espermatozoide para llevar a cabo sus funciones. Esta ERO se convierte en
peroxido de hidrogeno por efecto de la superéxido dismutasa. El perdxido de
hidrégeno a su vez activa a la adenililciclasa de membrana, promoviendo asi un
aumento de la produccion de AMPc, mayor activacion de la proteina cinasa
dependiente de AMPc (PKA) y aumento en la fosforilacion de tirosinas a nivel del
flagelo espermatico estimulando su movimiento (Oliveira et al., 2006). Debido a lo

anterior, el bloqueo total de las ERO puede afectar la capacidad motil de los
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espermatozoides, condicidon que pudiera haber ocurrido con la adicion de extracto
de nopal mayor al 0.5%.

Allai et al. (2016) analizaron la composiién del extracto acetonico de nopal
que utilizaron y encontraron que contenia acidos orgénicos, flavonoides 'y
polifenoles. De acuerdo con sus resultados al adicionar 1% de extracto de nopal al
diluyente, estaban aportando acido quinico 43.69ug/ml, acido malico 312.39ug/ml,
acido acotinico 0.77ug/ml, rutina 1.1pg/ml, hesperidina 1.74pg/ml, hyperosido
0.62pg/ml y quercetina 0.07ug/ml. Por nuestra parte, aunque no se hizo un analisis
de composicion del extracto acetonico que se obtuvo, el haber utilizado nopal y el
mismo método de extraccion que Allai et al. (2016), nos permite suponer que sus
composiciones eran similares. Sin embargo, en el presente estudio el nivel de
adicién que mejor funcioné fue el 0.5%, a diferencia del 1.0% que fue el mejor en el
estudio de los autores antes mencionados. La diferencia de resultados que
observamos podria estar relacionada-con las condiciones de cultivo y estado
fenologico de las pencas de nopal utilizadas, mismas que no se mencionan en el

estudio de Allai et al. (2016), aunque si determinan la composicién de la planta.

Los compuestos mayormente encontrados en el extracto acetonico de nopal
de acuerdo con Allai et al. (2016), son el acido quinico y el &cido malico. Esto se
debido a que el acido quinico en su forma libre es abundante en diversas plantas,
café y ciertas frutas, ademas de que cuenta con actividad antioxidante (Farah &
Donangelo, 2006, Deshpande et al., 2016 y Pinta et al., 2018). Por su parte el &cido
malico  (acido 2-hidroxibutanodioico) es un compuesto fendlico ampliamente
utilizado en la industria por sus propiedades antioxidantes (Dai et al., 2018, Liu et
al., 2019). Asimismo la rutina, hesperidina, hyperdsido y quercetina son compuestos
fendlicos con actividad antioxidante (Allai et al., 2016) que en conjunto combaten
las especies reactivas a oxigeno. El hyperdsido protege directamente a las células
de los radicales libres de oxigeno intracelular como el peroxido de hidrogeno (Piao
et al., 2008), mientras que la quercetina, que es un compuesto polifendlico con

actividad antioxidante, actia indirectamente a través de regular los niveles de
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glutation; enzima encargada de catalizar la descomposicion del peroxido de
hidrégeno actuando como donador de un atomo de hidrogeno y el resultado de la
reaccion es agua y disulfuro de glutation oxidado. Sin embargo cuando se adiciona
quercetina a dosis altas se puede inhibir la produccion de glutatiéon (Xu et al., 2019).
En sintesis, el nivel de adicion de antioxidante para proteger a los espermatozoides
del estrés oxidativo asociado al enfriamiento y congelacion, debe ser suficiente para
disminuir parcialmente el efecto de las ERO sin inhibirlas por completo y ademas no
afectar los propios mecanismos antioxidantes de la célula espermatica o las
condiciones del medio como el pH; es importante recalcar que en el extracto
acetonico de nopal hay cantidades importantes de &cido quinico y &cido malico, que

en exceso podrian acidificar el medio y afectar la viabilidad espermatica.

Se sabe que algunos componentes del plasma seminal se encargan de
regular la intensidad de respuesta inmune uterina al momento de entrar en contacto
el semen con el tracto reproductor de la hembra; este efecto es mediado en gran
medida por la inhibicién de citocinas proinflamatorias y es importante para permitir
la gestacion (Rath, Knorr, & Taylor, 2016). La dilucion del plasma seminal al
procesar el semen para su enfriamiento y congelacion no parece influir en ese efecto
y la adicion en porcentajes bajos de extracto aceténico como los empleados en el
presente trabajo muy probablemente tampoco; sin embargo, este aspecto quedaria

por comprobarse.
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VIl.  CONCLUSIONES

Con el secado por conveccion de las pencas, se obtiene un extracto

acetonico de nopal con buena capacidad antioxidante

Se cumplio con el objetivo y se demostro la hipétesis que al adicionar extracto
acetonico de nopal a un diluyente comercial en pequefias cantidades, mejora la

viabilidad espermética post-descongelado.

El uso de extracto acetonico de nopal puede ser considerado como una

alternativa para mejorar la viabilidad de semen de carnero congelado/descongelado
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VIIl.  ANEXOS

A) OBTENCION DEL EXTRACTO ACETONICO DE NOPAL

Lo primero que se hizo fue lavar las pencas de nopal con agua destilada y
secarlas, después se procedio a cortarlas en cuadritos para facilitar su secado, ya

fuera por liofilizacion o por secado convectivo.
1. Obtencién por secado convectivo:

Se dividi6é el nopal picado en charolas, mismas que fueron pesadas y se
metieron en una estufa de secado convectivo a una temperatura de 55°C durante
72 horas hasta que el nopal perdié un 91.5% de peso (humedad). Posterior a esto
se moli6 el nopal seco con una criba de 1 mmy el polvo obtenido se mezcl6 a razén
de 5g con 100 ml de mezcla acetona/agua en una relacion 70/30, se mezcl6é a 700
rpm durante 96 horas a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se filtr6 la
solucion con papel filtro Watman No.4, luego se rotaevaporé la solucion a 38°C
hasta lograr evaporar la acetona del extracto y finalmente se metio a liofilizar con la

siguiente programacion:

Segmento Tiempo en horas Temperatura °C
1 15 -40
2 90 -20
3 9 -10
4 5

Una vez transcurrido el tiempo, se sacaron las charolas de la liofilizadora y el
extracto se coloco en frascos color &mbar y se mantuvo en refrigeracién a 5°C hasta

su utilizacion.
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2. Obtencién por liofilizado:

Se dividié el nopal picado en charolas, mismas que fueron pesadas y se
metieron en una liofilizadora hasta que el nopal perdié un 92.2% de su peso

(humedad) con la siguiente programacion:

Segmento Tiempo en horas Temperatura °C
1 15 -40
2 75 -20
3 8 -10
4 2 5

Posterior a esto se molié el nopal ya seco con-una criba de 1 mm vy el polvo
obtenido se mezcl6 a razén de 5g con 100 ml de mezcla acetona/agua en una
relacion 70/30, se mezcldé a 700 rpm durante 96 horas a temperatura ambiente,
transcurrido el tiempo se filtré la solucion con papel filtro Watman No.4, luego se
rotaevaporo la solucién a 38°C hasta lograr evaporar la acetona del extracto y

finalmente se metiod a liofilizar por segunda ocasion con la siguiente programacion:

Segmento Tiempo en horas Temperatura °C
1 15 -40
2 90 -20
3 9 -10
4 3 5

Una vez transcurrido el tiempo, se sacaron las charolas de la liofilizadora y el
extracto se coloco en frascos color &mbar y se mantuvo en refrigeracion a 5°C hasta

su utilizacion.
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B) TECNICA DE DPPH

Se realiz6 el siguiente procedimiento establecido en el laboratorio de biologia

molecular de la Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ.

1. Preparacion de muestra.

Se pesaron (0.10g) de muestra en la balanza analitica con las luces
apagadas del laboratorio de Biologia molecular. En matraces de 10 ml previamente
forrados de aluminio y rotulados se agrego la muestra pesada y se disolvié con
metanol con ayuda de las minipipetas de plastico. SIN LLEGAR AL AFORE. Se
paso6 por vortex por 30 min. Una vez pasado por vortex se afor6 con metanol los
matraces de 10 ml con ayuda de las minipipetas de plastico. Una vez aforado se
vacio el contenido de los matraces en los tubos falcén previamente rotulados y se
metieron los tubos falcon a la centrifuga 3000 rpm por 10 minutos.

2. Preparacion de reactivos.

DPPH:

Se pesaron (0.0039 g) del reactivo de DPPH (1,1-difenil-2-pricrilhidrazil en la
balanza analitica con las luces apagadas del laboratorio de Biologia molecular. En
un matraz de 100 ml previamente forrado de aluminio y rotulado, se agreg6 el
reactivo pesado y se disolvié con Metanol con ayuda de las minipipetas de plastico.
SIN LLEGAR AL AFORE. Se utiliz6 un agitador magnético a 500 rpm por 30
minutos. Transcurridos los 30 min. Se afor6 con Metanol con ayuda de las
minipipetas de plastico.

Preparacién de acido ascorbico:

Se pesaron (0.0176 g) de acido ascérbico en la balanza analitica con las
luces apagadas del laboratorio de Biologia molecular. En un matraz de 100 ml
previamente forrado de aluminio y rotulado, se agrego el reactivo pesado y se
disolvié con agua HPLC con ayuda de las minipipetas de plastico. SIN LLEGAR AL
AFORE. Se tapo el matraz con papel parafilm, y se agito por inversion 10 veces. Se
aford con agua HPLC con ayuda de las micropipetas de plastico.
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3. Realizacién de curva de calibracion.

En los viales forrados previamente de aluminio, se rotularon las siguientes
concentraciones: C1, C2, C3, C4, C5, C6.

Se agregaron las siguientes cantidades de la preparacion de Acido Ascérbico
mas agua HPLC para las siguientes concentraciones:

Concentracion | Concentracion | Cantidad Cantidad de
mM pg / mi Acido Agua HPLC
Ascoérbico (ul)
(M)
Cl 50 8.8 50 950
C2 100 17.6 100 900
C3 250 44 250 750
C4 500 88 500 500
C5 750 132 750 250
C6 1000 176 1000 0

4. Preparacion y llenado de placa.
Se vacio en un vasito de precipitado el reactivo preparado de DPPH. Y
se tenia listo:
Un vaso de precipitado con Metanol
Un vaso de precipitado con Agua HPLC
Los tubos falcon de las muestras en una gradilla.
Los viales con las concentraciones de &cido ascorbico.

En oscuridad se colocé por triplicado en la placa (Figura 7), en cada uno de

los pozos las siguientes cantidades, donde:

B= Blanco (300 ul de DPPH)
C1-C6= Concentraciones de Acido Ascérbico (20ul) + DPPH (280 pl)
M= Muestra, (20ul) de muestra + DPPH (280 pl)
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Se dejo6 reposar la placa tapada por 30 minutos y se procedié a dar
lectura en el lector ELISA a 550nm.

Figura 7: Placa con muestras por triplicado para prueba de DPPH.

5. Interpretacion de resultados

Finalmente se realizd la interpretacion de resultados pasando los datos
obtenidos de la placa del lector ELISA a Excel. Se saco el promedio de los datos

triplicados y se realiz6 la curva de dispersion lineal donde la R cuadrada fue de 0.99
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C) EVALUACION HIPO-OSMOTICA HOST

Primero se prepard la solucién hipo-osmaotica segun Mehdipour et al., (2016).
Se utilizaron 9 g de Fructosa y 4.9 g de citrato de sodio en 1 | de agua bidestilada y

se almacenoé a temperatura ambiente y en un lugar oscuro hasta su utilizacion.

Se evaluaron por triplicado las dosis de semen de las 10 réplicas y los 4
diferentes tratamientos. Primero se agregaron 100ul de solucién hipo-osmotica
previamente preparada en cada vial, mismos que se colocaron en bafio maria a
37°C, después se descongel6 por 45 segundos cada pajilla-en agua a 36°C y se
agregaron 50pul a cada vial, para tener un volumen final de 150ul, una vez realizado
esto, la mezcla permanecio por 30 min a 37°C. Finalmente se colocaron 17l de la
mezcla en un portaobjetos con un cubreobjetos y se evalué al microscopio en un
objetivo 100X con aceite de inmersion contando un total de 200 espermatozoides,

separando los hinchados de los no hinchados, como se muestra en la figura 8.

Fig 1. Hepresentacon esquematica de diersos cambios = de los & eatres hy dtico. {una | Los

con mosfologia i { -sel) Loa ides con tipoe do cols hi in indieado por & draa rayada. Figura publicado originaiments en ia

ref. 1 reproducido con sutorizacidn.

Figura 8. Representacion esquematica de espermatozoides expuestos a
estrés hipo-osmotico. Donde se muestra: a) morfologia inalterada y b-g) diferentes
tipos de hinchazon (Ramu & Jeyendran, 2013).
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D) EVALUACION HANCOCK

Primero se prepard la solucion Hancock segun Mehdipour et al., (2016).
Utilizando Formalina (62.5 ml), Solucion salina (150 ml), solucion Buffer (150 ml) y
agua bidestilada (500 ml) y se almacend a temperatura ambiente y en un lugar

oscuro hasta su utilizacion.

Para preparar la solucion salina se utilizaron 9.01 g de NaCl en 500 ml de

agua bidestilada.
Para la solucion buffer se formaron 2 soluciones:
21.7 g de NA2HPO4 en 500 ml de agua bidestilada.
22.54 g de KH4PO4 en 500 ml de agua bidestilada.

La solucién buffer se conform6 de 100 ml de la solucion 1 y 50 ml de la

solucién 2.

Se evaluaron por triplicado las dosis de semen de las 10 réplicas y los 4
diferentes tratamientos. Primero. se agregaron 500ul de solucidbn Hancock
previamente preparada en cada vial, después se descongel6 por 45 segundos cada
pajilla en agua a 36°Cy se agregaron 50ul de semen a cada vial, para tener un
volumen final de 550pl, una vez realizado esto, se colocaron 8pul de la mezcla en un
portaobjetos con un cubreobjetos y se evalu6 al microscopio en un objetivo 100X
con aceite-de inmersion contando un total de 200 espermatozoides, identificando

espermatozoides normales y anormales.
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