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Capacidad antioxidante en semen fresco y crioconservado a largo término
en cachama blanca (Piaractus brachypomus)
Determination of antioxidant capacity in fresh semen and crioconserved
from red-bellied pacu fish (Piaractus brachypomus)
Determinacao da capacidade antioxidante em sémen fresco e

crioconservada em pirapitinga (Piaractus brachypomus)
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RESUMEN

El estrés oxidativo es generado por desequilibrios entre las especies reactivas del
oxigeno (EROSs) y la actividad antioxidante durante la congelacion seminal; afecta
estructuralmente las membranas celulares, las enzimas y los acidos nucleicos del
espermatozoide, interrumpiendo procesos fisioldgicos como la produccion de
energia (ATP), que conllevan a una reduccion de la movilidad, viabilidad y
capacidad fertilizante. El objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad seminal (pH,
duracion de la movilidad, movilidad, volumen), y capacidad antioxidante (CAntiOX)
en semen fresco y semen crioconservado de Piaractus brachypomus. Se utilizaron
seis machos sexualmente maduros inducidos con 4 mg/kg de extracto hipofisario
de carpa (EHC), de los que se colectd semen 18 horas post-induccién. La calidad
espermatica y CAntiOX en semen fresco fueron evaluada en 4 tiempos diferentes
posteriores a la colecta (0, 15, 30 y 60 min.). Luego, el semen fue crioconservado
en nitrogeno liquido a -196°C hasta su uso. La calidad espermatica y CAntiOX en

semen crioconservado fueron evaluadas luego de 24 horas, 1, 6 y 12 meses. La
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CAnNtiOX fue cuantificada por medio del test de Capacidad Antioxidante Total,
Sigma-Aldrich®; mediante espectrofotometria visible (405 nm); BioRad Model 680
microplate reader/ California EEUU). Se evidenciaron variaciones significativas en
la movilidad espermatica (P<0.00567), duracion de la movilidad (P<0.037) y pH
(P<0.001) del semen crioconservado en contraste con el control, mientras que
CAnNtiOx no mostré diferencias significativas (P<0.690). Este estudio representa un
aporte al conocimiento basico de la crioconservacion, para la estandarizacion de

protocolos en especies icticas nativas.

Palabras clave: calidad espermatica, crioconservacion, especies reactivas de

oxigeno (EROs).

ABSTRACT

Oxidative stress is generated by imbalances between reactive oxygen species
(EROs) and antioxidant activity during seminal freezing; structurally affects the cell
membranes, enzymes and nucleic acids of the sperm, disrupting physiological
processes such as energy production (ATP), which lead to a reduction in mobility,
viability and fertilizing capacity. The objective of this work was to evaluate the
seminal quality (pH, duration of mobility, mobility, volume), and antioxidant capacity
(CANtiOX) in fresh semen and cryopreserved semen of Piaractus brachypomus. Six
sexually mature males induced with 4 mg/kg of pituitary carp extract (EHC), and
semen was collected 18 hours after induction. The sperm quality and CAntiOX in
fresh semen were evaluated in 4 different times after the collection (0, 15, 30 and 60
min.). Then, the semen was cryopreserved in liquid nitrogen at -196 ° C until use.
Sperm gquality and CAntiOX in cryopreserved semen were evaluated after 24 hours,
1, 6 and 12 months. CAntiOX was quantified by means of the Total Antioxidant
Capacity test, Sigma-Aldrich®; by visible spectrophotometry (405 nm); BioRad
Model 680 microplate reader / California USA). Significant variations in sperm
motility (P<0.00567), mobility duration (P<0.037) and pH (P<0.001) of cryopreserved
semen in contrast to the control were evidenced, while CAntiOx showed no

significant differences (p<0.690). This study represents a contribution to the basic
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knowledge of cryopreservation, for the standardization of protocols in native fish

species.

Keywords: sperm quality, cryopreservation, reactive oxygen species (EROs.

RESUMO

O estresse oxidativo é gerado por desequilibrios entre espécies reativas de oxigénio
(EROs) e atividade antioxidante durante o congelamento seminal; afeta
estruturalmente as membranas celulares, enzimas e acidos nucléicos do esperma,
interrompendo processos fisiolégicos como a producéo de energia (ATP), que levam
a uma reducao na mobilidade, viabilidade e capacidade de fertilizagcdo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a qualidade seminal (pH, duracdo da mobilidade,
mobilidade, volume) e capacidade antioxidante (CAntiOX) em sémen fresco e
sémen criopreservado de Piaractus brachypomus. Foram utilizados seis machos
sexualmente maduros induzidos com 4 mg/kg de extrato de carpa hipofisaria (EHC),
dos quais o sémen foi coletado 18 horas ap0s a inducéo. A qualidade espermatica
e CAntiOX no sémen fresco foram avaliados em 4 momentos diferentes apds a
coleta (0, 15, 30 e 60 min.). Em seguida, o sémen foi criopreservado em nitrogénio
liquido a -196 ° C até o uso. A qualidade espermatica e CAntiOX no sémen
criopreservado foram avaliados apés 24 horas, 1, 6 e 12 meses. O CAntiOX foi
quantificado por meio do teste de Capacidade Antioxidante Total, Sigma-Aldrich®;
por espectrofotometria visivel (405 nm); Leitor de microplacas BioRad Modelo 680 /
Califérnia EUA). Variacdes significativas na motilidade espermatica (P<0.00567),
duracdo da mobilidade (P<0.037) e pH (P<0.001) do sémen criopreservado em
contraste com o controle foram evidenciadas, enquanto o CAntiOx ndo mostrou
diferencas significativas (P<0.690). Este estudo representa uma contribuicdo ao
conhecimento basico de criopreservacdo, para padronizacdo de protocolos em

espécies nativas de peixes.

Palavras-chave: qualidade espermdtica, criopreservacdo, espécies reativas de

oxigénio (EROs).
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INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son responsables de causar dafio a las
membranas de los espermatozoides y de la fragmentacion del ADN afectando la
fertilidad (Lanconi et al., 2015). La capacidad antioxidante ha sido medida en otros
teledsteos como la Perca fluviatilis, Salmo trutta y Oncorhynchus mykiss, a partir de
los cuales se sabe que los espermatozoides de las especies de peces investigadas
son sensibles al ataque oxidativo y que el &cido Urico es el principal antioxidante del
semen (Ciereszko et al., 1999; Mahfouz et al., 2009; Lahnsteiner et al., 2011).

En la trucha marrén (Salmo trutta), se demostré que hay varios componentes del
plasma seminal que dan proteccion antioxidante (Lahnsteiner et al., 2010). Hasta
este estudio en trucha marrén, solo habia investigaciones en mamiferos, los
investigadores encontraron que el plasma y los espermatozoides contienen
diferentes enzimas y metabolitos que pueden desempefiar un papel en la proteccion
antioxidativa. Enzimas antioxidantes fueron la catalasa, glutation reductasa,
metionina sulfoxido reductasa, peroxidasa y superéxido dismutasa y los
antioxidantes: acido ascorbico, glutation, metionina, tocoferol y acido Urico
(Lahnsteiner et al., 2010).

En la actualidad se desconoce cudl es la capacidad antioxidante presente en el
semen de la cachama blanca, asi como cual puede ser su importancia en la
fertilidad, ademas, de si se puede mejorar, ya sea a partir de una dieta suministrada
al animal, o aplicando diluyentes que reduzcan la produccion de especies reactivas
de oxigeno para evitar los dafios producidos a las membranas del espermatozoide
y estructura del ADN. Por ende, el objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad
seminal (pH, duracion de la movilidad, movilidad, volumen), y capacidad
antioxidante (CAntiOX) en semen fresco y semen crioconservado de Piaractus

brachypomus.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion
El experimento se llevé a cabo en el Instituto de Acuicultura de la Universidad de

los Llanos - IALL, localizado en la ciudad de Villavicencio — Meta, Colombia, a una
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altura de 418 msnm, temperatura ambiental media de 27 °C, humedad relativa del
75% vy precipitacion pluvial de 4050 mm/afio. ElI semen fue procesado y evaluado
en el Laboratorio de Reproduccién y Crioconservacion de Peces del IALL. La
evaluacion de la capacidad antioxidante se realizO en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales - UDCA, sede

Bogota (Unidad Académica El Remanso).

Comité de ética
Todos los procedimientos realizados contaron con la aprobacion del Comité de

Bioética de la Universidad de los Llanos.

Animales

La poblacion evaluada en este estudio fue de 6 machos reproductores de cachama
blanca (Piaractus brachypomus), los cuales fueron nacidos y criados en la estacion
piscicola de la Universidad de los Llanos. Los reproductores fueron capturados
empleando una malla de arrastre, luego fueron trasladados a tanques de cemento
de 2.5 m de diametro. Los animales experimentales fueron escogidos al azar, siendo
adultos maduros con un peso promedio de 4.08 kg, luego para efectos de

verificacion, se marcaron con chaquiras de colores en la aleta dorsal.

Manejo de los animales

La induccién hormonal se realizé con extracto hipofisario de carpa a una dosis de 4
mg/kg de peso vivo, la cual se suministré mediante inyeccion intramuscular caudal
en la primera aleta dorsal. La colecta seminal se realizé a las 18 horas post-
induccion, para lo cual, los animales se sedaron con 2-fenoxietanol (300 ppm;
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), cada animal se llevé a una mesa de trabajo
donde se limpiod y secé la papila genital. Para estimular la eyaculacion se realizé un
masaje craneo-caudal de la pared de la cavidad celomica, el semen obtenido se
recolecto en tubos aforados previamente esterilizados, llevando la muestra

inmediatamente para su analisis en el laboratorio.
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Disefo experimental

Se evaluaron siete tiempos posteriores a la obtencion del semen (cuatro en semen
fresco y tres en semen crioconservado), proveniente de seis individuos (n=6),
evaluandose 4 variables (pH, movilidad, duracién de la motilidad y capacidad
antioxidante). Los tiempos en que se evaluaron fueron: 0, 15, 30, 60 minutos en
semen fresco y 24 horas, un (1) mes y seis (6) meses en crioconservado (7
momentos en total). En donde para el proceso de crioconservacion se utilizé un
diluyente con DMSO (10%), yema de huevo (12%) y glucosa (5.5%), manteniendo
una relacion de 1:4 (semen:diluyente), segun protocolo de Ramirez et al.(2011).

Calidad seminal

El pH se determino por medio de tiras indicadoras de pH universal (MColorpHastTM
/Merck/Germany), con rango de medida entre 0 y 14 unidades, las cuales eran
sumergidas en la muestra del semen fresco durante 5 segundos y leidas
inmediatamente, esta medida se tomo durante 4 tiempos (tiempo 0, 15, 30 y 60 min.)
en semen fresco y 24 horas, un (1) mes y seis (6) meses en crioconservado. La
movilidad masal, y la duracion de la motilidad (TA); fueron determinados a traves de
la valoracion de una muestra de 20uL de semen fresco de cada animal, el cual fue
activado con 180uL agua destilada (1:10) sobre una lamina excavada (1.0 - 1.2 mm
de profundidad, Micro-Slides Premiere, China) y observada mediante un
microscopio 6ptico (Carl Zeiss, Alemania). Con respecto a esto se consideraron
Optimas para el procedimiento de crioconservacién aquellas muestras que
presentaron una movilidad masal mayor al 80%. Se empleé una micropipeta
(Fisherbrand Finnpipette Il —Finlandia) para tomar 250 yL de semen y depositarlo
en tubos de reaccion (Ependorff®), para cada uno de los cuatro tiempos (0, 15, 30,
60 min.), sumando asi 1 ml de muestra por cada animal, luego de tener la muestra
en el tubo de reaccién, se llevé a la centrifuga refrigerada (HERMLE Z326K /
Alemania) a 4°C por 5 minutos a 14000 g. Finalizado este tiempo, se extrajo el
plasma seminal con la micropipeta poniéndolo en otro tubo de reaccién, el cual se

llevo a congelacion (-20°C) hasta el analisis de capacidad antioxidante.
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En el semen crioconservado se realizé la evaluacion a partir de las 24 horas
posteriores a crioconservacion en cada animal, descongelando una paijilla por
individuo para cada tiempo (n=6) a 36°C por 60 segundos en bafio de agua. Se
evaluo de igual modo el pH, duracion de la motilidad, movilidad y se llevd una
muestra de 250pL a centrifuga refrigerada (4°C) a 18000 gravedades por 5 minutos
para separar el sobrenadante, el cual se extrajo con una micropipeta y se llevd a
congelacion en otro tubo de reaccion. De igual manera, se evalué la capacidad
antioxidante de estas muestras. Este procedimiento se realizé de igual modo al mes
y a los seis meses de la crioconservacion de las pajillas en cada macho.

Las muestras de plasma seminal obtenidas por centrifugaciéon del semen fresco y
crioconservado en cada tiempo de evaluacion, se les realiz6 el analisis de CAntiOx
en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Ciencias Aplicadas y
Ambientales (UDCA), sede Bogota (Unidad Académica El Remanso). Empleando el
equipo para pruebas ELISA (BioRad Model 680 microplate reader / California
EEUU) y utilizando el kit para ensayo de capacidad antioxidante (Total Antioxidant
Capacity Assay Kit, Sigma-Aldrich®, Catalog Number: MAK187) siguiendo el

protocolo del catadlogo, como indica la figura 1.
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Figura 1. Flujograma del procedimiento para hallar la capacidad antioxidante total,
segun el protocolo de Sigma-Aldrich
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El kit de CANntiOx Sigma® estaba compuesto por: Tampoén de ensayo, solucién stop
o de parada (SIn. S3446), mioglobina del corazén de caballo, (+) -6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano- Acido 2-carboxilico (Trolox), 2,2 ¢ -azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), Tampon de fosfato y citrato, (pH 5), peréxido
de hidrégeno (3%). La preparacion del kit consistio en diluir el tampén de ensayo 1
en 10; la soluciébn madre de mioglobina de corazon de caballo se reconstituy6 2.85
ul en 1 mg o lo equivalente a un vial, y posteriormente se agit6 manualmente, para
después hacer la solucion de trabajo de mioglobina, la cual se hizo diluyendo 1 pl
de la solucion madre de mioglobina en 99 ul de tampén de ensayo; el Trolox se
reconstituyé en 2.67 pl de tampdn de ensayo preparado anteriormente y se agitd
hasta diluir, esto en el vial (1 mg); la solucién sustrato de trabajo ABTS se prepard
agregando una tableta de tampodn fosfato-citrato en 100 ml, se agitd hasta
disolverse, luego se extrajo 10 ml de la mezcla para cada 25 pl de peréxido de
hidrogeno 3%, después de agregar el perdxido se debe usar dentro de los siguientes
20 - 30 minutos, por lo cual se agreg6 poco antes de hacer la mezcla en los pozos
de la placa; las disoluciones y reconstituciones no especificadas se realizaron con
agua milliQ en reemplazo del agua ultrapura que se especifica en el kit.

Para la evaluacion en la maquina de ELISA por medio de espectrofotometria (405
nm), se usé una placa de 96 pozos, en las cuales se realizd primero la
estandarizacion siguiendo el protocolo (Figura 1), de la prueba para verificar que si
estuviese bien preparado el kit y poder comparar con las muestras de semen de los
especimenes; la preparacion de las muestras en los pozos consistié en agregar 10
ul de la muestra, 20 pl de solucién de trabajo de mioglobina, 150 pl de solucion
sustrato de trabajo ABTS, inmediatamente se incub6 por 5 minutos y final se
adicionaron 100 pl de solucion stop para tener una alicuota final de 280 ul por pozo,
esa misma cantidad se agregd en los pozos “blanco” pero de agua milliQ, para
posteriormente hacer su lectura a 405 nm y asi poder realizar los calculos de la
CAnNtiOx en unidades Trolox (mM). Este procedimiento se realizd6 dos veces
considerando que una placa tiene 96 pozos y que en cada placa se ubicaron las
muestras de hasta tres animales por duplicado y separados por pozos blancos para

evitar que la luz refractada afecte la lectura de las otras muestras.
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Andlisis Estadistico

Los datos son descritos como media + desviacion estandar de la media (SD).
Posteriormente, para analizar los efectos de los tratamientos sobre las variables pH,
% movilidad, duracion de la motilidad y capacidad antioxidante, se realizé un analisis
de varianza (ANOVA), de una via verificando previamente los supuestos de
normalidad (Shapiro-Wilks) y homogeneidad de varianzas (Fligner-Killeen). Se
utilizé la prueba de Tukey para comparar las medias entre los diferentes
tratamientos, como prueba a posteriori de los datos que resultaron con significancia.
Para los datos que no cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad
se realizé una prueba no paramétrica analoga al ANOVA (Kruskal Wallis), para
todos los andlisis, se asumieron niveles de significancia del 95% (P<0.05). Los
analisis estadisticos fueron realizados con el programa de RStudio usando los
paquetes R (ver. 3.6.1). Las gréaficas fueron realizadas usando el programa
GraphPad Prism 8 (ver. 8.3.0).

RESULTADOS

Se obtuvieron las medias estadisticas, como se puede apreciar en la tabla 1, junto
con la desviacion estandar de las cuatro variables evaluadas, por la clasificacion de
tiempo, en donde se puede decir, que el mayor porcentaje de movilidad lo tiene la
categoria de semen fresco en los tiempos del minuto 0 y a los 15 minutos (95 + 0%);
en contra parte, se observa que el porcentaje de movilidad a los 6 meses de
crioconservado es el mas bajo (50.83 + 11.14%). Para la variable de duracioén de la
motilidad en esta clasificacion por tiempo, la media estadistica mas alta se dio en el
semen crioconservado a 24 horas (66.67 + 11.0 S) y la menor duracion de la
motilidad ocurren en el minuto 60 en semen fresco (42.33 £ 5.54 S). Continuando
con la variable de pH, se pude ver que los rangos de este fueron estables para
semen fresco en sus cuatro tiempos (pH= 8.5 £ 0.55), y en el semen crioconservado
se observa lo mismo, pero en este se registra los niveles de pH mas bajos (pH=7 +
0).
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Tabla 1. Calidad seminal y capacidad antioxidante (CAntiOX) en semen fresco y crioconservado de Piaractus brachypomus

Valores mostrados como mediaxSD. n=6

Semen Fresco

Semen Crioconservado

Variable
min 0 min 15 min 30 min 60 Control 24 horas 1 mes 6 meses
Movilidad (%) 95.0 £0.02 95.0 £ 0.02 93.33 +2.58? 87.50 + 6.12° 95.0 + 0.0° 60.00 + 8.942 51.67 £9.832 50.83 £ 11.142
Duracion de la
- 50.83 + 5.462 51.17 +£7.552 46.50 + 6.442 42.33+5542 50.83+ 5462 66.67 +11.0° 46.00 +11.282 55.17 +10.522
motilidad (S)
pH 8.50 + 0.552 8.50 + 0.552 8.50 + 0.552 8.50 + 0.552 8.50 + 0.552 7.00 +0.0° 7.00 +0.0° 7.00 +0.0°
CANtOx. (mM
de Trolox) 0.3892 + 0.17% 0.3885+ 0.16% 0.3815+ 0.142 0.4085+ 0.152 0.3892+ 0.172 1.3178 +0.692 1.3139 £+ 0.752 1.2765 + 0.752
e Trolox

Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa (p<0.05)

10
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En la capacidad antioxidante se puede apreciar que en el semen fresco la menor
CAnNtiOx se aprecia en el minuto 30 (0.3815 + 0.14 mM de Trolox) aunque no hubo
diferencias estadisticas con los otros datos en fresco, en el semen crioconservado
tampoco hay diferencias estadisticas, pero a las 24 horas de crioconservado se
observa la mayor CAntiOx (1.3178 + 0.69 mM de Trolox).

A estos resultados se les realizd6 una prueba de normalidad por Shapiro-Wilks
siendo esté método mas sensible cuando se tratan de procesar datos menores a
50; esta prueba de normalidad informa que se acepta la hipétesis nula de que los
datos son normales, para el caso de los resultados de duracion de la motilidad en
semen fresco (P=0.165) y crioconservado (P=0.9934), mientras que para las otras
tres variables en semen fresco y en crioconservado: CAntiOx (P=0.0189;
P=0.02402, Resp.), movilidad (P=0.00000031; P=0.02632, Resp.) y pH
(P=0.0000018; P=0.00000000528, Resp.), se rechaza la hipotesis nula, por lo cual
se debe de aceptar la hipétesis alternativa de que los datos no son normales; debido
a lo anterior, se realiz6 un analisis de homocedasticidad de las varianzas de estos
datos para confirmar si se puede realizar el analisis de varianza, empleando el
meétodo de Fligner-Killeen, tanto en los datos de semen fresco como en los de
crioconservado; se observa que se acepta la hip6tesis nula de que los datos si son
homogéneos o las varianzas son iguales y se puede proceder a realizar un ANOVA
de una via, pues ademas los datos son independientes. Para la variable de pH no
se le debe de realizar una prueba paramétrica pues no cumple con los supuestos,
y se debe de proceder a realizar una prueba no paramétrica, en este caso una
prueba de Kruskal Wallis siendo anéloga al ANOVA de una via.

Para los datos de duracion de la motilidad, los de capacidad antioxidante y
porcentaje de Movilidad, se les realiz6 un analisis paramétrico, en este caso, un
analisis de varianza (ANOVA) de una sola via, con el fin de determinar, si existe
efecto del tiempo sobre estas variables, en cada una de las condiciones evaluadas.
En primer lugar, se realizdo un ANOVA para los datos en el semen fresco, y otro para
los datos de semen crioconservado con respecto al control. En los datos de semen
fresco la movilidad presenté diferencias estadisticas (P=0.00228), se puede

observar al comparar con una prueba Tukey, que el tiempo a los 60 minutos tiene

11
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alta diferencia estadistica con el minuto 0 y el minuto 15, y una diferencia estadistica
media con el minuto 30 (Figura 2); para la duracion de la motilidad no hay diferencias
estadisticas (P=0.0789), (Figura 3), y para la CAntiOx, tampoco se encontraron
diferencias significativas (P=0.991) en las muestras (Figura 5). En el semen
crioconservado la movilidad presenta diferencias medianamente significativas
(P=0.00567), y significativas para la duracion de la motilidad (P=0.0370), la CAntiOx
no presenta diferencias significativas (P=0.6903). Al realizar una prueba no
paramétrica (Kruskal Wallis), para pH, se encontré que se tiene que rechazar la
hipotesis nula de que las muestras son iguales y aceptar que en las muestras al
menos hay dos diferentes (P<0.001) y en este caso se presenta diferencia del
control con respecto a los datos del semen crioconservado (Figura 4), en el caso
del pH en el semen fresco se acepta la hipotesis de que los datos son iguales y no

hay diferencias significativas (P> 0.999).
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Figura 2. Comparaciéon de las medias de Movilidad (%) en semen fresco (A) y
crioconservado de cachama blanca (Piaractus brachypomus) (B). Control = semen
fresco. Valores expresados como media + SD (n=6). Entre barras, letras distintas
indican diferencia estadistica (P<0.05).
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Figura 3. Comparacion de las medias de Duracion de la motilidad (S) en semen
fresco (A) y semen crioconservado de cachama blanca (Piaractus brachypomus)
(B). Control = semen fresco. Valores expresados como media + SD (n=6). Entre
barras, letras distintas indican diferencia estadistica (P<0.05).
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Figura 41. Comparacion de las medias de pH en semen fresco (A) y semen
crioconservado de cachama blanca (Piaractus brachypomus) (B). Control = semen
fresco. Valores expresados como media £ SD (n=6). Entre barras, letras distintas
indican diferencia estadistica (P<0.05).
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Figura 5. Comparacion de las medias de capacidad antioxidante (mM de Trolox) en
semen fresco (A) y semen crioconservado de cachama blanca (Piaractus
brachypomus) (B). Control = semen fresco. Valores expresados como media £ SD

(n=6). Entre barras, letras distintas indican diferencia estadistica (P<0.05).

DISCUSION

Los resultados obtenidos de Capacidad antioxidante total (CAntiOx) se pueden
comparar con los hallados por Stowiniska et al., (2013), que evaluaron algunas
caracteristicas seminales en 13 especies distintas de peces, y la capacidad
antioxidante total se midié6 empleando el mismo kit (Antioxidant assay kit, cat. No.
CS0790; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), estos resultados permiten decir que
los encontrados en el presente estudio entran en el rango reportado (para semen
fresco), se puede ver que la Perca (Perca fluviatilis) contiene la mayor CAntiOx, le
sigue la Lucioperca (Sander lucioperca) y en tercer lugar la cachama blanca (Tabla
2). Otros resultados de CAnNtiOx publicados previamente, (Butts et al., 2011;
Flannery et al., 2013) para el bacalao (Gadus morhua) y el salmén real
(Oncorhynchus tshawytscha), segun Stowinska et al., (2013) estan dentro del rango
de 11 especies.
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Tabla 2. Resultados de capacidad antioxidante total en algunas especies de peces.

Especies

CAnNtiOx
(mM de Trolox)

Autores

Lucio Europeo (Esox lucius)

(Stowinska et al., 2013)

(Piaractus brachypomus)

9 0.062 +0.029
Barbo comudn (Barbus barbus) 10 0.066 +0043 (Stowinska etal., 2013)
Goldfish (Carassius auratus) 15 0075 +0019 (Stowinska etal., 2013)
Aspius (Aspius aspius) 10 0.092 +0.02 (Stowinska et al., 2013)
Carpa prusiana (Carassius gibelio) 18 0.117 + 0038 (Stowinska etal., 2013)
Brema (Abramis brama) 17 0121 +0.047 (Stowinska etal., 2013)
Carpa sable (Pelecus cultratus) 19 0.126 + 0.085 (Stowinska et al., 2013)
Chub (Leuciscus cephalus) 23 0138 +0.066 (Stowinska et al., 2013)
Carpa (Cyprinus carpio) 10 0153 +0.063 (Stowinska et al., 2013)
Leucisco (Leuciscus leuciscus) 12 0197 +0.065 (Stowinska et al., 2013)
Lucioperca (Sander lucioperca) 12 0.500 +0.130 (Stowinska et al., 2013)
Perca (Perca fluviatilis) 12 1909 +0904 (Stowinska etal., 2013)

Bacalao (Gadus morhua) 14 0.15 +0.11* (Butts et al., 2011)

Trucha arcoiris (Stowinska et al., 2013)

) 10  0.009 £0.012

(Oncorhynchus mykiss)

Salmén real 59 0.30 +£0.03* (Flannery et al., 2013)

(Oncorhynchus tshawytscha)) 0.28 +0.02*

Cachama Blanca (Presente estudio)
24 0.3892 + 0.17

** Datos expresados UM de Trolox

Tabla adaptada de Stowiniska et al., (2013). Datos son expresados en media + SD
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CAnNtiOx es la suma de antioxidantes enziméticos y no enzimaticos (Mahfouz et al.,
2009), por lo cual, los resultados aqui presentados, corresponden a la sumatoria
de agentes que ayudan al control de especies reactivas al oxigeno, con el fin de
garantizar una buena movilidad y que la membrana del espermatozoide esté intacta,
lo que puede reflejarse en la fertilidad (Tatone et al., 2010; Lanconi et al., 2015).
Con lo anterior, se deduce que estos distintos agentes antioxidantes reflejados
como CAntiOx en el plasma seminal, son distintos entre especies y entre los
individuos de las mismas, por factores como las condiciones ambientales en las que
se encuentran, alimentacion, regidn geografica, medio silvestre o cautiverio,
afectando también la generacién de especies reactivas al oxigeno presentes
(Stowinska et al., 2013). Por ello, seria interesante observar el comportamiento de
estas caracteristicas en cachama blanca , mantenida en diferentes condiciones,
Esto permitiria evaluar no solo como afecta el tiempo a esta variable, también los
machos sometidos a distintos tratamientos, con el fin de observar que ambiente
puede ser mejor para garantizar un mejor esperma, pero no se deberia de evaluar
solo la CAntiOx, también otras variables como la osmolaridad, ATP, y dentro de los
antioxidantes verificar la cantidad de acido Urico siendo el principal en el plasma
seminal (Lahnsteiner et al., 2011).

El DMSO es uno de los crioprotectores permeables de bajo peso molecular mas
empleado en la crioconservacion de semen de teledsteos tropicales, tales como
yamu (Brycon siebenthalae), cachama blanca (Piaractus brachypomus) y bocachico
(Prochilodus magdalenae) (Atencio et al., 2013; Restrepo et al.,, 2017), ademas
posee una caracteristica interesante, el atrapar iones nocivos (radicales libres) para
los organismos vivos y modificar intracelularmente la estructura de las proteinas,
como también de los electrolitos (que disueltos en agua forman aniones y cationes)
(Alvarez y Larqué 2004), por ello el DMSO posee propiedades antioxidantes (Lépez
et al., 2013), pues es capaz de reducir la peroxidacion lipidica, ademas, de actuar
como vehiculo de los antioxidantes (Turan et al., 2008), permitiendo mejorar el
medio en el que se encuentran los espermatozoides en crioconservacion. Por ello

el DMSO puede modificar los resultados de los estudios si se usa como diluyente
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(Turan et al., 2008). Por ello seria interesante evaluar la CAntiOx de solo el DMSO
antes y después de su crioconservacion.

La CAntiOx al estar expuesto a ERQO’s sera consumida y empezara a disminuir,
como ocurre en la espermiacion, momento en el cual el semen tiene contacto con
el oxigeno, pues se ve enfrentado a actuar y retener los radicales libres, pero
mientras el esperma esta en el conducto espermatico, se han de encontrar con bajo
potencial de membrana con el fin de preservar las pocas reservas energéticas y asi
disminuir los compuestos de oxidacion enddgenos, los cuales son un riesgo para la
integridad de la membrana (Tabares et al., 2005). Lo anterior cambia al estar en un
medio externo con contaminantes y otros factores que pueden producir ERO’s
(Valdebenito et al., 2015). La CAntiOx varia con respecto la cantidad de los distintos
antioxidantes enzimaticos o no enzimaticos, en este caso, los compuestos del
diluyente del semen crioconservado pueden aumentar la CAntiOx o por el contrario
favorecer a su disminucién por contribuir a la produccion de ERO’s, como es el caso
de la yema de huevo (Kumar et al., 2019).

La yema de huevo, es la barrera mas importante contra los ERO’s en embriones y
crias permitiendo su supervivencia (Casasole et al., 2016), ya que posee
antioxidantes importantes que pueden ayudar a la reduccién de ERO’s en las
muestras crioconservadas, no obstante, los antioxidantes pueden variar de acuerdo
con la dieta y otros factores a los que estén sometidos las aves de las que fueron
recolectados los huevos (Bernal et al., 2003). Este y otros factores hacen de la yema
de huevo un componente importante como diluyente del semen no solo en los
peces, también en bovinos y otras especies, no obstante, hay que tener en cuenta,
que la yema de huevo tiene metales redox-activos y redox-inactivos, que pueden
dar como resultado un aumento en la produccion de ERO’s (Kumar et al., 2019), y
gue igualmente pueden variar por los distintos factores (alimentacién, ambiente,
manejo, etc.) en los que se encuentren los animales ademas de su raza y genética.
Algunos de los metales presentes en la yema de huevo funcionan como
catalizadores de reacciones de radicales libres, ademas de algunos ser metales
pesados, siendo perjudiciales para los espermatozoides y al igual pudiendo

promover la oxidacién. Por esto, el diluyente puede funcionar como un potenciador
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de la peroxidacion lipidica de las membranas del espermatozoide teniendo como
resultado en el proceso de crioconservacion, la produccion de una gran cantidad de
radicales libres. Con esto, se pueden llegar a probar agentes quelantes para
observar si hay un cambio en la concentracion de los antioxidantes, pues ayudarian
al control de estos metales que participan en la peroxidacion lipidica (Kumar et al.,
2019).

Por todo esto los resultados de capacidad antioxidante en semen crioconservado
pueden variar, pues se conoce que el DMSO tiene propiedades antioxidantes al
igual que el huevo, pero, este ultimo posee algunos metales que permiten que se
generen las especies reactivas del oxigeno, por ello las reacciones entre diluyente
y esperma pueden variar por distintos factores como el tipo de huevo, especie,
concentracion de DMSO, pero lo que se puede decir es que al tener un medio para
crioconservar que garantice tener mayor cantidad de antioxidantes, permitira
mejorar la calidad seminal, por ello se deberia de seguir indagando al respecto y
realizando estudios con distintos crioprotectores, para observar los cambios y

resultados generados en la CAntiOXx.
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